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RESUMEN

Las enfermedades periodontales (EP) son un conjunto de infecciones localizadas en las
encias y estructuras de soporte del diente. El desarrollo de la placa dentobacteriana es uno de
los principales factores etiologicos de estas enfermedades. El control quimico de la placa
bacteriana es una practica que se usa de manera complementaria a un control mecéanico
ineficaz. Los farmacos mdas utilizados para tal fin son los antisépticos bucodentales, la
clorhexidina (CHX) destaca como el més eficiente. Sin embargo, presenta efectos adversos,
como pigmentaciéon marrén de los dientes y de materiales de restauracidn, alteracion del
gusto y lesiones descamativas en la mucosa. El empleo de productos naturales representa una
alternativa para sustituirla. Se ha reportado que los aceites esenciales (AE), como el del
eucalipto, presentan actividades antimicrobianas y antioxidantes que podrian ser
aprovechadas en los tratamientos odontolégicos. El objetivo del presente estudio fue evaluar
el potencial del AE de eucalipto (Eucalyptus tereticornis) para ser usado como coadyuvante
en la prevencion y tratamiento de enfermedades periodontales. Los aceites obtenidos por
hidrodestilacién, de las hojas (AEh) y de los frutos (AEf), fueron analizados por
cromatografia de gases acoplada a espectroscopia de masas y por cromatografia de gases
FID. Los componentes mayoritarios en el AEh fueron a- y B-felandreno, B-cariofileno, 1,8-
cineol y biciclogermacreno, mientras que en el AEf fueron o-cimeno, -felandreno y 6xido
de cariofileno. A concentraciones de 250 y 500 pg/mL, el AEh presenté respectivamente
inhibiciones de 84 y 96% sobre Streptococcus gordonii; mientras que, el AEf mostré
inhibiciéon de 55% a las concentraciones antes mencionadas. La actividad antioxidante
evaluada por medio de la técnica de DPPH, no fue relevante en ambos extractos. Utilizando
un ensayo in vitro con albimina sérica, ambos AE mostraron un efecto antiinflamatorio a
concentraciones entre 25 y 100 pg/mL, dicho efecto fue confirmado al evaluar la expresion
génica de citocinas proinflamatorias en monocitos de sangre periférica, encontrdndose que
los dos AE inhibian la produccién de mediadores proinflamatorios (TNF-a e IL-1f). La
citotoxicidad evaluada con el ensayo de induccion de hemdlisis fue de 50% a una
concentracion de 150 pg/mL para los dos aceites. En el ensayo con Artemia salina ambos
AE mostraron una CLso menor a 17 pg/mL. En conclusion, se pudo demostrar que el aceite
esencial de E. tereticornis presenta potencial para ser utilizado como coadyuvante en el
tratamiento de enfermedades periodontales, destacdndose su actividad antiinflamatoria, y en

menor medida, sus actividades antioxidante y antimicrobiana.
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ABSTRACT

Periodontal infections are a group of diseases located in the gums and tooth support
structures. The control of bacterial film is the main method in the prevention of periodontal
diseases. Complementary to an inefficient mechanical control, the chemical control of
bacterial film is frequently used. The most used drugs for this purpose are oral antiseptics,
among them chlorhexidine (CHX) has been widely accepted as the most effective. However,
CHX has several side effects such as a brown pigmentation of teeth and restoration materials,
a taste disturbance and desquamative lesions. Then, the use of natural products is an
interesting alternative to replace the conventional antiseptics. Because of their antimicrobial
and antioxidant properties, essential oils (EO) have been proposed to be used in periodontal
treatments. This study was then focused on evaluation of biologicals activities of eucalyptus
EO (Eucalyptus tereticornis) to assess its potential as adjuvant in periodontal treatments.
First, eucalyptus EO was obtained by hydrodestillation from leaf (EOI) and fruit (EOf) of E.
tereticornis. Both EO were analyzed by Gas Chromatography coupled to Mass Spectroscopy
and Gas Chromatography for FID. Main components in EOl were a- and -phelandrene, -
caryophyllene, 1,8-cineol y biciclogermacrene, while for EOf main components were o-
cimeno, PB-phelandreno and caryophyllene oxide. The antimicrobial activities of EO were
evaluated against the periodontal pathogen Streptococcus gordonii. Concentrations of 250
and 500 pg/mL from the AEI inhibited 84 and 96%, respectively, the proliferative activity of
the pathogen; while the AEf did not show percentages of effectiveness greater than 55% at
the same concentrations. The antioxidant activity was also evaluated by the DPPH technique.
A weak antioxidant capacity was determined for the eucalyptus EO. Further, the anti-
inflammatory activity was evaluated. Using an in vitro assay with serum albumin, both AE
showed an anti-inflammatory effect at concentrations between 25 and 100 pg/mL.
Additionally, this effect was confirmed when evaluating the gene expression of
proinflammatory cytokines in peripheral blood monocytes, finding that both AE inhibited the
production of proinflammatory mediators (TNF-a and IL-1p). Finally, an evaluation of the
cytotoxicity of the AE was carried out. Induction of hemolysis of red blood cells test showed
50% hemolysis to concentrations equal or greater than 150 pg/mL. However, results from an
assay with brine shrimp showed a LCspless to 17 pg/mL in both oils. Results showed that E.
tereticornis EO can have a potential use as adjuvant for periodontal treatments, mainly as

anti-inflammatory agent and less as antimicrobial or antihemolytic one.
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1 INTRODUCCION
La caries y la enfermedad periodontal son las enfermedades bucales mas comunes que afectan
a la poblacion mundial. En particular, las enfermedades periodontales son infecciones crénicas
que conllevan a la destruccién del aparato de soporte, incluyendo la encia, el ligamento
periodontal y el hueso alveolar. Estas enfermedades inician con la acumulacion local de
bacterias sobre el diente. Las enfermedades periodontales pueden afectar a uno o varios dientes,
y si no se tratan pueden ocasionar la pérdida de los mismos, particularmente en adultos. Esta es
la patologia odontolégica méds comin en adultos como también una de las enfermedades
inflamatorias crénicas mds comunes que afectan a la gran mayoria de la poblacién mundial. De
acuerdo con la OMS, alrededor del 15% de los adultos en todo el mundo tienen enfermedad
periodontal avanzada (profundidad de bolsa de 6 mm o mads). No obstante, otros estudios
indican que las enfermedades periodontales afectan al 48% de la poblacion adulta. Las terapias
periodontales, tienen un efecto benéfico en términos de alentar o detener la progresion de la
enfermedad periodontal y mantener el periodonto. Particularmente, las terapias antimicrobianas
pueden agruparse en 3 categorias: 1) aquellas que fisicamente remueven microorganismos,
frecuentemente llamadas desbridamiento mecénico, 2) aquellas que intentan matar o afectar el
metabolismo del organismo, tales como los antisépticos y antibidticos, y por ultimo, 3) las que

afectan el ambiente de los organismos.

Existen multiples farmacos utilizados en el control de placa, entre ellos destacan los antibidticos
(como la penicilina, vancomicina y kanamicina), los antisépticos bisguanidicos como la
clorhexidina, alexidina y octenidina y compuestos de amonio cuaternario y fluoruros. Sin
embargo, los antibiéticos pueden ocasionar efectos adversos en el paciente, los cuales van desde
disnea y alteracion al gusto, hasta diarrea y dafio hepatocelular. En el caso de la CHX,
considerada como el mejor antiséptico bucal, su uso prolongado en boca incluye efectos
adversos tales como pigmentaciéon marrén de los dientes y de materiales de restauracion,
alteracion del gusto y lesiones descamativas en la mucosa. Ademds, se ha asociado el uso de
biocidas como la clorhexidina y el triclosdn como posibles causas de la seleccidn y persistencia

de cepas bacterianas con bajo nivel de resistencia a los antibidticos.



Por lo anterior, recientemente, se ha estudiado el uso de productos naturales como posibles
alternativas para mejorar la efectividad de los tratamientos contra las enfermedades
periodontales. Una opcién viable es el uso de aceites esenciales, los cuales son una mezcla
compleja de compuestos aromdticos de bajo peso molecular, extraidos a partir de material
vegetal (flores, semillas, hojas o frutos). Entre las ventajas que presentan los aceites esenciales
sobre la clorhexidina, tenemos que, no producen pigmentacioén en los dientes, no alteran la
percepcion del gusto, no promueven la formacién de célculos y su eficacia no disminuye con
la presencia de pastas dentales. En particular, el aceite esencial de eucalipto (Eucalyptus
tereticornis) presenta caracteristicas como agente promisorio para el tratamiento de las
enfermedades periodontales, debido a sus propiedades antimicrobianas, antiinflamatorias y

expectorantes principalmente.

En este contexto, el objetivo del presente trabajo se orientdé a evaluar biolégicamente el
potencial del aceite esencial de E. fereticornis como candidato a coadyuvante en la prevencion
y el tratamiento de enfermedades periodontales. En el presente trabajo se describe la forma de
obtencion, caracterizacion e identificacion de aceites esenciales de E. tereticornis a partir de la
hoja y el fruto de la planta. Posteriormente, se presentan los andlisis realizados para la
evaluacién de sus propiedades antimicrobianas, antinflamatorias y antioxidantes. Finalmente,
se presentan dos ensayos de toxicidad utilizando una prueba de citotoxicidad directamente con

eritrocitos y una prueba de toxicidad por medio de un ensayo con Artemia salina.



2 ANTECEDENTES

Se le llama periodonto a los tejidos que rodean y alojan a los dientes en los maxilares. Sus
principales funciones incluyen proveer de proteccion a los dientes y proporcionar la fuerza para
la masticacidn. Esta estructura abarca dos tejidos blandos que son la encia y el ligamento
periodontal, y dos tejidos duros que son el cemento y el hueso alveolar (Figura 1). También
llamado aparato de insercidn o tejido sostén de los dientes, constituye una unidad de desarrollo
bioldgica y funcional que experimenta determinados cambios con la edad y que ademas esta
sometido a modificaciones morfoldgicas relacionadas con alteraciones funcionales y del medio

ambiente bucal (Vargas et al., 2016).

2.1 Anatomia de los tejidos periodontales

La encia es la parte de la mucosa bucal que cubre el hueso alveolar y rodea los cuellos de los
dientes. Anatomicamente se divide en las dreas marginal, insertada e interdental, las cuales
estdn estructuradas para funcionar especificamente contra dafios mecdnicos y microbianos. La
encia marginal es el extremo terminal que rodea a los dientes a manera de collar. El margen
gingival libre es a menudo redondeado, de modo que se forma una pequefia hendidura o surco
entre el diente y la encia (Fiorellini et al., 2014a). La encia adherida se extiende en sentido
apical hasta la uniéon mucogingival y se encuentra adherida firmemente, por fibras del tejido

conjuntivo, al hueso alveolar subyacente y al cemento (Lindhe et al., 2011).

Tejidos duros

Cemento radiculzr

Ligamento
periodontal

NSIRT
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Figura 1.- Componentes del periodonto.



La formacién de la encia marginal da origen a un pequefio surco entre el tejido gingival y el
diente llamado surco gingival. Cualquier profundidad del surco mayor de 3 mm se considera
patoldgica y puede representar un aumento de la encia o la presencia de una bolsa periodontal.
El surco contiene un fluido llamado fluido cervicular gingival, el cual es un transudado que se

filtra continuamente desde el tejido subepitelial hacia el surco gingival (Vargas et al., 2016).

En cuanto al epitelio gingival, su funcién principal es proteger las estructuras profundas,
permitiendo un intercambio selectivo con el medio ambiente bucal. Consiste en un
revestimiento continuo de epitelio escamoso estratificado. Se le pueden identificar 3 dreas desde
los puntos morfolégico y funcional: epitelio bucal o externo, del surco y de unién. Los
queratinocitos (células productoras de queratina) son el principal tipo de célula epitelial gingival
y constituyen alrededor del 90% de la poblacion celular total del epitelio bucal, el cual también
contiene: melanocitos, células de Lagerhans, células de Merkel y células inflamatorias
(linfocitos). Estas udltimas reaccionan con los antigenos en el proceso de penetracion del
epitelio. En consecuencia, se inicia una respuesta inflamatoria temprana que inhibe o impide la
penetracion adicional de antigenos en el tejido. Por su parte, las células de Merkel presentan

funcién sensitiva (Lindhe ef al., 2011; Vargas et al., 2016).

Por otro lado, en el tejido conjuntivo gingival el elemento celular preponderante es el
fibroblasto, principalmente, porque juega un papel importante en el desarrollo, mantenimiento
y reparacion de este tejido. Desde el punto de vista clinico, en la encia normal se encuentran
pequeiios focos de células plasmaticas y, también linfocitos cerca de la base del surco. En la
enfermedad periodontal, los neutréfilos pueden verse en un nimero relativamente elevado tanto
en el tejido conjuntivo gingival, como en el surco. Estas células inflamatorias generalmente
estdn presentes en pequeias cantidades en la encia. De manera contraria, los linfocitos estan
practicamente constantes en la encia sana, incluso antes de una erupcién dental (Fiorellini et

al., 2014a).

El ligamento periodontal se compone de un complejo vascular y tejido conjuntivo que rodea la
raiz del diente y que lo conecta a la pared interna del hueso alveolar. Es la continuacién con el

tejido conjuntivo de la encia y se comunica con los espacios medulares a través de los canales



vasculares del hueso. El espacio del ligamento periodontal disminuye alrededor de los dientes
que no estan en funcién y en dientes no erupcionados, pero aumenta en dientes sometidos a
hiperfuncion. Las células del ligamento periodontal participan en la formacién y reabsorcion
del cemento y hueso, que ocurre en el movimiento dentario fisiolégico. Ademds, aporta
nutrientes al cemento, hueso y encia por medio de vasos sanguineos y provee drenaje linfatico

(Fiorellini et al., 2014a).

El cemento es el tejido mesenquimal calcificado y avascular que forma la cubierta exterior de
la raiz anatémica. Se divide en dos tipos: acelular y celular. Ambos tienen una matriz
interfibrilar calcificada y fibrillas de coldgeno (Fiorellini et al., 2014a). El cemento cumple
diferentes funciones. En €l se insertan las fibras del ligamento periodontal y contribuye al
proceso de reparacion cuando la superficie radicular ha sido dafiada (Lindhe et al., 2011). El
cemento acelular y el cemento celular se organizan en laminillas separadas por lineas

incrementales paralelas al eje longitudinal de la raiz.

