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INTRODUZIONE

Utilizzate da tempo immemorabile nella medicina tradizionale, piante ed erbe hanno
mostrato di essere un’abbondante sorgente di principi biologicamente attivi, molti dei
quali hanno costituito la base per lo sviluppo di prodotti di sintesi da parte delle

aziende farmaceutiche.

Gli antibiotici naturali, 1 primi ad essere identificati, furono scoperti per caso negli
anni ‘20 del 1900 quando Alexander Fleming scopri la penicillina, sostanza prodotta

da un fungo in grado di interferire con lo sviluppo dei batteri.

Solo negli anni ‘40 venne compresa I’importanza di questa scoperta che porto
all’utilizzo della penicillina in ambito terapeutico. Da allora, partendo dalla struttura
base e apportando modifiche alla struttura chimica per rispondere alle piu svariate
esigenze come aumentarne la potenza, si ¢ arrivati alla sintesi di numerosissime altre
sostanze definite come antibiotici semi-sintetici. Gli antibiotici di sintesi, detti piu
correttamente chemioterapici, sono invece farmaci che vengono prodotti in

laboratorio e non derivano da alcun essere vivente.

La scoperta degli antibiotici rivoluziono completamente la medicina dell'epoca,
rendendo trattabili delle infezioni considerate, fino a quel momento, letali. Questo ha
letteralmente rivoluzionato I’approccio al trattamento e alla prevenzione delle
malattie infettive e delle infezioni, permettendo I’evoluzione della medicina

moderna.

Tuttavia, la comparsa di resistenza agli antibiotici rischia di rendere vane queste
conquiste. L’antibiotico resistenza ¢ un’emergenza dal 2013 secondo ’OMS: 1'uso
degli antibiotici ¢ divenuto nel tempo spropositato, sia su esseri umani che animali.
“Il loro abuso accelera il processo di selezione naturale tra i microrganismi,
eliminando i meno adatti per premiare i ceppi immuni, i cosiddetti superbug ai quali

e difficile prendere le misure” .

In Italia la prescrizione di antibiotici attraverso i servizi di assistenza territoriale ¢

superiore di oltre il 50% alla media dell’Organizzazione per la cooperazione e lo



sviluppo economico (OCSE). E' quanto emerge dal rapporto 'Health at a Glance
2019" del OCSE. La resistenza antimicrobica rappresenta un grave rischio per la
salute pubblica, oltre a costituire un onere di spesa sanitaria e per 1'economia nel suo
insieme.

Secondo i trend attuali, I’antibiotico resistenza nel 2050 potrebbe raggiungere il 33%
dei microrganismi, con effetti sempre piu distruttivi.

Queste considerazioni dovrebbero far ragionare sia i cittadini che, in particolare,
coloro che collaborano nel settore sanitario con 1’obiettivo di prevenire e contrastare
le piu svariate patologie.

Per questo motivo, in particolare nell’ultimo ventennio, sempre pitl persone si SOno
avvicinate al mondo della fitoterapia, dal greco phyton (pianta) e therapéia (cura),
ossia la pratica che prevede I'utilizzo di piante o estratti di piante per la cura delle
malattie o per il mantenimento del benessere psicofisico. Oggi questa disciplina sta
riscoprendo un notevole sviluppo, grazie soprattutto a un numero sempre crescente di
studi scientifici e clinici che hanno reso noti i meccanismi d’azione delle piante
medicinali e confermato le loro proprieta curative. La fitoterapia che rispetta i criteri
scientifici ufficialmente riconosciuti consente di affrontare molte patologie con
approcci differenti, a secondo della loro entita.

La necessita di compiere delle scelte personalizzate coinvolge anche il mondo
odontoiatrico, compresa la pratica clinica dell’igienista dentale. Scegliere terapie e
modularle in funzione della specificita dei pazienti significa porre particolare
attenzione sui materiali impiegati in base alla loro compatibilita e differenziare
I’approccio del percorso riabilitativo. In odontoiatria, la fitomedicina quindi si puod
considerare come un esempio di medicina integrata la quale si affianca alla medicina

tradizionale.

Si puo fare un ampio uso di oli essenziali, un uso che deve pero essere discreto e
mirato in quanto sono sostanze altamente concentrate che devono essere impiegate
con grande moderazione. La loro azione ¢ specifica per cui, una volta scoperte le

proprieta del complesso fitoterapico spetta solo farne un buon impiego.



La tesi rappresenta un’indagine per scoprire le potenzialitd di un olio di origine
australiana piuttosto conosciuto nel mondo occidentale come prodotto “miracoloso”,

il Tea Tree Oil o olio dell’albero del té.