La apdfisis alveolar se define como la parte de los maxilares superior e inferior que forma y
sostiene los alvéolos de los dientes. La ap6fisis alveolar estd compuesta por hueso que se forma
tanto por células del foliculo o saco dentario (hueso alveolar propiamente dicho) como por
células que son independientes del desarrollo dentario (Lindhe et al., 2011). El hueso alveolar
se forma conjuntamente durante el desarrollo y erupcion de los dientes y se reabsorbe

gradualmente cuando los dientes se pierden (Vargas et al., 2016).

2.2 Placa dentobacteriana

La placa dentobacteriana se define clinicamente como una sustancia estructurada, resistente, de
color amarillo grisdceo que se adhiere a una superficie sélida, en la boca. A través de esta placa
las bacterias pueden unirse a una amplia variedad de superficies, incluyendo a los tejidos
blandos orales, los dientes y a otras bacterias. El nimero de bacterias en la placa dentobacteriana
supragingival en una sola superficie dental llega a exceder los 10° UFC (Teughels et al., 2014).

En general, los componentes de la placa dentobacteriana son: 1) microcolonias, 2) matriz



intermicrobiana y 3) canales, a través de éstos ultimos es por donde fluyen los nutrientes y agua

que las bacterias aprovechan para, posteriormente, utilizarlos y reproducirse (Diaz, 2016).

El término biopelicula describe a la comunidad microbiana asociada con una superficie dentaria
o con cualquier otro material duro no descamativo. La microflora oral residente consiste en una
gran diversidad de microorganismos, incluyendo virus, bacterias, hongos, microplasmas y, en
algunos casos, protozoarios. Las bacterias representan el componente principal de la microflora
oral, se estima que incluye arriba de 500 especies bacterianas. Sin embargo, la mayoria de las
bacterias bucales son comensales inofensivas, bajo condiciones normales (Teughels et al.,

2014).

Las biopeliculas se componen de microcolonias de células bacterianas, con mayor frecuencia
de varias especies, que no estin distribuidas al azar en una matriz conformada o glicocélix. Los
exopolisacdridos, los cuales son producidos por las bacterias en la biopelicula, son los
principales componentes de ésta (un 50-95% peso seco) y desempefian un papel importante en
el mantenimiento de la integridad de la biopelicula, confiriendo otras propiedades beneficiosas.
Las bacterias pueden producir varios polisacaridos diferentes dependiendo de su estado
fisiolégico y de la presencia de sustratos especificos. Los exopolisacdridos ayudan en la
proteccion de las células microbianas dentro de la biopelicula, al evitar la desecacion y el ataque
de agentes nocivos; ademads, pueden actuar como un amortiguador y ayudar a retener enzimas
extracelulares (y sus sustratos), asi como a mejorar la utilizacion de sustratos por las células

bacterianas (Gonzalez, 2016).

La biopelicula oral representa el principal agente etioldgico de la caries y de las enfermedades
periodontales. Tres especies, Actinobacillus actinomycetemcomitans, Porphyromonas
gingivalis y Bacteroides forsythus, han sido fuertemente asociadas con el estado de la
enfermedad periodontal y de su progresion. Muchas especies bacterianas poseen superficies
estructurales, tales como fimbrias y fimbrillas que ayudan a su adhesion a diferentes superficies.
Algunas fimbrias también transportan adhesinas implicadas en la formacién de estructuras de
capas multiples (Gonzalez, 2016). Seis grupos de especies bacterianas han sido estrechamente

asociados en la biopelicula oral (Figura 2). Estos incluyen Actinomyces, Steprotococcus



(complejos de color amarillo), Capnocytophaga, Aggregaribacter actinomycetemcomitans,
Eikenella corrodens y Campylobacter concisus (complejos de color verde), Veillonella pdrvula
y Actinomyces odontolyticus (complejos de color morado). Estos grupos de especies son los
primeros colonizadores de la superficie dental y su crecimiento, por lo general, precede a la
multiplicacién de los complejos de color naranja y rojo, predominantemente Gram negativos

(Socransky y Haffajee, 2002).

COMPLEJOS MICROBIANOS
SUBGINGIVALES

S. mitis

S. oralis C. tu
S. sanguis C. gracilis ok
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S. gordonii
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C. gingivalis . # de sujetos= 185

C. sputigena A # de muestras= 13.261

C. ochracea Andlisis de conglomerados
C. concisus Ordenacion de comunidad
A. actino. a A. actino. b S. noxia

Figura 2.- Asociacion entre las especies microbianas subgingivales.

En particular, las enfermedades periodontales son causadas por un grupo relativamente definido
de patogenos periodontales que actian solos o en combinacién. Estas especies incluyen A.
actinomycetemcomitans, Tannerella forsithya, Campylobacter rectus, Eubacterium nodatum,
Fusobacterium nucleatum, Peptoestreptococcus micros, P. gingivalis, Prevotella intermedia,
Prevotella negriscens, Streptococcus intermedius y una especie de Tannerella (Socransky &

Haffajee, 2011).

2.3 Coagregacion bacteriana

La mayoria de las bacterias orales humanas se adhieren a otras bacterias orales. Esta adherencia
de célula a célula se conoce como coagregacion. La placa supragingival es la pelicula adquirida
que se forma sobre una superficie de un diente limpio. Inicialmente, algunas moléculas son

adsorbidas a la superficie dental segundos después de la limpieza. Estas moléculas son



derivadas principalmente de la saliva, mientras que en la regién subgingival provienen del
fluido crevicular. Esto forma una pelicula condicionante que altera las propiedades de la
superficie dental, asi las bacterias interactian directamente de manera reversible e irreversible
con las moléculas que la constituyen. En segunda instancia, los colonizadores secundarios se
adhieren mediante sus adhesinas a los receptores en las bacterias previamente adheridas,
incrementando la diversidad microbiana dentro de la biopelicula en desarrollo. Mads tarde, las
bacterias adheridas se multiplican incrementando la sintesis de exopolimeros para formar la
matriz de la biopelicula (Figura 3). La estructura quimica de esta matriz puede excluir o
restringir la penetracion de otras moléculas como las de agentes antimicrobianos, incluyendo a

la clorhexidina (Brieder et al., 2011; Xue-Dong & Wen-Yuan, 2010).
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Pelicula adherida

Figura 3.- Formacion inicial de la placa. Los primeros colonizadores se unen
a los receptores en la pelicula.



Los estreptococos componen el 47-82% de la microbiota que coloniza la superficie de un diente
limpio. La mayoria de los Streptococcus viridians se adhieren a la hidroxiapatita recubierta de
saliva, también ciertas cepas de S. gordonii. A diferencia de otras especies orales, ambos
muestran un alto grado de coagregacion entre las cepas, por lo que participan como los
colonizadores primarios. Las especies Gram-negativas, mds prominentes numéricamente en la
biopelicula dental en una etapa posterior, estin dominadas por Fusobacterium nucleatum. Esta
especie coagrega con todas las bacterias orales ensayadas hasta ahora in vitro, incluyendo cepas
de P. gingivalis, Treponema denticola y A. actinomycetemcomitans, entre otras (Socransky &

Haffajee, 2002; Teughels et al., 2014).

2.4 Respuesta del sistema inmune

Los factores sistémicos que afectan la funcién de neutréfilos, monocitos/macréfagos y
linfocitos modifican la produccién o la actividad de los mediadores inflamatorios del huésped.
Estas alteraciones pueden manifestarse clinicamente como una alteracion temprana de
destruccion periodontal o un indice mas rapido de destruccion del que se daria en ausencia de

esos trastornos (Mealey et al., 2014).

Los productos de las bacterias periodontopatégenas, en especial los lipopolisacaridos (LPS),
retan al sistema inmune del huésped y generan una respuesta inmune inflamatoria, tanto
especifica, como inespecifica. En esta repuesta el aumento de las citoquinas proinflamatorias
(I1Ta, 116, y el TNFa) es importante para activar el sistema inmune y el control de la infeccion

(Socransky & Haffajee, 2002).

2.5 Enfermedad periodontal

La caries y la enfermedad periodontal son las enfermedades bucales mas comunes que afectan
a la poblacion mundial. En particular, las enfermedades periodontales son infecciones cronicas
que conllevan a la destruccion del aparato de soporte, incluyendo la encia, el ligamento
periodontal y el hueso alveolar. Estas enfermedades inician con la acumulacién local de

bacterias sobre el diente. Las enfermedades periodontales pueden afectar a uno o varios dientes,



y si no se tratan pueden ocasionar la pérdida de los mismos, particularmente en adultos. De
hecho, esta patologia odontoldgica no solo es la mds comtn en adultos, sino que es una de las
enfermedades inflamatorias crénicas mds comunes que afectan a la gran mayoria de la

poblacién mundial (Gu & Ryan, 2010).

Aunque la biopelicula es esencial para el inicio de las enfermedades periodontales, la mayoria
de los procesos destructivos asociados con estas enfermedades se debe a una respuesta excesiva
del huésped al reto bacteriano. La placa dentobacteriana se va depositando en la superficie de
las piezas dentales y dentro del surco periodontal debido a una mala higiene bucal, si no se
elimina comienza la gingivitis. Posteriormente, la gingivitis al no tratarse se convierte en
periodontitis (Gu & Ryan, 2010).

).

2.6 Clasificacion de enfermedades periodontales

En particular, el sistema de clasificacion de las enfermedades periodontales, desarrollado por
la Asociacion Dental Americana se basa en la severidad de la pérdida de insercion. El clinico
usa informacion clinica y radiogréafica obtenida y clasifica al paciente dentro de cuatro tipos:

e Tipo I: Gingivitis.

e Tipo II: Periodontitis leve.

e Tipo III: Periodontitis moderada.

e Tipo IV: Periodontitis avanzada.
La clasificacion que se sigue aqui estd basada en las opiniones mas aceptadas, consensuadas
internacionalmente, de las enfermedades que afectan al periodonto y que se presentaron y
analizaron en el International Periodontal Workshop for the Clasiffication of the Periodontal
Diseases en 1999 (Hinrichs et al., 2014). En la Tabla I se presenta la clasificacion de las

enfermedades periodontales en base a la American Academy of Periodontology.
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Tabla L. Clasificacion de las enfermedades y lesiones periodontales segiin la American Academy of
Periodontology (Hinrichs et al., 2014).

Padecimiento Tipos
Enfermedades gingivales inducidas por placa
Lesiones gingivales no inducidas por placa

Enfermedades de las encias

) .. L. Localizada
Periodontitis cronica .
Generalizada
. .. . Localizada
Periodontitis agresiva .
Generalizada

Enfermedades periodontales necrotizantes
Abscesos del periodonto

Periodontitis asociada a lesiones endodénticas
Deformidades mucogingivales

Lesiones de rebordes edéntulos

Trauma oclusal

Periodontitis como manifestacion de
enfermedades sistémicas

Malformaciones y lesiones congénitas o
adquiridas

2.6.1 Gingivitis

Es la inflamacién de la encia e inicia con patdgenos bucales invasivos especificos que colonizan
la biopelicula de la placa dentobacteriana en la superficie radicular del diente. Los cambios
patologicos de la gingivitis se relacionan con la presencia de microorganismos bucales
insertados en el diente y quizds en el surco gingival o cerca de él. Estos microorganismos
pueden sintetizar productos que producen daifio a las células epiteliales y del tejido conjuntivo.
El ensanchamiento resultante de los espacios entre las células del epitelio de unién durante la
gingivitis temprana permite que agentes nocivos derivados de las bacterias o que las propias

bacterias, puedan entrar en el tejido conjuntivo (Fiorellini et al., 2014b).

Los productos microbianos activan a monocitos/macréfagos para que produzcan sustancias
vasoactivas como prostaglandinas, E> (PGE), interferén (IFN), factor de necrosis tumoral
(TNF) e interleucina-1 (IL-1). Ademads, IL-1pB alteran las propiedades de los fibroblastos
gingivales retrasando su muerte a través de un mecanismo que bloquea la apoptosis, el cual

estabiliza la poblacion de fibroblastos gingivales en la inflamacion (Fiorellini ef al., 2014b).

Casi todas las biopsias de encia humana clinicamente normal contienen células inflamatorias
en las que predominan las T, con muy pocas células B o plasmaticas. Estas células no generan

dafio en el tejido, pero parecen ser importantes en la respuesta diaria del huésped ante las
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bacterias y otras sustancias a las que se expone la encia. Por tanto, bajo condiciones normales,
hay un flujo constante de neutréfilos que migran de los vasos del plexo gingival a través del

epitelio de uniodn, y hacia adentro del surco gingival y la cavidad oral (Fiorellini et al., 2014b).

Las fases agudas y crénicas de la inflamacién no son facilmente aplicables en la enfermedad
periodontal, porque en la encia clinicamente sana ya existe una lesién pequefia que simula una
inflamacion aguda (Monteagudo, 2016). En distintas etapas de la gingivitis existen diferentes
hallazgos clinicos. En la lesion inicial, a partir de la dilatacién vascular, se manifiesta flujo de
liquido gingival. En la lesién temprana hay proliferacion vascular y se ve hemorragia al sondeo.
Finalmente, en la lesion establecida ya se aprecian cambios en color, tamafo y textura de la

encia (Fiorellini ef al., 2014b).

2.6.2 Periodontitis

Es un proceso infeccioso de la encia y del aparato de insercidn adyacente, la cual es producida
por diversos microorganismos que colonizan el drea supra y subgingival. Esta enfermedad tiene
como principal manifestacion una pérdida estructural del aparato de insercion del diente,

provocando su caida (Diaz, 2016).

2.6.2.1 Cronica

Se define a la periodontitis crénica como la enfermedad inflamatoria de los tejidos de soporte
dental, es sitio-especifica y causada por microorganismos especificos: P. gingivalis, A.
actinomycetemcomitansm, Bacteroides forsythus, Prevotella intermedia, Campylobacter
rectus, Eubacterium nodatum, Treponema denticola, Streptococcus intermedia, P. nigrescens,
Peptostreptococcus micros, Fusobacterium nucleatum y Eikenella corrodens. Inicia como
gingivitis inducida por placa dentobacteriana, presentando pérdida de insercion detectable
clinicamente durante periodos de remision y exacerbaciéon. Es la forma mds comin de
periodontitis, prevalente en adultos, pero puede presentarse en nifios. Presenta una relacion
entre el grado de destrucciéon y los factores contribuyentes, es comun detectar calculo

subgingival (Martinez, 2016).
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La placa dentobacteriana que desencadena la periodontitis crénica presenta especies indigenas
de la microbiota oral. La progresion de las enfermedades periodontales es afectada por la
efectividad de los hébitos de higiene oral, acceso al cuidado dental profesional, susceptibilidad
genéticamente controlada, ciertas enfermedades sistémicas (como diabetes mellitus) y otros

poderosos modificadores de la respuesta del huésped como el tabaquismo (Martinez, 2016).

2.6.2.2 Agresiva

Es una enfermedad periodontal destructiva que se desarrolla en etapas tempranas de la vida.
Hay indicaciones de que los factores sistémicos pueden jugar un papel importante en la etiologia
de la periodontitis agresiva, mds que en la forma cronica. Otras formas agresivas de
enfermedades periodontales son usualmente encontradas en pacientes que estdn afectados con

ciertas enfermedades sistémicas (Martinez, 2016).

Se ha planteado la hipétesis de que los herpesvirus, incluido el virus del Epstein-Barr y los
citomegalovirus, pueden afectar las defensas locales del hospedero, y por lo tanto incrementar
la agresividad de bacterias periodontopatégenas contribuyendo a la etiologia de la periodontitis
agresiva (Martinez, 2016). Los pacientes diagnosticados con periodontitis agresiva presentan

una serie de caracteristicas en comun (Tabla II).

2.7 Incidencia

La enfermedad periodontal es considerada la segunda de las dos enfermedades bucales con
mayor prevalencia en la poblaciéon mundial que afecta la cavidad bucal del ser humano. De
acuerdo con la OMS (2012), las enfermedades periodontales graves, que pueden desembocar
en la pérdida de los dientes, afectan a un 15-20 % de los adultos de edad media (35-44 afios).
Sin embargo, algunos autores estiman que las enfermedades periodontales pueden llegar a

afectar hasta el 48% de la poblacion adulta (Villa, 2015).
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Tabla II. Caracteristicas presentes en la periodontitis agresiva (Martinez, 2016).

Principales hallazgos Hallazgos secundarios

Cantidad de depdsitos microbianos inconsistentes con la

Sistémicamente sano . .. .
destruccién de los tejidos periodontales

Répida pérdida de insercién | Elevada proporcién de A. actinomycetemcomitans y en algunas
y destruccién dsea poblaciones P. gingivalis

Anormalidades en los fagocitos

Hiper respuesta de algunos fenotipos de macréfagos, elevados
niveles de PGE; E IL-1

La progresion de pérdida de insercion y 6sea puede auto limitarse

Agregacion familiar

En México un alto porcentaje de la poblacion carece de los servicios bésicos de salud, por ese
motivo, la salud oral no es percibida como una necesidad basica para la gran mayoria de los
mexicanos. A nivel nacional la tendencia al 2011 fueron 658,412 casos de gingivitis con una
incidencia del 602.83 por 100,000 habitantes, con lo que ocupé el segundo lugar de las veinte

principales causas de enfermedades no transmisibles (Villa, 2015).

En datos maés recientes, informe 2015 del Sistema de Vigilancia Epidemioldgica de Patologias
Bucales (SIVEPAB, 2015), se reportaron los resultados sobre el Indice Periodéntico
Comunitario (IPC) de 115,248 pacientes incidentes de los servicios de salud de primer nivel.
Aproximadamente, 56.8 % tenian algun signo de enfermedad periodontal, un poco mds de la
quinta parte (21.1 %) tenian gingivitis, 3.9 % signos de enfermedad periodontal leve y 0.8 %
signos de enfermedad periodontal avanzada (SIVEPAB, 2015).

2.8 Deterioro periodontal asociado con otros factores y enfermedades sistémicas

La periodontitis ha sido implicada como un factor de riesgo potencial para las enfermedades

cardiovasculares, respiratorias, diabetes, parto pretérmino, bajo peso al nacer y enfermedad

renal (Claffey et al., 2010; Philstrom et al., 2005).

La salud bucal puede verse comprometida por diversos factores naturales y patoldgicos que
suceden a lo largo de la vida de un ser humano. Por ejemplo, la caries y periodontitis son

infecciones bacterianas que aceleran su progresion durante la gestacion. Las alteraciones en la
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composicion salival, disminucién del pH salival y de su capacidad amortiguadora y los cambios
de la flora bucal son algunos factores que se alteran durante el embarazo y que pueden favorecer

las enfermedades en la cavidad oral (Herane, 2014).

Asimismo, la prevalencia de la enfermedad periodontal es significativamente mayor en la etapa
posmenopdusica que en la premenopdusica. El desequilibrio entre la formacién y reabsorcion
Osea creado por el déficit estrogénico podria manifestarse tempranamente en la estructura
alveolar al crear volumen negativo de hueso, lo cual aumenta el riesgo de enfermedad

periodontal y de la pérdida dental (Aguilar et al., 2014).

Factores extrinsecos como el estrés se han incluido como un factor de riesgo en la enfermedad
periodontal. El diagnéstico de conducta de estrés manifestado por llanto, preocupaciones,
cambio de humor, aumento en la ingesta de café, impaciencia, dolores de cuello y hombro va

de la mano con una enfermedad periodontal entre moderada y avanzada (Petrelli et al., 2003).

Las enfermedades sistémicas también influyen en el estado de salud del periodonto. La diabetes
mellitus constituye un factor de riesgo para el desarrollo de la enfermedad periodontal y a su
vez, esta Ultima puede poseer efectos negativos sobre los valores de la glucemia. Las formas
mds graves de enfermedad periodontal se han asociado a niveles elevados de productos de

glucosilacion avanzada (Fajardo et al., 2016; Villa, 2015).

Ademads, se ha concluido que la periodontitis no tratada estd asociada con alteraciones del
metabolismo de lipidos. Se ha demostrado también que la exposicion sistémica a los
microorganismos periodontopatégenos aumenta los niveles de anticuerpos IgG contra P.
gingvalis 'y A. actinomycetemcomitans, asociados a un aumento de posibilidad de riesgo

cardiovascular (Jaramillo, 2013).

2.9 Tratamiento

Las terapias periodontales tienen como objetivo desacelerar o detener la progresion de la

enfermedad para reestablecer la salud del periodonto. En particular, las terapias antimicrobianas
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pueden agruparse en 3 categorias: 1) aquellas que fisicamente remueven microorganismos,
frecuentemente llamadas desbridamiento mecénico; 2) aquellas que intentan matar o afectar el
metabolismo del organismo, tales como los antisépticos y antibidticos; y por altimo, 3) las que

afectan el ambiente de los organismos (Mombelli, 2011).

Adicionalmente al tratamiento antimicrobiano, con el objetivo de retrasar el avance de la
enfermedad, se pueden administrar medicamentos para controlar la respuesta del cuerpo a las

bacterias que producen la enfermedad, como, por ejemplo, antiinflamatorios.

2.9.1 Control mecdnico

El raspado es el procedimiento (tratamiento mecanico) por medio del cual se eliminan la placa
dentobacteriana y los cédlculos de las superficies dentales supragintivales y subgingivales. Es el

tratamiento més efectivo para las enfermedades periodontales.

2.9.2 Control con antibioticos

Los antibidticos sistémicos pueden ser auxiliares utiles del tratamiento mecdnico de las
enfermedades periodontales agresivas y en ocasiones, de la enfermedad activa. Al proveer un
beneficio terapéutico adicional, los antibidticos sistémicos pueden reducir la necesidad de
proseguir con el tratamiento quirtrgico (Mombelli, 2011). En general, los antibidticos se
pueden usar para: 1) tratar pacientes que no responden a la terapia mecdnica convencional, 2)
pacientes con infecciones agudas periodontales asociadas a manifestaciones sistémicas, 3)
como profilaxis en pacientes comprometidos médicamente, y 4) como coadyuvantes en

procedimientos periodontales quirtirgicos y no quirdrgicos.

La eficacia de la terapia antibidtica periodontal estd determinada por el espectro antimicrobiano,
las caracteristicas farmacocinéticas del medicamento y los factores locales ambientales,
incluyendo la afinidad del medicamento a los tejidos, la proteccion de los patégenos por union,

la carga total bacteriana relacionada con la concentraciéon méxima de antibiético, la efectividad
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del sistema de defensa del paciente y los patégenos en los tejidos periodontales, superficies

radiculares y sitios extradentales no afectados por la terapia.

El espectro de la actividad es el conjunto de bacterias cuyo crecimiento queda inhibido por un
antibidtico. Este espectro puede variar ya que la sensibilidad de los gérmenes se modifica. Para
estudiar dicha sensibilidad, se debe practicar un antibiograma en el laboratorio. La
concentracion minima inhibitoria es la cantidad mds baja de antibitico que inhibe el
crecimiento de la colonia bacteriana in vitro. Esta concentracién minima inhibitoria es una
aproximacion a la concentracion eficaz in vivo, debido a la variabilidad de la concentracién

tisular y de la unién a proteinas plasmaticas tisulares (Bascones & Legido 2000).

Un antibiético ideal en la prevencion y el tratamiento debe ser especifico para los patdgenos
periodontales, alogénico y no téxico, sustantivo, no de uso general para otras enfermedades y
econdémico. En la actualidad no existe un antibidtico ideal para el tratamiento de las

enfermedades periodontales (Ciancio & Mariotti, 2014).

Las tetraciclinas se usan en el tratamiento de las enfermedades periodontales, tienen la
capacidad de concentrarse en los tejidos periodontales e inhiben el crecimiento de A.
actinomicetemcomitans. Estos fairmacos son bacteriostaticos y efectivos contra las bacterias que
se multiplican rapidamente y principalmente contra las bacterias Gram positivas. Pueden
eliminar las bacterias del tejido y se ha demostrado que detienen la pérdida 6sea y suprimen los
niveles de A. actinomicetemcomitans en conjunto con el raspado y el alisado radicular (Ciancio

& Mariotti, 2014).

Por otra parte, las quinolonas representan una nueva alternativa en la terapia periodontal debido
a su actividad contra los periodontopatégenos y los bacilos entéricos Gram negativos. Ademads,
presentan una reducida resistencia bacteriana y tienen alta difusion tisular con buena absorcidn;
por ejemplo, la ciprofloxacina es una quinolona activa contra patdgenos periodontales
anaerobicos Gram negativos. Es el unico antibiético en el tratamiento periodontal al que son
susceptibles todas las cepas de A. actinomicetemcomitans (Ciancio & Mariotti, 2014; Cruz,

2014). Por su parte, la moxifloxacina, ademds de ser eficaz contra los principales
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periodontopatégenos, tiene un efecto inmunomodulador importante en el proceso inflamatorio
de la periodontitis, que debe tenerse en cuenta en la toma de decisiones clinicas para el

tratamiento de esta enfermedad (Ardila, 2016).

Aunque la administraciéon de antimicrobianos es muchas veces requerida en la terapia
periodontal, también es necesario mencionar que puede dar lugar a la manifestacion de efectos
adversos en el paciente, los cuales van desde disnea y alteracién al gusto, hasta diarrea y dafio
hepatocelular (Cruz, 2014). En la Tabla III se muestran los efectos adversos de algunos

antibidticos usados en el tratamiento de enfermedades periodontales.

Ademais, el uso comun e indiscriminado de antibidticos a nivel mundial ha contribuido a un
numero mayor de cepas bacterianas farmacorresistentes en los tltimos afios, y es probable que
continie esta tendencia (Ciancio & Mariotti, 2014). Por lo tanto, es necesario proponer
alternativas para mejorar las terapias antimicrobianas, ya sea con la incorporacién de nuevos
compuestos antibidticos, o con el uso de coadyuvantes naturales (i.e. extractos vegetales o

aceites esenciales) que potencialicen el efecto de los tratamientos ya existentes.

Tabla III. Efectos adversos de antibioticos usados en el tratamiento de periodontis (Mombelli, 2011).

Antibiético Efectos frecuentes Efectos no frecuentes
Toxicidad hematoldgica,colitis
seudomembranosa, encefalopatia

Penicilinas Hipersensibilidad, nduseas, diarrea

Intolerancia gastrointestinal, candidiasis,
pigmentaciones dentarias e hipoplasia en | Fotosensibilidad, neurotoxicidad,
la infancia, nduseas, diarrea, interaccion hipertension intracraneal

con anticonceptivos orales
Intolerancia gastrointestinal. Nauseas,
Metronidazol efecto antabus, diarrea, sabor metalico
desagradable

Tetraciclinas

Neuropatia periférica, lengua
fisurada

Colitis seudomembranosa,

Clindamicina Erupciones cutdneas, nuseas, diarrea ..
hepatitis

2.9.3 Control con antisépticos
Los agentes antiplaca se definen como compuestos quimicos, que tienen un efecto en la placa

suficiente para evitar la gingivitis y/o caries. Conceptualmente, los agentes antiplaca son

utilizados para interferir en la adhesion de las bacterias orales a superficies y asi prevenir la
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formacion de la biopelicula; asimismo, interfieren en los mecanismos de coagregacion y afectan
la vitalidad bacteriana mediante la prevencion del crecimiento de colonias (Baenhi & Takeuchi,

2003).

En Odontologia es muy conocido el impacto de los fluoruros como agentes de prevencion de
caries, sin embargo, su efecto sobre las bacterias implicadas en la formaciéon de placa y
gingivitis es poco claro. Se asume que su mecanismo antimicrobiano esta relacionado con una
alteracién en la agregacion bacteriana, ademds de que puede inducir una acumulacién de
elementos intracelulares que afecta la actividad metabdlica. Por ejemplo, se ha reportado que
S. mutans se presenta ocho veces menos en los grupos experimentales tratados con fluoruro que
en los controles. También se ha reportado que con el fluoruro estafioso la gingivitis es menos

severa (Bellaiza, 2013).