Lo studio si basa sulla scoperta delle proprieta dell’olio in relazione a batteri, funghi
e virus che risiedono nel cavo orale con l'obiettivo di valutarne la sua effettiva
capacita antimicrobica e le tecniche utili nella pratica clinica quotidiana di un

igienista dentale.



CAPITOLO 1I: MELALEUCA ALTERNIFOLIA E TEA
TREE OIL

1.1 Melaleuca alternifolia: generalita

La Melaleuca alternifolia, maggiormente nota come TeaTree, ¢ un
albero originario delle zone pluviali di Clarence e Richmond, nella costa nord del
Nuovo Galles del Sud in Australia ed appartenente alla famiglia delle Myrtaceae.
Questo arbusto deve il suo nome scientifico al contrasto cromatico risultante dal
colore verde scuro delle foglie (dal greco mélas = nero) e la corteccia (leukos =
bianco) (Figura I).

Essa ¢ la specie predominante nel suo habitat caratterizzato da presenza di ruscelli e
paludi in zone a clima temperato.

E’ un alto albero con foglie carnose che possono presentare forma ovale o lanceolata
e una lunghezza di pochi centimetri.

I frutti hanno diametro 2—3 mm e con la loro caratteristica forma a coppa decorano
I’arbusto nella stagione estiva donando alla pianta colori dal bianco fino al rosso e al
rosa.

La Melaleuca alternifolia cresce fino a raggiungere un’altezza di circa 5-8 metri ma
la raccolta delle foglie pud avvenire quando la pianta ¢ alta almeno 1,5-1,8 metri. Il
tempo per il primo raccolto varia da 1 a 3 anni, a seconda del clima e del tasso di
crescita delle piante. La raccolta avviene tramite un processo di ceduazione in cui
l'intera pianta viene tagliata vicino al livello del suolo e tagliata in frammenti piu

piccoli prima dell'estrazione dell'olio (Harden, 1991).



Figura I — Foglie e fiori dell’albero del teé (Melaleuca alternifolia)

La componente, oggetto di interesse per il suo prezioso ricavato, ¢ la foglia, dalla
quale viene ottenuto il Tea Tree Oil (TTO) mediante un processo di distillazione in
corrente di vapore delle foglie e dei rami terminali dopo un periodo di stoccaggio di
circa 60 giorni.

Una volta condensato, 1'olio da limpido a giallo pallido viene separato dal distillato
acquoso. La resa in olio ¢ tipicamente dall'l al 2% del peso del materiale vegetale
umido. Sono stati presi in considerazione metodi di estrazione alternativi come I'uso
della tecnologia a microonde, ma nessuno ¢ stato utilizzato su scala commerciale

(Carson CF, 20006).

1.2 Impiego della Melaleuca alternifolia nel passato

La letteratura scientifica segnala il primo utilizzo della Melaleuca alternifolia da
parte degli aborigeni Bundjalung del New South Wales settentrionale i quali
sfruttavano le proprieta delle foglie della pianta pur non conoscendo 1 principi che
rendevano quel prodotto cosi prezioso in termini curativi. Le foglie venivano
frantumate e successivamente inalate per migliorare condizioni febbrili come tosse o

raffreddore o, in altro modo, si provvedeva alla creazione di un infuso di te caldo.



Un’altra applicazione prevedeva la creazione di un bagnolo mediante le foglie di “tea

tree” posizionato su ferite aperte (Shemes A, 1991).

Si raccontava anche della presenza di veri e propri laghi curativi i cui bagni
miglioravano la guarigione di chi ne usufruiva. La miracolosita di queste lagune si
diceva essere attribuita alle foglie di Melaleuca alternifolia che cadevano in
prossimita del bacino lacustre e che, con il passare del tempo, si decomponevano

rilasciando le sue proprieta (Altman, 1988).

La denominazione della Melaleuca come “albero del t¢” fu data secondo narrazione
popolare dai naturalisti che accompagnavano James Cook nel suo secondo viaggio
sul’Endeavour (1772-1775), lo scopritore del continente australiano il quale
dalle sue foglie preparava un té imitando le consuetudini degli aborigeni che da
secoli ne utilizzavano le foglie per curare le ferite e le infezioni cutanee viste le
proprieta cicatrizzanti. Nonostante il nome, non deve essere confuso con
la Camellia sinensis dalla quale si ricava la bevanda che viene comunemente

chiamata t¢ (Carson CF, 2006).