El triclosédn es un agente antibacteriano de amplio espectro, no catidnico, sin efectos colaterales
conocidos. Este compuesto es usado en desodorantes, jabones y otras aplicaciones
dermatoldgicas. Es considerado seguro para su uso en dentrificos y enjuagues orales. Usado
como enjuagatorio oral produce una disminucion de la placa supragingival de alrededor del

31% comparada con un placebo (Bellaiza, 2013).

2.10 Clorhexidina

La clorhexidina (CHX) es el antiséptico mds efectivo del grupo de las biguanidas. Es incolora,
inodora y de gusto amargo. Se ha encontrado actividad antibacteriana contra Streptococcus
sabrinus en los fibroblastos del ligamento periodontal en concentraciones al 10 y 15%. Ha
demostrado ser eficaz en la reduccién de la viabilidad de la biopelicula cuando se aplica a la
superficie antes de la exposicion a las bacterias y posteriormente, en la biopelicula (Baenhi &

Takeuchi, 2003).

La CHX es uno de los compuestos mdas probados y sus propiedades antiplaca son bien
conocidas. Las moléculas de CHX, inicialmente, son adsorbidas por la superficie del esmalte o

la pelicula salival de manera que inhiben la adhesion bacteriana (Bascones et al., 2002). La
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principal aplicacion de la CHX ha sido para el control de la placa dental. Sin embargo, también
es eficaz en la periodontitis. Se utiliza principalmente en enjuagues bucales y se recomienda en
la fase higiénica del tratamiento como complemento del cepillado dental (Betancourth et al.,

2006).

Es una molécula bicatidnica simétrica consistente en dos anillos: 4-clorofenil y dos grupos
biguanida conectados por una cadena central de decametileno (clorofenil biguanida). Su
mecanismo de accién se relaciona con sus caracteristicas fisicoquimicas. Debido a sus
propiedades catidnicas, la CHX se une a la hidroxiapatita del esmalte de los dientes, a la pelicula
adquirida y a las proteinas salivales, provocando la desestabilizacion de las células bacterianas
y penetrando en las membranas de éstas. La CHX precipita el citoplasma e interfiere con la
funcién de la membrana, inhibiendo la utilizacién de oxigeno, lo que ocasiona una disminucién

de los niveles de ATP y la muerte celular (Garcillan & Rioboo, 2000).

Se ha sugerido que la accién antiplaca de la CHX involucra distintos mecanismos:

e Reduce el nimero de bacterias en saliva,

e Bloquea los grupos 4cidos de las glucoproteinas salivales, reduciendo asi la adsorcion
de proteinas a la superficie dental,

e Se une a la superficie de bacterias salivales, incluyendo cubiertas de polisacédridos, lo
cual sugiere una accion de interface en la adsorcién de la bacteria a la superficie del
diente,

e Precipita los factores de aglutinacion en la saliva y desplaza al calcio, el cual es el

principal factor para el efecto adhesivo de la placa (Hernandez, 2016).

En cuanto a los efectos toxicos y adversos de la CHX, no se ha descrito toxicidad sistémica ni
resistencia bacteriana a la CHX, sin embargo, el uso prolongado en la boca produce un leve
desplazamiento de la flora hacia microorganismos menos sensibles. Su efecto adverso mas
comun es la pigmentacién marrén de los dientes, de algunos materiales de restauracion y de las
mucosas, sobre todo del dorso de la lengua. Otro efecto secundario frecuente es la alteracion
del gusto. Se han descrito también lesiones descamativas en la mucosa alveolar después de

enjuagues al 0.2%. La descamacion de células epiteliales puede ocurrir con mayor frecuencia a
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alta concentracién (Tsourounakis et al., 2013). Aunque es bien conocido el efecto antigingivitis

de la CHX, sus efectos adversos podrian limitar su aplicacién contra patégenos periodontales.

Otro punto limitante hoy en dia es que los microorganismos orales han desarrollado resistencia
a antibidticos y quimicos sintéticos. Asi, muchos productos para higiene oral han disminuido
su eficacia clinica. Por su parte, sustancias sintéticas también han provocado severos efectos
adversos, tales como vémito, diarrea y cambio en la coloracion de los dientes. A raiz de estas
inconvenientes los extractos de plantas y otras sustancias antimicrobianas de origen natural
muestran una atractiva alternativa para su uso como agentes antimicrobianos incorporados en

enjuagues bucales y pastas dentales (Khazila, 2015).

2.11 Importancia de plantas y productos naturales en la salud oral

El incremento del uso de plantas medicinales ha renovado el interés en los efectos de los
extractos de plantas para el control de la placa dentobacteriana y otras enfermedades bucales.
La deteccion de agentes antimicrobianos aislados de las plantas es un enfoque factible para la
identificacion de compuestos naturales con propiedades antimicrobianas contra patdgenos

dentales.

Entre las sustancias utilizadas para el control de placa dental también se puede nombrar el uso
de aceites esenciales (AE), productos naturales con actividad antimicrobiana, antioxidante y
antiinflamatoria que podrian mejorar el efecto de la CHX en el tratamiento de la gingivitis

(Bascones & Legido, 2000).

2.11.1 Aceites esenciales en Odontologia

Los AE son mezclas de compuestos de bajo peso molecular obtenidos de plantas por medio de
hidrodestilacion. Ocheng y colaboradores (2015), encontraron que AE de 10 plantas aromaticas
medicinales (Bidens pilosa, Helichrysum odoratissimum, Vernonia amygdalina, Hoslundia
opposita, Ocimum gratissimum, Cymbopogon citratus, Cymbopogon nardus, Teclea nobilis,

Zanthoxylum chalybeum y Lantana trifolia) mostraron efectos inhibitorios significativos sobre
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patégenos periodontales como A. actinomycetemcomitans y P. gingivalis, asi como efectos
moderados en la inhibicién del -cariogénico Streptococcus mutans. La evaluacion
antimicrobiana se realiz6 por medio de la técnica de dilucién en caldo. El AE mads efectivo fue
el de C. nardus, mostrando un efecto inhibitorio contra A. actinomycetemcomitans y P.
gingivalis y efecto moderado contra S. mutans a concentraciones de 1.0, 0.1 y 0.01%,

respectivamente.

En otro estudio, Allaker y Douglas (2009) encontraron que los enjuagues bucales a base de AE,
como el aceite de drbol de té australiano, aceite de menta y aceite de salvia, destruyen
eficazmente los patdgenos orales mediante diversos mecanismos: 1) interrupcion de la pared
celular, 2) inhibicién de enzimas clave, 3) desaceleracion de la replicacidn, 4) reduccién de la

liberacion de endotoxinas y 5) desagregacion de bacterias en la matriz de la placa.

Cabe senialar que el uso de AE en productos odontolégicos no esté lejos de ser una realidad. El
colutorio Listerine™® es una preparaciéon comercial de timol, eucaliptol, salicilato de metilo,
mentol y etanol. Su mecanismo de accion contra las bacterias es complejo. Principalmente,
produce una desnaturalizacion proteinica y dafio a la membrana celular, induciendo una

R induce la muerte de los

filtraciéon de componentes intracelulares. El uso de Listerine™
microorganismos completa o casi completa 24 h después de un tratamiento de 60 segundos para
gingivitis. Del mismo modo, se ha demostrado que un tratamiento de 30 segundos del enjuague

bucal produce una reduccion en la viabilidad celular (Vlachojannis et al., 2015).

Los AE, como remedio natural, en comparacion con la CHX ofrecen cuatro ventajas: 1) no
producen pigmentacion en los dientes, 2) no alteran la percepcion del gusto, 3) no promueven
la formacién de célculos y, 4) su eficacia no disminuye con la presencia de pastas dentales
(Kazhila, 2015).

2.11.2 Aceite esencial de eucalipto

El arbol de eucalipto, del género Eucaliptus, tiene una diversidad de mas de 500 especies. Es

un arbol maderero importante que se encuentra en casi todos los tipos de suelos, desde dcidos
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hasta alcalinos. Los eucaliptos son originarios de Australia y algunos paises de Asia
Sudoriental, donde crecen en condiciones muy diversas de pluviosidad y temperatura. Se
emplean las hojas en infusidn, las cuales son eficaces en fiebres intermitentes y dan buen
resultado en casos de bronquitis. Es un desinfectante muy poderoso (Granados & Loépez, 2007).
Se ha demostrado que extractos acuosos a partir de las hojas de esta planta presentan

propiedades antiinflamatorias (Bacallao et al., 2002).

En las aplicaciones medicinales que posee este drbol, se utilizan sobre todo las hojas de la
especie E. globulus, principalmente, por poseer tres importantes propiedades: antiinflamatoria,
antimicrobiana y expectorante (Awol et al., 2016). Bisicamente, se emplea en afecciones
respiratorias de diversa indole: bronquitis, asma, faringitis, amigdalitis, gripes y resfriados.
Respecto a su capacidad antimicrobiana, con su uso se consigue acabar con aquellos
microorganismos que son los causantes de procesos infecciosos en las vias respiratorias, asi
como también puede menguar los efectos dolorosos de las migrafas y es util en el tratamiento
de la disenteria, las fiebres tifoideas y la difteria. Su accidn antiviral funciona bien en el tracto

digestivo, calma la inflamacion y alivia las mucosidades (Castillo, 2017; Khazila, 2015).

En Odontologia, el aceite de eucalipto se incluye en los productos utilizados como selladores y
disolventes para obstrucciones del conducto radicular, se utiliza como enjuague bucal, asi como
en otros productos como pastas dentales (Bascones et al., 2002). Es posible que el efecto de la
CHX pueda mejorar al combinarse con el aceite de eucalipto, principalmente, debido a las

propiedades antimicrobianas, antiinflamatorias y antioxidantes de este tltimo.

Knezevic y colaboradores (2016) evaluaron la actividad antimicrobiana del AE de Eucaliptus
camaldulensis en combinacién con agentes antimicrobianos convencionales como la
ciprofloxacina, la gentamicina y la polimixina B. Los resultados mostraron que el AE es un
agente antimicrobiano adecuado contra Acinetobacter baumannii multifarmacorresistente a los
agentes antimicrobianos convencionales, demostrando asi que la sinergia del AE con los

farmacos convencionales es una opcion viable en tratamientos antimicrobianos.
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En otro estudio, Bagora y col. (2014) reportaron efectos antioxidantes, antiproliferativos y
antiinflamatorios del aceite esencial de E. camaldulensis, y de otros aceites obtenidos de
Ocimum basilicum, Hyotis spicigera, Lippia multiflora y Ageratum conyzoides. La actividad
antioxidante fue examinada usando los métodos 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH) y 2,2'-
azinobis- (3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico) (ABTS). O. basilicum y L. multiflora exhibieron la
mayor actividad antioxidante en las pruebas DPPH y ABTS, respectivamente. Las propiedades
antiinflamatorias fueron evaluadas midiendo la inhibicién de la actividad de la lipoxigenasa,
siendo el AE de Z. officinale el més activo. En la actividad antiproliferativa, los AE de A.
conyzoides y L. multiflora fueron los més activos en las lineas celulares de cdncer de prostata
LNCaP y PC-3, respectivamente. La linea celular de glioblastoma SF-767 fue la més sensible
a O. basilicum y L. multiflora, mientras que el aceite esencial de A. conyzoides mostré la mayor

actividad en las células de glioblastoma SF-763.

Por su parte, Huey y col. (2015) investigaron el efecto antimelanogénico y antioxidante de E.
camaldulensis por medio de ensayos en la actividad de proteinas relacionadas con la
melanogénesis. Los resultados revelaron que el AE de la flor de E. camaldulensis suprimia la
actividad de la tirosinasa y por ende, decrecia la sintesis de la melanina. De esta manera también

disminuian los niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS) en el organismo.

En un estudio realizado por Abdul ef al., (2015) se demostr6 la actividad antimicrobiana y
antiinflamatoria de AE de Eucalyptus citriodora, E. melanophloia, E. crebra, E. tereticornis,
E. globulus, E. camaldulensis y E. microtheca, y se determin que tenian un alto potencial para
su aplicacién medicinal y nutricional. El AE tomado a partir de la hoja, revel6 alta sensibilidad
bactericida contra bacterias Gram positivas y negativas, entre ellas Staphylococcus aureus,

Bacillus subtilis y Escherichia coli.

Asimismo, Mulyaningsih y col. (2011) investigaron la actividad antibacteriana del AE de
eucalipto. Ademads, se identificd a los principales componentes del AE que le otorgan esta
propiedad. Se realiz6 un experimento con aceites esenciales de fruta y hoja de E. globulus,
mostrando que los componentes del AE presentaban actividad contra bacterias Gram negativas

multifarmacorresistentes.
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Rantzsch y col. (2009) evaluaron a los AE de eucalipto y de naranja en funcién de sus
propiedades antiinflamatorias y antioxidantes. Ambos aceites demostraron propiedades
antioxidativas en cultivos ex vivo de macréfagos pulmonares, disminuyendo significativamente
la emision de citocinas y las especies reactivas de oxigeno (ROS) en 21.8 y 23.6% para los AE

de eucalipto y naranja, respectivamente.

Salem y col. (2015) también reportaron el efecto antioxidante y antibacteriano de diferentes
especies de eucalipto: E. camaldulensis, E camaldulensis var. Obtusa y E. gomphocephala. Se
utiliz6 el AE de la hoja y se encontrd que a bajas concentraciones inhibia el crecimiento tanto
de bacterias Gram positivas, como de Gram negativas. Los principales compuestos encontrados
en el AE, por medio de las técnicas de GC-MS y GC-FID, fueron 1,8-cinenol, B-pineno,

metileugenol, p-cimeno, y espatulenol.