Al genere Melaleuca appartengono oltre 300 specie di piante tra
cui M. Cajuputi e M. Quinquenervia dai quali si ottengono rispettivamente 1’olio
dicajupute I'olio diniaouliche vengono venduti come teatree. La
Melaleuca alternifolia ¢ la specie piu utilizzata e piu documentata in
letteratura scientifica. Il costante aumento di richiesta di questo olio ha favorito la
sua coltivazione anche in Africa e Nuova Zelanda (OE di Manuka) ma con qualita

differenti (Sarri S, 2016).

Stando ai documenti ad oggi consultabili I’utilizzo dell’olio di “tea tree” venne preso
in considerazione agli inizi del XX secolo, in particolare quando il dottor A. R.
Penfold, un chimico che dirigeva il “Government Museum of Technology and
Applied Sciences” di Sydney, non pubblico nel 1925 i primi rapporti sull’attivita
antimicrobica dell’olio. I medici australiani pero, gia da pit di un quinquennio,
impiegavano questo olio per prevenire le infezioni in seguito agli interventi

chirurgici.



A. R. Penfold nel valutare I’attivita antimicrobica dell’olio ha deciso di confrontarlo
con l’acido fenico, gold standard per le sue proprieta, mediante test noto come
coefficiente Rideal-Walker (RW). Il risultato di questo studio valuto il TTO come 11
volte piu attivo rispetto il fenolo (Penfold, 1946).

La leggenda narra che l’olio fosse considerato cosi importante che i soldati
australiani lo ricevettero all’interno del loro kit militare durante la seconda guerra
mondiale e che 1 tagliaboschi fossero esentati dal servizio nazionale, ma tuttavia non
¢ stato possibile trovare prove a sostegno di questi racconti forniti da comunicazioni
personali (A.-M. Conde e M. Pollard [Australian War Memorial, Canberra,
Australia].

La scoperta della penicillina a fine anni ’40 ha rallentato lo studio delle proprieta di
questo prodotto naturale, il quale ¢ stato rivalutato e riconsiderato come oggetto di
studi scientifici solo nell’ultimo ventennio, dopo aver constatato quanto I’abuso di
antibiotici abbia reso pit complessa la guarigione a causa della resistenza microbica

a antibiotici tradizionali come vancomicina e meticillina.

Oggi, vi ¢ un rinnovato interesse per l’olio dell’albero del t¢ come possibile
alternativa ai classici antibiotici ed ¢ stata provata la sua attivita antimicrobica verso
un ampio spettro di microrganismi. Questa sua attivita combinata con la sua alta
capacita di penetrare attraverso 1 tessuti e relativa bassa incidenza di
sensibilizzazione cutanea rende il tea tree oil uno dei migliori antisettici conosciuti

dall’uomo (Carson CF, 2006).

1.3 Olio essenziale

Per olio essenziale si intende un derivato di una pianta o di parte di essa, per cui
viene definito fitocomplesso. “II fitocomplesso é un’entita biochimica complessa e
polimorfa che rappresenta [’unita farmacologica integrale della pianta stessa’.
Dunque si tratta di qualcosa di estremamente complesso e con una serie di composti
chimici definiti catalogati come idrocarburi, alcoli, esteri, chetoni, aldeidi eccetera

(Sarri S, 2016).



I costituenti pitt importanti degli oli essenziali sono i terpeni i quali sono idrocarburi
aromatici volatili e possono essere considerati polimeri dell'isoprene, che ha la
formula C 5 H .

Il meccanismo d’azione degli oli essenziali contro i microrganismi non ¢ ancora stato
pienamente studiato.

I batteri gram-negativi presentano una resistenza intrinseca a diverse specie di oli
essenziali associata alla idrofilicita della superficie della loro membrana esterna,
ricca di molecole lipopolisaccaridiche.

Invece contro i batteri gram-positivi i componenti dell’olio distruggono la parete
della membrana citoplasmatica con il risultato di una perdita di citoplasma e la sua
coagulazione. Inoltre gli oli essenziali possono anche inibire la sintesi di DNA, RNA
e proteine nelle cellule batteriche. Considerando la presenza di piu gruppi di
composti chimici presenti negli oli essenziali, ¢ piu probabile che la loro attivita
antibatterica non sia data da un solo specifico meccanismo ma che siano presenti piu
bersagli nella cellula.

I meccanismi d’azione dei componenti degli oli essenziali rispetto ad una cellula
batterica sono: degradazione della parete cellulare, danno delle proteine di
membrana, danneggiamento della membrana citoplasmatica, fuoriuscita del
contenuto delle cellule, coagulazione del citoplasma ed esaurimento della forza
motrice protonica.