En otro estudio, Saranya y col. (2015) reportaron el efecto antibacteriano de una nanoemulsién
del AE de eucalipto impregnado en una pelicula de quitosan. Se demostré in vitro el efecto del
aceite utilizando patégenos clinicos como S. aureus; ademads, se encontré6 que el aceite
presentaba mayor efecto antibacteriano combinado con la pelicula de quitosén. Por otra parte,
Raho & Bernali (2012) también realizaron un estudio para evaluar la actividad antimicrobiana
del AE de la hoja de E. globulus ante E. coli 'y S. aureus. Se demostro la eficacia del AE como
un antibidtico natural, con un potencial para el tratamiento de enfermedades infecciosas
causadas por estos patégenos. En un estudio similar, llevado a cabo por Hajer y col. (2011), se
determiné la composicidén quimica y la actividad antimicrobiana de E. oleosa, concluyendo que
el uso de los extractos de hojas, tallo, flores y frutos inmaduros presentan actividad contra
bacterias Gram negativas y Gram positivas, asi como también actividad antifungica. Ademas,
se encontrd una fuerte correlacion entre la presencia de monoterpenos oxigenados y la actividad
antimicrobiana, especialmente, en el caso del 1,8-cineol contra B. subtilis, P. aeruginosa 'y C.

albicans, respectivamente.

Safaei y Atefeh (2010) reportaron las propiedades antibacterianas y antiftingicas del AE de E.

largiflorens y E. intertexta contra once microorganismos, entre los cuales se incluian a
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Aspergillus niger, C. albicans, P. aeuroginosa, B. subtilis, S. aureus, E. coli, Klebsiella
pneumoniae, Staphylococcus epidermidis, Shigella dysenteriae, Proteus vulgaris 'y Salmonella
entérica (paratyphi- A). De los once microorganismos, en siete de ellos fue inhibido el
crecimiento por los AE de eucalipto, a excepcion de P. aeuroginosa, E. coli 'y Sh. dysenteriae.
En el caso de E. largiflorens y E.intertexta, las zonas de inhibicién maxima y los valores de
concentracion minima inhibitoria (CMI) para las cepas bacterianas que eran sensibles a los AE

estuvieron en los intervalos de 7.8-15.6 pg/mL y 62.5 pg/mL, respectivamente.

En otro tipo de estudios, Serafino y col. (2008) reportaron el uso del AE de eucalipto para
estimular la respuesta inmune innata. El AE fue evaluado in vitro utilizando sangre periférica e
induciendo la activacién de los macréfagos derivados de monocitos humanos (MDMs) para
estimular su respuesta fagocitica; también se determiné una disminucion de la liberacion de
citoquinas proiinflamatorias. En particular, debido a sus propiedades antisépticas y
antiinflamatorias, se sugirié el uso del AE para aumentar la actividad fagocitica de los
monocitos durante las quimioterapias; ademds, se propuso como agente inmunorregulador, ttil

como coadyuvante en patologias inmunosupresoras y en otras enfermedades infecciosas.

Especialmente, en el drea odontoldgica se han demostrado las propiedades antimicrobianas del
AE del eucalipto. Rasooli y Shayegh (2008) evaluaron el efecto de Mentha spicata y E.
camaldulensis sobre la formacion de la biopelicula oral. Se compar6 con el efecto de la CHX
in vitro € in vivo contra los patégenos Streptococcus mutans y Streptococcus pyogenes,
demostrando que la concentracién minima bactericida (CMB) es menor que la requerida por el
farmaco, ya que estos fueron de 4 y 2 mg/mL para M. spicata y E. camaldulensis
respectivamente, Ademads, se retard6 significativamente la formacion de la biopelicula. En todas
las concentraciones evaluadas, con el AE de eucalipto se obtuvieron resultados con diferencias
significativas (P <0.001), mayor efectividad que el AE de M. spicata, por lo que se propuso que
su uso podria contribuir en el desarrollo de tratamiento anticaries. En otro estudio, Dagli y col.
(2015) reportaron que los AE de eucalipto, lavanda y limén presentaban potencial para prevenir
el desarrollo de agentes patégenos de enfermedades orales. Los investigadores concluyeron que
los AE podrian tener una eficacia y viabilidad in vivo, lo cual podria promover su uso en la

terapia dental para mejorar la calidad de los tratamientos odontoldgicos.
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Tanaka y col. (2010) evaluaron el efecto del AE de eucalipto, incorporado en una goma de
mascar, sobre su capacidad para reducir el mal olor y disminuir la cantidad de patégenos
periodontales que se encuentran en la lengua y la placa dental. La goma a base de eucalipto
logré reducir significativamente el mal olor, realizando diferentes andlisis sensoriales. Ademads,
se mostrd evidencia in vivo sobre el potencial del efecto antibacteriano contra patégenos como

P. gingivalis y P. intermedia.

En un estudio realizado por Takarda et al., (2004) se investigé la actividad antimicrobiana del
AE de eucalipto y de otros extractos de plantas como manuka, lavanda y romero. El estudio se
enfocé contra agentes periodontopatdogenos y bacterias cariogénicas, responsables de la
formacion de biopelicula en la placa dental. Los autores evaluaron la CMI de cada AE,
destacando el de manuka como el mas efectivo. El resto de los AE también presentaron
actividad antimicrobiana contra P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans, F. nucleatum, S.

mutans y S. sobrinus.

El efecto antibacteriano de los AE puede incrementarse al utilizar mezclas de ellos. Karbach y
col. (2015) reportaron un estudio in vitro de las propiedades antibacterianas de los AE de
eucalipto, limén y una mezcla de ambos en comparacién con antisépticos comunes utilizados
en higiene oral, tales como la CHX, una solucién de povidona yodada (BTA) y el dicloruro de
octinidina. El estudio mostr6 que el uso de AE resultd mas eficaz que algunos antisépticos
convencionales; ademds, los autores sugirieron que la aplicacion de los AE en higiene oral

podria evitar farmacorresistencia.

En una revision bibliografica realizada por Byalakere y col. (2015) se reporta la aplicacion de
productos naturales para el control de enfermedades orales, entre los que se encuentran los
extractos de Azadirachta indica, Ocimum sanctum, Murraya koenigii, Acacia nilotica,
Eucalyptus camaldulensis, Hibiscus sabdariffa, Mangifera indica, Psidium guajava, Rosa
indica 'y Aloe barbadensis. Los autores establecieron que el uso de extractos de plantas presenta
una interesante alternativa a los antimicrobianos sintéticos, debido principalmente a su
potencial efecto contra la caries dental y patdgenos periodontales, asi como también a que

pueden ayudar a reducir la resistencia a farmacos durante la terapia.
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3. JUSTIFICACION

La caries dental y la enfermedad periodontal son entidades infecciosas, transmisibles e
inducidas por la placa dental, que difieren por el tipo de microorganismos que las produce. La
caries dental produce una desmineralizacion de la superficie del diente, causada por bacterias
que se adhieren a la superficie dentaria y la enfermedad periodontal (enfermedad de las encias)
es la causa principal de la pérdida de dientes en los adultos. En particular, la enfermedad
periodontal afecta a hombres y mujeres entre 5 y 30%. De acuerdo con reportes de la OMS el
15% de los adultos padecen enfermedad periodontal avanzada. Existen multiples farmacos
utilizados en el control de placa entre ellos destacan los antibidticos (penicilina, vancomicina y
kanamicina), los antisépticos bisguanidicos (clorhexidina, alexidina y octenidina) y compuestos
de amonio cuaternario y fluoruros. Sin embargo, los primeros ocasionan efectos adversos en el
paciente, los cuales van desde disnea y alteracion al gusto, hasta diarrea y dafio hepatocelular.
En el caso de la CHX, su uso prolongado produce pigmentacién marrén de dientes y materiales
de restauracion, alteracion del gusto y lesiones descamativas en la mucosa. Ademads, se ha
asociado como posible causa de la seleccion y persistencia de cepas bacterianas con bajo nivel
de resistencia a los antibidticos. Por lo anterior, los productos naturales pueden ser una
alternativa viable para mejorar la efectividad de los tratamientos contra las enfermedades
periodontales. Se ha reportado que los aceites esenciales (AE), como el del eucalipto, presentan
actividades antimicrobianas y antioxidantes que podrian ser aprovechadas en los tratamientos
odontolégicos. Entre las ventajas que presentan los aceites esenciales sobre la clorhexidina,
tenemos que, no producen pigmentacion en los dientes, no alteran la percepcién del gusto, no
promueven la formacion de célculos y su eficacia no disminuye con la presencia de pastas
dentales. El objetivo del presente estudio fue evaluar el potencial del AE de eucalipto
(Eucalyptus tereticornis) para ser usado como coadyuvante en la prevencion y tratamiento de

enfermedades periodontales.
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4 HIPOTESIS

El aceite esencial de eucalipto (Eucalyptus tereticornis) presenta actividades antimicrobianas y
antiinflamatorias las cuales le confieren un efecto potenciador en el tratamiento de

enfermedades periodontales.
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S OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar el potencial de la actividades antioxidante, antiinflamatoria, antimicrobiana y

antihemolitica del aceite esencial de E. tereticornis para su posible aplicacién odontolégica

5.2 Objetivos particulares

e (Caracterizar quimicamente los aceites esenciales de hoja y fruto de E. tereticornis por
cromatografia de gases acoplada a espectroscopia de masas y cromatografia de gases

FID.

e Determinar la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales de E. tereticornis contra

la bacteria odontopatdgena Streptococcus gordonii.

e Evaluar el efecto toxico de los AE mediante los bioensayos sobre Artemia salina y por

hemolisis eritrocitaria.

e Determinar la capacidad antioxidante de los aceites esenciales mediante el ensayo de

DPPH.
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6 MATERIALES Y METODOS

6.1 Material vegetal

6.1.1 Obtencion del aceite esencial

Las hojas y frutos de E. tereticornis fueron obtenidos de drboles ubicados en el municipio de
Montemorelos, N.L. Los AE de hoja (AEh) y fruto (AEf) de E. fereticornis se obtuvieron por
hidrodestilacién en un equipo Clevenger modificado. El AE recuperado se almacend protegido

de la luz a -4°C. El rendimiento de extraccidn del aceite se calculd de acuerdo con la Formula

1.

Peso del aceite esencial

% de Rendimiento = x100 Férmula 1

Peso de la planta

6.1.2 Caracterizacion por Cromatografia de Gases Acoplada a Espectrometria de Masas

(CG-EM) y por Cromatografia de Gases con Detector de Ionizacion de Flama (CG-FID)

Para identificar los componentes de los AE de E. tereticornis se utilizd un cromatégrafo de
gases Agilent Technologies 6890N (St. Clara, CA, USA), con una columna capilar Elite-5 (30
m x 0.25 mm x 0.2 ym) y acoplado a un espectrometro de masas selectivo, 5973 INERT
(HPSMS). La temperatura de la fuente de ionizacién fue 230 °C, la del cuadrupolo fue de 150
°C y la del inyector 220 °C. Para cada corrida, el programa de temperatura del horno del CG
fue 35°C por 9 min, incrementando 3°C/min hasta 150°C por 10 min; después se incremento
10°C/min hasta 250°C y, finalmente, se increment6 3°C/min hasta 270°C por 16 min. El flujo
del gas acarreador (helio, 99.9% de pureza) fue de 2 mL/min. La energia de ionizacion fue de
70 eV. Las muestras fueron inyectadas en modo splitless. El espectrometro de masas fue
empleado en modo de barrido. Los componentes de los AE fueron identificados por
comparacion de sus indices de retencion relativos con los n alcanos C8—C20 (Sigma—Aldrich,

St. Louis, MO, USA) y por comparacién de su espectro de masas con los datos de referencia de
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la libreria US National Institute of Standards and Technology (NIST) (Adams, 2007). Para el
andlisis cuantitativo, se utiliz6 un cromatégrafo de gases con deteccion de ionizacion de flama
(Clarus 480 GC, Perkin Elmer, Massachusetts, USA) con una columna capilar Elite-5 (30 m x
0.25 mm x 0.2 pm) con el mismo programa de temperatura del horno anteriormente
mencionado. La composicién porcentual por CG-FID de cada componente, se analiz6 por el

método de normalizacién de areas.

6.2 Determinacion del efecto antiproliferativo de los aceites esenciales en Streptococcus

gordonii

Para determinar el efecto de los AE de E. tereticornis sobre la proliferaciéon microbiana, se
trabajo con el método en microplaca de 96 pozos bajo los estdndares del Instituto de Normas
Clinicas y de Laboratorio (CLSI). Se utilizé medio de cultivo soya tripticasa en condiciones
aerobias a 37°C. Con el método de turbidez (600 nm en absorbancia), y utilizando como
referencia el tubo 0.5 de la escala de Mc Farland, se ajusté un cultivode 24 ha 1 x 10 UFC/mL
y se diluy6 100 veces, después 50 pL de esta suspension bacteriana se transfirieron a cada
pocillo para obtener asi el indculo deseado (50,000 UFC/pozo). A cada pozo se le agregaron
los tratamientos (AEh y AEf) a diferentes concentraciones (65.2, 125, 250, 500 y 1000 pg/mL),
utilizando CHX como control positivo, etanol al 1 % como control negativo y un cultivo sin
tratamiento como control de proliferacion. Se trabajo con un volumen final de 100 uL por pozo.
Al pasar 24 h se midi6 la absorbancia a 600 nm en un lector de microplacas (Espectrofotometro
EPOCH, Biotek). Los resultados fueron expresados en porcentaje de inhibicion de la
proliferacién de S. gordonii usando la Férmula 2 (Wayne 2012; Sung-Hoon 2013). Todos los

ensayos se realizaron por triplicado, con sus respectivos controles.

ABScir1—(ABSmtra— ABSgco)

ABScor x 100 Férmula2

% de inhibicion de la proliferacion bacteriana =

Doénde:

ABScwi= Absorbancia del control de proliferacién
ABSwmta= Absorbancia de la muestra (cultivos tratados)
ABSgwo= Absorbancia de los blancos
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6.3 Determinacion de capacidad antioxidante de los aceites esenciales por la técnica de

captacion de radical DPPH

Entre los ensayos de captacion de radicales, el método basado en el radical estable 2,2-difenil-
1-picrilhidrazilo, conocido como DPPH, es de los més rdpidos, de metodologia sencilla y de
menor costo en comparacion con otros modelos. Se prepararon soluciones en metanol del AE
de E. tereticornis a diferentes concentraciones (250—8,000 ppm). De la misma manera, se utilizé
un antioxidante control de referencia (carvacrol) y una solucidon blanco de DPPH (80 pg/mL)
en metanol. En seguida, se mezclaron 2 volimenes iguales de AE y de DPPH (1000 pL) y se
mantuvieron en oscuridad por 30 min. Posteriormente, se ley6 la Densidad Optica (DO) en un
espectrofotometro (GENESYS 20, Thermo Scientific) a A= 517 nm. A partir de la Férmula 3
se calcul6 del porcentaje de inhibicion (% INH). Todos los ensayos se realizaron por triplicado,

con sus respectivos controles.

ABSgco - ABSAE

% de inhibicion = ( ABS, ) x 100 Férmula 3

Dénde:
ABSgco= Absorbancia del blanco
ABSae= Absorbancia de la mezcla AE y DPPH

6.4 Determinacion de polifenoles totales en los aceites esenciales

La determinacién se llevé a cabo por el método de Folin Ciocalteu modificado, descrito
previamente por Wotton-Beard y col. (2011). Inicialmente, fue realizada una curva de
calibracion usando como estdndar 4cido galico. Para la cuantificacion de muestras se prepard
una solucion de trabajo en etanol (ST) de 1,000 pg/mL del AE de E. tereticornis. La elaboracion
de los sistemas se llevo a cabo diluyendo 500 uLL de ST en 1,100 uL de agua destilada, a los
que fueron agregados 100 puL del reactivo de Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich). La mezcla se
dej6 reposar durante 8 min y, posteriormente, se agregaron 300 uL de solucién de carbonato de
sodio al 20 % (p/v). Finalmente, se incubaron los sistemas durante 2 h a temperatura ambiente
en condiciones de oscuridad. La DO de los sistemas se midié a A=765 nm en un lector de

multiplacas (Espectrofotometro EPOCH, Biotek). Los resultados se expresaron en pg de
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equivalentes de dcido galico/mL de muestra. Todos los ensayos se realizaron por triplicado, con

sus respectivos controles.

6.5 Determinacion de flavonoides totales en los aceites esenciales

Para determinar el contenido de flavonoides totales se realizé una curva de calibracién con
concentraciones de quercetina de 3.3, 6.6, 10, 13.3 y 16.6 pg/mL, preparadas a partir de una ST
de 0.25 mg/mL en metanol (Garrido et al., 2013). Posteriormente, se tomé un 1 mL de la ST de
AE de E. tereticornis en metanol (100 mg/mL), y le fueron adicionados 480 puL de metanol y
20 pL de solucion metandlica de 2-aminoetil difenilborato al 1 % (p/v). Posteriormente, se
homogenizé la mezcla y se dejé incubar por 30 min a temperatura ambiente. Finalmente, se
procedié a medir la DO de los sistemas a A=404 nm en un espectrofotometro (EPOCH, Biotek).
Esta medicion se realizé contra un blanco, el cual se elabor6 igual que los sistemas de prueba,
reemplazando el volumen de ST de AE de E. tereticornis con metanol. Los resultados se
obtuvieron sustituyendo los valores de la ecuacién de la recta y se expresaron en equivalentes
de quercetina por gramo de AE. Todos los ensayos se realizaron por triplicado, con sus

respectivos controles.

6.6 Determinacion del efecto antiinflamatorio in vitro con albumina sérica bovina

Para el ensayo de antidesnaturalizacion de albumina sérica bovina (BSA), descrito por Sakat et
al., (2009), inicialmente, se llevo a cabo la preparacion de sistemas de prueba de 600 puL. en
microtubos afiadiendo 500 uLL. de BSA (Sigma Aldrich) al 1% (p/v) disuelta en PBS (pH= 6.4)
junto con diferentes concentraciones de AE de E. tereticornis (25, 50, 100 y 200 pg/mL) a partir
de una ST de 1,200 pg/mL en metanol. Posteriormente, los sistemas fueron incubados a en un
horno (Yamato Scientific America, modelo DX602) a 73 °C por 7 min; finalizado este periodo,
se dejaron atemperar por 20 min a 24 °C y se midi6 la DO de los sistemas a A= 660 nm
(Espectrofotometro EPOCH, Biotek). El diclofenaco sodico (Sigma Aldrich) y el metanol
fueron utilizados como control positivo y negativo, respectivamente. Los resultados fueron
expresados en porcentaje de efecto antinflamatorio, el cual fue calculado usando la Férmula 4.

Todos los ensayos se realizaron por triplicado, con sus respectivos controles.
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ABSgco—(ABSMtra— ABScontol Mtra)
ABSg¢o

% Efecto antiinflamatorio = x100 Férmula 4

Doénde:

ABSwmira= Absorbancia de muestra

ABSgco= Absorbancia del control negativo
ABScontroimtra= Absorbancia del control de muestra

6.7 Efecto de los aceites esenciales en la expresion génica de citocinas proiinflamatorias en

monocitos de sangre periférica

En condiciones de esterilidad, los monocitos se aislaron con el Ficoll-Paque PLUS (GE
Healthcare™). En una microplaca de 6 pozos, se cultivaron 1x10° células por pozo, utilizando
3 pozos para cada tratamiento: 1) Control negativo o control de expresion (células sin tratar),
2) Control positivo LPS 100 ng/mL (Sigma-Aldrich), 3) AEf (30, 50, 100 y 150 ug/mL) y 4)
AEh de E. tereticornis (30, 50, 100 y 150 pg/mL). El cultivo de células con los respectivos
tratamientos se incub6 durante 24 h a 37 °C (5%, CO>) en medio de cultivo RPMI suplementado
(10% SFB, 100 U/mL penicilina, 100 pg/mL estreptomicina, 1.25 pg/mL anfotericina y 290
pg/mL de L-glutamina). Después del periodo de incubacion se retir6 el medio de cultivo y se
procedié con la extraccion del RNA utilizando Trizol (TRI Reagent®, Sigma-Aldrich)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Se cuantificé y revisoé la calidad del RNA con ayuda
de un equipo Nanodrop™ 8000 (Thermo Scientific). Para la sintesis de cDNA se utilizé el kit
comercial M-MLV Reverse Transcriptase (Promega), con muestras de 20 ng de RNA total.
Para el analisis de expresion génica por PCR en tiempo real, se disefiaron oligonucleétidos
dirigidos a los genes TNF-a (Fw: CCAGGGACCTCTCTCTAATCA; Ryvs:
TCAGCTTGAGGGTTTGCTAC), IL-8 (Fw: AAATCTGGCAACCCTAGTCTG; Ruvs:
GTGAGGTAAGATGGTGGCTAAT), IL-1B (Fw: CTCTCACCTCTCCTACTCACTT; Ruvs:
TCAGAATGTGGGAGCGAATG) y como gen de referencia Beta Actina (Fw:
GGCATCCTCACCCTGAAGTA; Rvs: GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA). Las secuencias de
mRNA fueron obtenidas de la base de datos del GenBank (NCBI). Las reacciones se realizaron
utilizando Sybr Green/qPCR master mix 2X (Thermo-Scientific) y siguiendo las instrucciones
del fabricante, en un termociclador LightCycler® 480 Instrument II (Roche). Mediante analisis

de expresion relativa fueron calculados los valores de ciclo umbral (Cycle thershold Ct) y ratios
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normalizados por el método de AACt con ayuda del software Rest2009 (QIAGEN) (Young-il
etal.,2015).

6.8 Determinacion de citotoxicidad in vitro por hemélisis eritrocitaria inducida

La actividad hemolitica de los AE de E. tereticornis se evalué segun lo descrito por Rodrigues
y col. (2015) implementando ligeras modificaciones. Para el ensayo, fueron obtenidos los
eritrocitos (RBC) en EDTA a partir de sangre de voluntarios sanos. Posteriormente, se
realizaron lavados con PBS (pH = 7.4), para finalmente obtener una suspension de eritrocitos
al 6.6 % (v/v). Asi mismo, se preparé una ST de cada uno de los AE a una concentracién de
1,000 pg/mL utilizando PBS como diluyente, agregando un volumen no mayor a 20 ug/mL de

dimetil sulfoxido (Sigma-Aldrich).

Los sistemas de prueba se elaboraron utilizando ocho concentraciones en un rango de 10 a 500
ug/mL. Posteriormente, se afladieron 250 pL de la suspension de RBC y PBS hasta obtener un
volumen final de 1.25 mL. Seguido a esto, los sistemas se incubaron a 37°C por 30 min y se
centrifugaron. Finalmente, se transfirio el sobrenadante de los sistemas a una placa de 96
pocillos donde se medié la DO a A= 540 nm en un espectrofotémetro (EPOCH, Biotek). Los
controles positivo y negativo fueron elaborados reemplazando la muestra con un volumen igual
de agua destilada y PBS, respectivamente. Los resultados se reportaron como porcentaje de

hemodlisis, el cual se determind utilizando la Férmula 5:

(ABSmta—ABSp)

(ABSc-ABSq) X 100 Férmula 5

% Hemolisis =

Dénde:

ABSwmwra= Absorbancia de la muestra
ABSo= Absorbancia del PBS

ABS.= Absorbancia del control positivo
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6.9 Determinacion de toxicidad por bioensayo con Artemia salina

La concentracién letal media para cada uno de los AE se calculé mediante el ensayo con A.
salina modificado en microplaca (Hamidi et al., 2014). Inicialmente, los huevos de A.salina se
sometieron a un tratamiento para inducir su eclosién. Simultdneamente, fue preparada una ST
de cada AE de E. tereticornis a 1200 ug/mL utilizando solucién salina al 3.8 %, con un rango
de concentraciones de 1 a 1000 pg/mL. La prueba consistio en colocar 20 nauplios dentro de
un pozo de una placa de 24 pocillos, para exponerlos a las diferentes concentraciones, durante
24 h. Posteriormente, se calculd el porcentaje de mortalidad generado en cada pozo, para
realizar un andlisis estadistico tipo PROBIT. El dicromato de potasio al 1% (p/v) y la solucién

salina, fueron utilizados como controles positivo y negativo, respectivamente.
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7 RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Caracterizacion quimica de los aceites esenciales

Los AE de E. tereticornis fueron obtenidos a partir de la hoja (AEh) y el fruto (AEf) por la
técnica de hidrodestilacién con un equipo Clevenger modificado y se calcul6 su rendimiento de
extraccion con la Férmula 1, obteniéndose un rendimiento de un 1.8 % para ambos aceites. En
general, los rendimientos obtenidos a partir de materiales vegetales del eucalipto varian entre
0.45y 2.3%. Dicha variacion se debe principalmente a factores ambientales como temperatura,

luz solar, minerales en el suelo, agua y hora de recoleccidn, entre otros (Al-Maskri et al., 2011).

Con respecto a la composicidén quimica, en la Figura 4-A se muestran los 22 componentes del
AEh de eucalipto identificados por CG-MS, asi como el porcentaje de abundancia y la
clasificacion de cada componente en la Tabla IV. Del perfil cromatografico obtenido por CG-
FID (Figura 4-B), se obtuvieron cinco componentes mayoritarios -felandreno, a-felandreno,
B-cariofileno, 1,8-cineol y biciclogermacreno. Este resultado coincide con lo reportado por
Lucia et al., (2009), donde se menciona que el -felandreno es el principal componente del AE
de E. tereticornis recolectado en Argentina. De igual forma, Filomeno et al., (2016) reportaron
que el AE de esta misma especie, pero cultivado en Brasil, era abundante en B-pineno, 1,8-

cineol y a-pineno.

Con respecto al AEf de eucalipto, en la Figura 5-A se muestran los 13 componentes
identificados por CG-MS, asi como su porcentaje de abundancia y clasificacion en la Tabla V.

El perfil cromatogréfico obtenido por CG-FID se muestra en la Figura 5-B.

De forma general, el AE de eucalipto es una mezcla de monoterpenos y sesquiterpenos, siendo
los monoterpenos los principales componentes del aceite. En el caso del AEh, los monoterpenos
representan el 65.7% y en el fruto el 72.5%. El alto contenido de monoterpenos esta
directamente asociado a su actividad biolégica. El AE de E. tereticornis ha presentado

propiedades antioxidantes (Singh ef al., 2009). Ademads, ha sido ampliamente utilizado como
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como agente repelente de insectos. Ademas, el AE de las hojas ha presentado actividad larvicida
contra Anopheles stephensi (Nathan, 2007) asociado a la presencia del 1,8-cineol, -pineno y
p-cimeno. De igual forma su actividad insecticida ha sido atribuida a la presencia del p-cimeno

y 1,8-cineol (Bossou et al., 2013).

Tabla I'V. Componentes del aceite esencial de la hoja de E. tereticornis.

IZ,ZO tr (FID) Componente Area % Area Clasificacion
1 13.62 | o—tujeno 952.11 2.05 Monoterpeno hidrocarbonado
2 13.92 | o-pineno 835.01 1.80 Monoterpeno hidrocarbonado
3 16.72 | B-pineno 351.32 | 0.76 Monoterpeno hidrocarbonado
4 18.20 | Mirceno 621.31 1.34 Monoterpeno hidrocarbonado
5 18.82 | a-felandreno 7265.35 | 15.62 Monoterpeno hidrocarbonado
6 19.53 | o-terpineno 158.81 0.34 Monoterpeno hidrocarbonado
7 20.21 0-cimeno 4009.36 | 8.62 Monoterpeno hidrocarbonado
8 20.37 | B-felandreno 8687.52 | 18.68 Monoterpeno hidrocarbonado
9 20.53 1,8-cineol 4187.46 | 9.00 Monoterpeno oxigenado
10 22.19 | y-terpineno 1107.84 | 2.38 Monoterpeno hidrocarbonado
11 23.88 | Terpinoleno 219.38 0.47 Monoterpeno hidrocarbonado
12 25.83 | (cis) menth-2-en-1-0l | 124.82 0.27 Monoterpeno oxigenado
13 28.87 | Terpinen-4-ol 1188.04 | 2.55 Monoterpeno oxigenado
14 29.34 | Criptone 837.08 1.80 Monoterpeno oxigenado
15 40.43 [B-cariofileno 4962.40 | 10.67 Sesquiterpeno hidrocarbonado
16 41.23 | Aromadendreno 1582.29 | 3.40 Sesquiterpeno hidrocarbonado
17 41.85 | a-humuleno 468.90 1.01 Sesquiterpeno hidrocarbonado
18 42.18 | (allo) Aromadendreno | 666.76 1.43 Sesquiterpeno hidrocarbonado
19 43.86 | Biciclogermacreno 6076.68 | 13.07 Sesquiterpeno hidrocarbonado
20 47.29 | Espatulenol 1559.06 | 3.35 Sesquiterpeno oxigenado
21 47.41 Globulol 450.46 0.97 Sesquiterpeno oxigenado
22 47.76 | Viridiflorol 199.10 0.43 Sesquiterpeno oxigenado

Monoterpenos: 52.05% hidrocarbonados, 13.63% oxigenados; Sesquiterpenos: 29.58% hidrocarbonados,
4.75% oxigenados.
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Tabla V. Componentes del aceite esencial del fruto de E. tereticornis.