L’attivita massima dei fenoli ¢ permessa dalla presenza del gruppo ossidrile, il quale
forma un legame idrogeno con un enzima target attivo. Pertanto gli oli che
contengono fenoli come composti principali esprimono la massima attivita contro un

microrganismo e il loro spettro d’azione ¢ il piu ampio (Kalemba D, 2003).

I TTO ¢ composto da idrocarburi terpenici, principalmente monoterpeni,
sesquiterpeni, 1 loro alcoli associati che variano per quantita percentuale contenuta a

seconda della provenienza delle piante e gli ossidi (Tabella 1).



TABELLA 1.

Scheda tecnica dell’olio essenziale di Melaleuca alternifolia.

Specie chimica

Tipologia

Composti

Idrocarburi

Monoterpeni

Limonene

Alfa pinene

Terpinolene

Beta pinene

Mircene

Alfa tuiene

Sabinene

Alfa terpinene

Beta fellandrene

Gamma terpinene

p-cimene

Sesquiterpeni

Beta cariofillene

Alfa muurolene

Aromadendrene

Viridiflorene

Allo-Aromadendrene

Biciclogermacrene

Alfa guriunene

Calamenene

Alcoli

Monoterpenoli

Alfa terpineolo

Terpinen 4 olo

Sesquiterpenoli

Viridiflororo

Globulolo

Cubenolo

Ossidi

1,8-cineolo

1,4-cineolo




Per scoprire il numero di componenti di questo olio sono stati effettuati oltre 800
esami di campioni di TTO attraverso tecniche di gascromatografia e
gascromatografia-spettometria di massa. Le componenti sono circa un centinaio. A
causa dell’estrema variabilita delle concentrazioni contenute, i1 14 costituenti
considerati piu importanti sono stati regolamentati da norme internazionali (ISO
4730) per range di contenuto minimo e massimo per la commercializzazione
internazionale (Tabella 2).

I componenti specificati dallo standard internazionale sono stati selezionati a
discapito dei restanti per una serie di motivi. Il primo parametro utilizzato fu la
verifica della provenienza poiché I'inclusione dei componenti minori sabinene,
globulolo e viridiflorolo ¢ potenzialmente utile, poiché¢ pud rendere difficile o
economicamente insostenibile la formulazione di olio artificiale a partire da singoli
componenti (Carson CF, 2006).

Il secondo parametro fu Dattivita biologica, per cui vennero riconosciute quelle
componenti dell’olio capaci a livello microbiologico di ottenere dei risultati

antimicrobici.

Negli ultimi 40 anni il TTO ha vissuto una seconda giovinezza medica ed ¢ emerso
da vari studi che pur essendo la presenza di piu componenti a rendere unico questo
olio, 1 principi attivi principali sono in particolare:
- Terpinen-4-olo;
1,8-Cineolo (eucaliptolo).

Su questi ultimi la comunita medica ha focalizzato la sua attenzione per valutare e
definire la qualita dei prodotti commercializzati. Per cui ad oggi un prodotto di TTO
viene riconosciuto come terapeuticamente efficace e sicuro purche presenti un
contenuto minimo di Terpinen-4-olo non inferiore al 30% e di 1,8-cineolo non
superiore al 15% (International Organisation for Standardisation, 2004).

Il Terpinen-4-olo ¢ un isomero di terpineolo con un peso molecolare di 154,249. E’
considerata un alcol importante per le sue proprieta antibatteriche e antimicotiche.
Oltre ad essere presente ovviamente nel TTO, ¢ anche il composto a piu alta

concentrazione nell’olio essenziale di noce moscata.
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TABELLA 2.

Composizione dell’olio di M. alternifolia (tea tree)

Componente Composizione (%)
Gamma ISO 4730 Composizione tipica

Terpinen-4-ol >30 ¢ 40.1
y-terpinene 10-28 23.0
a-terpinene 5-13 10.4
1,8-Cineole <154 5.1
Terpinolene 1.5-5 3.1
p-Cymene 0,5-12 2.9
a-Pinene 1-6 2.6
a-terpineolo 1.5-8 2.4
Aromadendrene Traccia-7 1.5
d-cadinene Traccia-8 1.3
Limonene 0,5-4 1.0
Sabinene Trace-3.5 0.2
Globulol Traccia-3 0.2
Viridiflorol Trace-1.5 0.1

I1 1,8-Cineolo, noto piu frequente con il termine di eucaliptolo, ¢ un etere ciclico
impiegato in medicina per le sue proprieta disinfettanti, antibatteriche, antivirali e
balsamiche. A causa dell’ultima proprieta citata, ¢ frequente trovarlo nelle
formulazioni di dentifrici. Per molti anni il Cineolo venne considerato un irritante

della pelle e delle mucose e per questo motivo per un lungo periodo di tempo il suo
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livello nel TTO venne ridotto al minimo. Questa considerazione era perod basata su
storiche prove aneddotiche e dichiarazione non confermate scientificamente.