No. Pico | tr (FID) Componente Area % Area Clasificacion

1 13.59 o-tujeno 244.08 2.09 | Monoterpeno hidrocarbonado
2 13.89 a-pineno 230.50 1.97 Monoterpeno hidrocarbonado
3 18.68 a-felandreno 405.24 3.47 Monoterpeno hidrocarbonado
4 20.10 o-cimeno 442943 37.88 Monoterpeno hidrocarbonado
5 20.24 [iielandieno 1767.63 15.12 Monoterpeno hidrocarbonado
6 20.41 y-terpineno 224.23 1.92 Monoterpeno hidrocarbonado
7 28.82 Terpinen-4-ol 370.64 3.17 Monoterpenos oxigenados

8 29.32 criptone 661.38 5.66 Monoterpenos oxigenados

9 33.73 acetato de linalool 91.31 0.78 Monoterpenos oxigenados
10 40.32 B-cariofileno 468.35 4.01 Sesquiterpenos hidrocarbonado
11 43.72 Biciclogermacreno 225.18 1.93 Sesquiterpenos hidrocarbonado
12 47.23 espatulenol 1144.04 9.78 Sesquiterpenos oxigenados
13 47.38 6xido de cariofileno | 1430.10 12.23 Sesquiterpenos oxigenados

Monoterpenos: 62.44% hidrocarbonados, 9.61% oxigenados; Sesquiterpenos: 5.93% hidrocarbonados,

22.02% oxigenados.

7.2 Determinacion del efecto anti-proliferativo de los aceites esenciales en Strepfococcus

gordonii

La enfermedad periodontal esta mediada por diversos patégenos que provocan la formacién de
placa en las piezas dentales, esta placa es un consorcio bacteriano y diversos estudios han
revelado que los estreptococos, especialmente, S. gordonii es de los principales
microorganismos Gram positivos presentes en la enfermedad periodontal (Jong et al., 2014).
Por lo anterior, es importante el uso de alternativas que ayuden a controlar la proliferacion de
este y otros microorganismos que puedan afectar la calidad de vida de las personas. En la Figura
6 se observa que el AEh de E. tereticornis a concentraciones desde 31.25 hasta 500 pg/mL
logra disminuir la proliferacion de S. gordonii en cultivo, siendo las concentraciones de 250

ug/mL y 500 pg/mL las mds efectivas con porcentajes de inhibicion de 84% y 96%,
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respectivamente. El AEf de E. tereticornis no presentd porcentajes de inhibicién en la
proliferaciéon del microorganismo mayores a 55 % en ninguno de los tratamientos donde se
utilizé. Se hace mencién que son diversas las especies que presentan actividad bioldgica en
contra de agentes odontopatégenos de gran importancia, E. globulus es una de estas especies
vegetales, miembro del mismo género que E. fereticornis. De la gran cantidad de compuestos
que se han sometido a pruebas antimicrobianas contra bacterias odontopatdgenas, se hace
mencioén a moléculas como el a-pineno, B-pineno, mirceno y B-carofileno (Lamprini et al.,
2016). Estos compuestos se encuentran presentes tanto en AEh como en AEf, aunque en
diferentes concentraciones, y esto se puede relacionar con la actividad de ambos. El mejor
efecto antiproliferativo del AEh puede deberse a que los compuestos ya mencionados se
encuentran en mayor cantidad. También se mencionan como agentes antimicrobianos a otros
terpenos como el cineol, cimeno y terpenil (Chandra et al., 2014) compuestos que también estdn

presentes en los AE utilizados en este trabajo.
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Figura 6. Inhibicion de la proliferacion de S. gordonii de AE de E. tereticornis de hoja y

de fruto por el método de micro dilucion (x = DS, n = 3).

43



7.3 Determinacion de capacidad antioxidante de los aceites esenciales por la técnica de

captacion de radical DPPH

En afios recientes se han adoptado miltiples ensayos espectrofotométricos para medir la
capacidad antioxidante in vitro de componentes vegetales, entre ellos, aceites esenciales (AE).
Usualmente los ensayos antioxidantes in vitro utilizan un captador de radicales libres y son

relativamente sencillos de realizar.

Como puede observarse en la Figura 7, la capacidad de captacién del radical DPPH de los AE
de E. tereticornis difiere entre la hoja (AEh) y el fruto (AEf). El AEf present6 ligeramente una
mayor capacidad antioxidante que el AEh. Esto coincide segin lo reportado en un estudio
realizado por Bhagat er al. (2016), en el que se evidencié como las diferentes partes del
eucalipto presentan una capacidad antioxidante desigual. En el estudio se analizaron diferentes
partes del eucalipto (tallo, hoja y fruto) en su capacidad antioxidante, encontrando que el fruto
presentaba una mayor capacidad para captar radicales DPPH, seguido de la hoja y finalmente
el tallo. Esto era atribuido a la diferente composiciéon quimica de cada parte de la planta
estudiada. En el caso del fruto, el componente mayoritario era el eucaliptol (1,8-cineol),

mientras que, para la hoja y el tallo, el componente mayoritario era el a-pineno.
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Figura 7. Comparacion del porcentaje de inhibicion del radical DPPH de AE de E.
tereticornis de hoja, fruto y carvacrol como antioxidante de referencia (control) (x = DS, n
=3).
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De igual manera, en la Figura 7, es posible observar como la capacidad antioxidante del AE de
E. tereticornis, comparada con el control (carvacrol) a las mismas concentraciones, es
significativamente menor. Estos resultados coinciden con los reportados por Hee Lee (2016),
quien evalud la capacidad antioxidante de 4 especies diferentes de eucalipto usando como
referencia a la vitamina C. Se encontré que el ICso de la vitamina C (2.4 pg/mL) fue menor que
las especies de eucalipto evaluadas (36,500 — 301,200 pug/mL). De igual manera se ha
caracterizado y determinado la capacidad antioxidante del AE de eucalipto proveniente de
Algeria, encontrandose que el AE presentaba una actividad mucho menor (ICso 33.33 mg/mL)
en comparacién al BHT, antioxidante de referencia (0.033 mg/mL) (Harkat-Madouri et al.,
2015). Es importante remarcar que, compuestos puros como los estdndares ensayados en este y
otros estudios (i.e. vitamina C, carvacrol), en general presentan actividades antioxidantes
mejores que los AE, ya que estos son una mezcla de compuestos, los cuales no necesariamente
todos presentan esta actividad bioldgica. Lo anterior no es del todo negativo debido a que
aquellos compuestos sin actividad antioxidante pueden presentar otras actividades bioldgicas
de interés, como por ejemplo antimicrobiana o antiinflamatoria (Rantzsch et al., 2009; Bagora
et al., 2014; Abdul et al., 2015). Esto resulta interesante, ya que el mismo aceite puede
contribuir a través de diferentes efectos a prevenir o contener las distintas manifestaciones

clinicas de la enfermedad periodontal.

7.4 Determinacion de polifenoles totales en los aceites esenciales

La determinacién del contenido de polifenoles totales presente en los productos naturales
permite establecer la correlacion entre los compuestos contenidos en un extracto o AE y las
bioactividades que presentan (i.e. antioxidante, antimicrobiana, antiinflamatoria). En este
trabajo se llevo a cabo la determinacion de polifenoles totales por el método de Folin-Ciocalteau
(Tabla VI). De manera general, pudo observarse que el AEh de E. fereticornis presenta un
mayor contenido de estos compuestos en comparaciéon con el AEf. Este resultado puede
atribuirse a que, de manera natural, los compuestos activos en las plantas pueden localizarse en
mayor o menor cantidad en los diferentes 6rganos (Singh et al., 2012). Particularmente, Singh
y col. (2009) demostraron que el AEh de la especie E. tereticornis muestra una alta capacidad

antioxidante, debido a la presencia de una cantidad importante de monoterpenos,
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principalmente, 1,8-cineol y a-pineno, los cuales también se encuentran presentes en los AE
del presente estudio, con un 9.0 y 1.8%, respectivamente. Por su parte, extractos acuosos
obtenidos a partir de la especie E. camadulensis mostraron un contenido de polifenoles totales
de 364.1+£8.2 mg/g de planta, valor por encima de los obtenidos a partir de E. fereticornis,
indicando que el tipo de producto natural obtenido de la planta (extracto o aceite) influye de
manera significativa en la obtencién y, por lo tanto, en la concentraciéon de los polifenoles

(Singab et al., 2011).

Tabla VI. Determinacién de polifenoles' y flavonoides totales® en los aceites esenciales de E.

tereticornis
Aceite Esencial
COMPUESTO (mg/gAE)
Hoja Fruto
Polifenoles totales 17.94 +0.30 14.96 £ 0.03
Flavonoides totales 0.468 +£0.014 0.491 0.009

1 Técnica de Folin-Ciocalteau, > Garrido et al., 2013. (x £ DS, n = 3).

Especificamente, para los AE de nuestro estudio, si bien el contenido de polifenoles totales en
la hoja (AEh) fue mayor, se obtuvo una capacidad antioxidante ligeramente superior en €l fruto
(AEf). Esta diferencia puede explicarse debido a que la determinacién del contenido de
compuestos fendlicos engloba todas aquellas moléculas que en su estructura quimica presentan
uno o mas anillos de benceno y uno o mas grupos hidroxilados. Este pardmetro no determina,
por tanto, la capacidad antioxidante total, ya que algunos componentes incluidos como
compuestos fendlicos pueden tener una baja actividad antioxidante y presentar la estructura
antes mencionada. Por otro lado, los diferentes compuestos fendlicos en la hoja pueden

pertenecer a un grupo especifico con alta actividad antioxidante, por ejemplo, flavonoides.
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7.5 Determinacion de flavonoides totales en los aceites esenciales

Los flavonoides son metabolitos secundarios de origen polifendlico que poseen un grupo cetona
y normalmente son pigmentos de coloracién amarilla. Una de las actividades mds importantes
que se les ha atribuido a los flavonoides es la antimicrobiana, por lo que su determinacion en
productos naturales (i.e. extractos y AE) es ampliamente utilizada para correlacionarse con su

bioactividad (De la Rosa et al., 2012).

Una vez que se determinaron los polifenoles totales presentes en los AE de E. tereticornis, se
realizé la cuantificacion de flavonoides totales (Tabla VI). La presencia de flavonoides totales
fue similar en ambos tipos de AE, registrando un valor de 0.468 £ 0.014 y 0.491 £+ 0.009 mg/g
de planta para el AEh y AEf, respectivamente. Estos valores son bajos en comparacion con los
obtenidos a partir de extractos de otras especies de Eucalyptus e inclusive, otras plantas, ya que,
generalmente, los flavonoides se localizan en hojas o frutos que exhiben coloracion en el rango
del amarillo; en particular, éstos se extraen en mayor concentracion a partir de extractos del
espécimen (Miranda et al., 2016). Sin embargo, su poca presencia no limité la actividad
antimicrobiana de los AE, probablemente debido a que este tipo de compuestos fueron los

responsables de dicha actividad.

7.6 Determinacion del efecto antiinflamatorio in vitro con albimina sérica bovina

En una primera aproximacion, para evaluar el efecto antiinflamatorio o proiinflamatorio de los
AE de E. tereticornis, se realiz6 un estudio in vitro utilizando como modelo BSA. Segtn las
especificaciones de este ensayo, si un PN genera un porcentaje de efecto antiinflamatorio
superior al 20%, puede considerarse que posee dicha actividad y podria llegar a ser util dentro
del area farmacéutica (Williams et al., 2008). Tomando en cuenta lo anterior, ambos AE podrian
ser considerados como potenciales agentes antiinflamatorios, ya que ain a bajas
concentraciones (25 a 100 pg/mL) (Figura 8), demostraron brindar niveles superiores de

proteccion a la albimina con respecto al control utilizado, el diclofenaco sédico.

Adicionalmente, se observé que no existe induccidn inflamatoria por parte del AEH y el AEF

en el rango de concentraciones analizado, debido a que ninguno de los AE gener$ valores
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negativos para el efecto antinflamatorio, es decir un efecto contrario sobre la BSA. Por otra
parte, estos resultados también pueden ser interpretados desde un punto de vista toxicoldgico,
al tomar en cuenta que la inflamacién es considerada uno de los primeros y mds comunes
mecanismos de respuesta ante la deteccion de un elemento toxico o daifiino para el organismo
(Sakat et al., 2009). Considerando lo anterior, es posible inferir que ambos aceites poseen la
capacidad de generar un efecto benéfico sin llegar a propiciar condiciones nocivas, al menos

dentro de un sistema in vitro.
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Figura 8. Determinacion del efecto antitiinflamatorio sobre BSA in vitro para los

aceites esenciales obtenidos a partir de E. fereticornis (x + DS;n = 3).

Abhora bien, el comportamiento antes mencionado, puede asociarse a la composicion quimica
de los AE. Este fendmeno se le atribuye a la naturaleza de los AE y sus componentes, en este
caso a cierto tipo de terpenos, los cuales son compuestos producidos a partir del metabolismo
secundario de la planta y a los que se les adjudica la actividad biolégica de interés en la mayoria
de los AE. Particularmente, el alto contenido de 1,8-cineol, también conocido como eucaliptol,
dentro de los AE obtenidos a partir de E. fereticornis pudo ser el responsable de la actividad
antiinflamatoria, ya que previamente se le ha asociado dicho efecto. Si bien el mecanismo de
accion del eucaliptol atin no se ha elucidado por completo, existe evidencia que muestra como
el compuesto interfiere en la ruta metabdlica del dcido araquidénico e inhibe la produccion de
prostaglandinas y tromboxanos, de una forma similar a como actda al 4cido acetilsalicilico y

otros farmacos antiinflamatorios (Santos & Rao, 2000).
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Correlacionando lo anterior con los resultados obtenidos en este trabajo, es precisamente debido
a esta caracteristica quimica que se aprecia una diferencia entre el comportamiento individual
de ambos aceites, los cuales generaron diferentes porcentajes de actividad biolégica. E1 AEf
mostré una mayor actividad antinflamatoria, posiblemente al contener mayor concentracién de
compuestos antinflamatorios (p.e. el eucaliptol). Hoy en dia existe evidencia relacionada a que
la presencia y concentracion de estos compuestos difiere incluso entre especies de un mismo
género. Asi mismo, es posible encontrar diferencia en su concentracién, dependiendo del sitio
de donde se haya extraido el aceite, por lo que presentan funciones ecoldgicas y fisioldgicas

especificas en cada parte de la planta (Garcia & Carril, 2011).

7.7 Evaluacion del efecto de los aceites esenciales en la expresion génica de citocinas
proinflamatorias en monocitos de sangre periférica

El proceso inflamatorio es un componente de la inmunidad innata. Sin embargo, una excesiva
produccién de mediadores proinflamatorios y la consecuente atraccién de leucocitos a sitios
donde se presenta una infeccion o presencia de un cuerpo extrafio, a menudo produce un dafio
tisular. Por ello, la inflamacién desempefia un papel importante en la fisiopatologia de diversas
enfermedades agudas y crénicas como artritis reumatoide, infecciones bacterianas y
periodontitis (Harokopakis et al., 2006). Con la finalidad de conocer si los AE de E. tereticornis
en estudio, son candidatos para su uso como fuente natural de agentes antiinflamatorios, estos
aceites se probaron en un cultivo de células humanas del sistema inmune aisladas de sangre
periférica y estimuladas con lipopolisacarido (LPS). Como se puede observar en la Figura 9 A),
B) y ), la aplicacion de LPS al cultivo de células logré incrementar los niveles de expresion
de los genes que codifican para IL13, IL8 y TNFa. Actualmente, es bien sabido que el LPS es
un estimulador del proceso inflamatorio, de manera que la presencia de esta endotoxina
promueve la produccién de citocinas proinflamatorias como las antes mencionadas (Ji-Nan et
al., 2011). En los resultados se puede observar que el AEh y AEf son capaces de reducir la
produccion de RNAm de IL1f, IL8 y TNFa, aun cuando los monocitos de sangre periférica en
cultivo son estimulados con LPS. Si bien los niveles de expresion de los genes se ven sobre
expresados, esto sucede a un valor menor en comparacion al control con LPS, demostrando asi
que los AE utilizados revierten el efecto del LPS sobre los monocitos en cultivo a las diferentes

concentraciones probadas. Esto hace suponer un efecto antiinflamatorio de los AE, ya que la
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cascada de sefalizacion intracelular en la inflamacién se inicia por la interaccion entre el
inmundégeno Yy el receptor de reconocimiento de este mismo, lo cual permite la produccion de
los mediadores proinflamatorios primarios que incluyen a IL1B y TNFa, asi como otras
citocinas y quimiocinas que promueven la activacion del complemento y la respuesta inmune

en fase aguda (Yong et al., 2018).

En particular, se ha reportado que el AE de E. globulus, con su componente dominante
eucaliptol, reduce significativamente la produccién de mediadores proinflamatorios TNF-a e
IL-1B en un modelo de inflamacion en la linea celular MH-S, macréfagos alveolares de pulmén
(Yadav & Chandra, 2017). Como ya se hizo mencion, el eucaliptol se encuentra presente en los
AE de hoja y fruto utilizados en este trabajo. Otro estudio semejante reporta que Eucalyptus
spp posee la capacidad de inhibir la produccion de TNFa y 6xido nitrico en la linea celular
RAW 264.7 (macrofagos) estimulados con INFy y LPS a una concentracion de 10 ug/mL (Most
etal., 2016).

Es importante sefialar que los resultados obtenidos en el ensayo con BSA coinciden con el
ensayo celular de niveles de expresion génica de citosinas proinflamatorias. En el caso del
primer ensayo, se demostro un efecto antiinflamatorio sobre la BSA, mientras que en el segundo
se determind una mejor expresion de los genes asociados a mediadores proinflamatorios

primarios (IL-1B y TNF-a).

50



o 10 4
= 9 A)
=
< 8
]
2 71
=
< 61
S
£
3 31
S 2
2 .
= ]
<
&y
LPS H30+LPS H50+LPS HI100+LPS HI50+LPS F30+LPS F50+LPS F100+LPS FI150+LPS
Tratamientos de E. tereticornis
60 1
(=%
= B)
—
L 50 .
D
=
g
= 40 1
=
@
Bt
= 30 A
=]
‘B
@
E 20 4
4
2
D
T 10 A1
2
=
<
&
LPS H30+LPS H50+LPS HI100+LPS HI50+LPS F30+LPS F50+LPS F100+LPS FI150+LPS
Tratamientos de E. tereticornis
5
. C)
=
V4
|l 4
]
2
E=
=
4 3
=
=]
3
& 27
»
P
<
g !
£~
<
-4
0 m
LPS H30+LPS H50+LPS HI00+LPS HIS0+LPS F30+LPS F50+LPS FI100+LPS FI150+LPS
Tratamientos de E. tereticornis

Figura 9. Efecto de AEh y AEf de E. tereticornis en la expresion del gen que codifica para. A) IL-8;
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7.8 Determinacion de citotoxicidad in vitro por hemélisis eritrocitaria inducida

Uno de los aspectos mds importantes a considerar para el empleo de los productos naturales
como agentes terapéuticos son los indices de toxicidad que puedan presentar. La evaluacién de
este tipo de pardmetros permite establecer si el producto natural es apto para su aplicacion en
humanos. Particularmente, el ensayo de citotoxicidad por hemdlisis eritrocitaria inducida es
una prueba in vitro, econémica y rapida, que puede servir como discriminante, antes de pasar a

pruebas in vivo mds complejas.

Los resultados obtenidos para los AE de E. fereticornis se muestran en la Figura 10. De manera
general, se pudo observar que ambos aceites presentaron una relacidon directamente
proporcional entre la concentracion de AE evaluada y el efecto hemolitico de los mismos. Para
ambos aceites, es a partir de los 50 pg/mL que se presentd un incremento en la citotoxicidad.
Particularmente, el AEh presenté un aumento gradual en la citotoxicidad, produciendo el 100%
de hemdlisis a partir de los 500 pg/mL, en AEf se incrementd significativamente a partir de los
150 ug/mL, alcanzando valores cercanos al 100% de hemdlisis a los 300 pg/mL. En conjunto,
estos resultados establecen de manera preliminar que el AEf de E. fereticornis presentd

toxicidad a concentraciones menores que las de AEh.

Los pardmetros de citotoxicidad inducidos por los AE pueden correlacionarse con la diferencia
tanto en la composicion, como en la cantidad de los compuestos quimicos presentes en los
aceites. En un estudio similar, Mendanha y col. (2013) sefialaron que el efecto de diversos
terpenos sobre los RBC es diferente y depende de la concentracién del compuesto presente en
la prueba. Asi, el terpeno nerolidol presenté mayor indice de hemolisis a concentraciones mds
bajas comparado con el 1,8-cineol. En este contexto, considerando el perfil quimico de los dos
AE analizados, en el AEh se identificé la presencia de 1,8-cineol, mientras que en el AEf no se
detect6 (Figura 4). Si se correlaciona con el indice hemolitico mostrado por el AE, a pesar de
presentar una mayor concentracion de dicho compuesto (1,8-cineol), el AEh muestra un efecto
citotoxico progresivo sobre los RBC. Por el contrario, el AEf, que muestra un aumento mas
significativo en el indice hemolitico, posiblemente, contiene una mayor concentracion de

compuestos toxicos (p.e. el nerolidol).
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Existen estudios en los que se ha establecido que cuando se prueban grupos de compuestos
quimicos aislados a partir de especies de FEucalyptus, particularmente, monoterpenos y
sesquiterpenos, son los compuestos con caracteristicas sesquiterpenoides los que provocan un
mayor dafio a los RBC (Agar et al., 1998). Considerando que el AEf presentaba un mayor indice
de compuestos sesquiterpenoides (33%), era de esperarse que mostrara un mayor efecto
citotoxico sobre los RBC (Figura 10). Cabe mencionar que los resultados de citotoxicidad
obtenidos por hemdlisis inducida de RBC deben corroborarse con otro tipo de ensayos (p.e.
cultivo celular, rebanadas de tejido o in vivo) para asegurar o descartar el empleo terapéutico

de este tipo de productos naturales en el humano.
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Figura 10. Determinacién de citotoxicidad irn vitro por hemélisis inducida de eritrocitos
para los aceites esenciales obtenidos a partir de E. tereticornis (x + DS;n = 3).

7.9 Determinacion de toxicidad por bioensayo con Artemia salina

Como ya se menciond, no so6lo es importante estudiar la toxicidad que presentan los productos
naturales para evaluar su aplicacién potencial en un tratamiento determinado, sino también
correlacionar los resultados de diversas pruebas para inferir los efectos nocivos o secundarios
que los productos naturales pudieran presentar. En este contexto, el bioensayo de toxicidad con
A. salina fue empleado para establecer el perfil toxicolégico del AEh y AEf obtenidos a partir

de E. tereticornis (Mentor et al., 2014). La Figura 11 muestra las CLso para ambos aceites.
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Figura 11. Determinacion de CLso por bioensayo con A. salina para los aceites esenciales
obtenidos a partir de E. fereticornis.

De manera general, en el estudio pudo observarse que los dos AE analizados muestran un valor
de CLso bajo, de 13.30 y 16.40, para el AEh y el AEf, respectivamente. Tomando la
clasificacion de indice de toxicidad empleada por Ferndndez-Calienes y col. (2009), tanto el
AEh como el AEf son considerados “muy toéxicos” (10 < CLsp < 100 pg/mL). Como se ha
descrito con anterioridad, es la composicidon quimica de los AE el principal factor responsable
de esta actividad toxica. Como se sabe, los AE son una mezcla compleja tanto de compuestos

bioactivos, benéficos o perjudiciales para diversos organismos (Vidotto et al., 2013).

Sin embargo, dos aspectos importantes se deben de tomar en cuenta antes de considerar si un
producto natural debe ser discriminado para su uso por el indice toxicolégico que pudiera
presentar en los ensayos de laboratorio. Por una parte, si bien es cierto que el bioensayo con A.
salina ha mostrado una buena correlacidén con otro tipo de estudios de toxicidad, el resultado
obtenido no puede interpretarse como definitivo. En este contexto, es necesaria la realizacion
de pruebas adjuntas (sobre todo modelos in vivo o ex vivo mas complejos) que confirmen o
descarten la toxicidad del producto natural analizado. Por otro lado, es importante recordar que
la toxicidad inicial que pueda presentar un producto natural estard determinada por la dosis o
cantidad que se administre al organismo, asi como por el periodo de exposicion a dicho agente.

Ejemplo claro de esto son los fadrmacos actuales que se utilizan a dosis y durante los periodos,
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previamente establecidos, en base al indice toxicoldgico que muestran en ensayos de
laboratorio. Adicionalmente, considerando los avances en tecnologia farmacéutica, cuando un
producto natural, tales como los extractos o AE, inicialmente muestran un indice de toxicidad
alto en pruebas de laboratorio, pueden ser empleados en formulaciones que disminuyan las
barreras (p.e. toxicoldgicas) que estos pudieran presentar. Particularmente, la micro y
nanoencapsulacion de los productos naturales, en sistemas de liberaciéon controlada, han
mostrado mejorar significativamente la toxicidad que presentan dichos productos en ensayos

de laboratorio (Armendariz et al., 2016).
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8 CONCLUSIONES

En el presente trabajo se valord el potencial del aceite esencial de E. tereticornis como

candidato en el tratamiento de enfermedades periodontales.

v

En la caracterizacion quimica del aceite esencial de E. tereticornis se determiné la
presencia de: 1,8-cinenol, a-pineno, B-pineno, B-cariofileno, mirceno (CG-EM) con
actividad bioldgica, previamente reportada.

El aceite esencial de E. tereticornis presentd actividad antimicrobiana contra S.
gordonii, a una concentracion relativamente alta (500 pg/mL).

El aceite esencial de hoja y fruto de E. tereticornis presentd una CLsode 13.30 y 16.40
ug/mL respectivamente sobre de A. salina, considerandose t6xicos.

El aceite esencial de hoja y fruto de E. fereticornis mostré actividad antioxidante baja.

El aceite esencial de E. tereticornis presento actividad antiinflamatoria relevante, en un
modelo in vitro con BSA y confirmada en un modelo celular con monocitos humanos
que inhibi6 la produccién de mediadores proinflamatorios (TNF-a e IL-1P), esta es de
suma importancia ya las enfermedades periodontales inician con un proceso

inflamatorio (gingivitis) hasta llevar a la destruccion de tejidos.

En conclusién, se pudo demostrar que el aceite esencial de E. tereticornis presenta potencial

para ser utilizado como coadyuvante en el tratamiento de enfermedades periodontales,

destacindose su actividad antiinflamatoria y en menor medida, la antioxidante y

antimicrobiana.
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9 PERSPECTIVAS

Se recomienda continuar con la investigacion de E. tereticornis, particularmente, en el
aislamiento de los compuestos responsables de la actividad bioldgica. Asi mismo, en la
evaluacion de la actividad bioldgica y toxicidad, en modelos in vitro e in vivo, de los principios
activos de E. tereticornis. También, seria recomendable formular a los AE en alguna forma de
dosificaciéon que haga viable su aplicacién en el humano, por ejemplo, incorpordndolos en

nanoparticulas poliméricas.
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