Dati ottenuti da studi recenti smentiscono queste supposizioni € non hanno rilevato
alcunché di irritante in questa componente.

Pur non essendo giustificata la minimizzazione del contenuto di 1,8-Cineolo sulla
base della possibile riduzione delle reazioni avverse rimane invariata la
proporzionalita esistente tra le due componenti principali che vede il Terpinen-4-olo
come principale antimicrobico. Data la variabilita che puo esserci da lotto a lotto ¢
vantaggioso che la composizione del TTO sia regolata da uno standard internazionale
in quanto lo standard non prevede la specie di Melaleuca da cui proviene il TTO ma
definisce esclusivamente i criteri fisici e chimici per il chemio tipo desiderato.

Allo stesso tempo la composizione del TTO pud variare notevolmente durante
I’immagazzinamento, causando un aumento dell’1,8-Cineolo ¢ una diminuzione del
livello di Terpinen-4-olo.

Inoltre, fattori come I’esposizione alla luce, a calore, all’aria e all’'umidita
influenzano la stabilita dell’olio.

E’ per questo motivo che esso deve essere rigorosamente conservato in un luogo

privo di forti sorgenti luminose, fresco ed asciutto (Carson CF, 2006).

1.4 Tossicita del Tea Tree Oil

Nonostante 1 progressi nella caratterizzazione delle proprieta antimicrobiche e
antinflammatorie dell'olio di Melaleuca, € stato fatto meno lavoro sulla sicurezza e
sulla tossicita dell'olio. Le tossicita derivate dall’utilizzo continuativo dell’olio si
basano su un’evidenza di tipo aneddotica per un periodo di tempo limitato (circa 80
anni), gli studi scientifici sono scarsi e molte informazioni non sono di facile accesso
da parte della popolazione poiché sotto forma di rapporti sponsorizzati da aziende
private. Da queste fonti si possono ricavare perd delle informazioni sulle tossicita

orali e cutanee del prodotto (Carson CF, 2006).
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1.4.1 Tossicita a seguito di esposizione orale

Sulla base di esperimenti su animali ¢ stato visto che I’ingerimento di TTO puo dare
tossicita. La dose letale per il 50% (LD50) del TTO in un ratto ¢ compresa tra 1,9 e
2,6mL/kg e iratti trattati con una dose inferiore di 1,5mL7kg sono apparsi letargici e
atassici (Russell M, 1999).

Ratti dosati con la quantita minore di 61,5 g TTO/kg di peso corporeo ¢ apparso
letargico e atassico e ha mostrato livelli di attivita depressiva 72 ore dopo il dosaggio
(Kim et al., 2002).

Dal giorno 4, tuttavia, tutti gli animali, tranne uno, a cui ¢ stata somministrata questa
dose inferiore aveva riacquistato tutte le funzioni locomotorie. Sebbene i valori
determinati nei modelli animali non sono necessariamente direttamente in relazione
alla tossicita per 1'uvomo, 1 dati sperimentali indicano che il TTO puo risultare tossico
per via orale. Sono disponibili dati limitati che descrivono la frequenza di
avvelenamento umano con TTO.

L'Associazione Americana del sistema di sorveglianza dei centri antiveleno
registrato 7310 esposizioni agli oli essenziali nel 2003, di cui 787 registrato come
TTO, secondo solo all'olio di chiodi di garofano con 870casi segnalati.

L'identita dell'olio essenziale era sconosciuto in 4647 casi. Dei 787 casi identificato
come TTO, 518 (65,8%) si sono verificati nei bambini meno di 6 anni, 57 si sono
verificati in quelli di 6-19 anni e 212 erano in adulti di eta superiore ai 19 anni. La
ragione per l'esposizione ¢ stata descritta come non intenzionale in 737 casi e
intenzionale in 20 casi. Altre 28 esposizioni sono state riferite poiché hanno
provocato una reazione avversa dopo uso normale, etichettato o raccomandato del
prodotto, suggerendo che questi individui erano sensibili all'olio o che le indicazioni
per l'uso del prodotto erano inappropriate. Un totale di 385 casi aveva avuto esiti noti
e questi erano classificati come nessuno (n = 238), minore (compresa l'irritazione
cutanea) (134), moderato (12), maggiore (1) e morte (0). Non esistono decessi dovuti
a TTO sono stati riportati in letteratura (Watson et al., 2004).

I casi pubblicati di avvelenamento orale negli esseri umani tendono ad essere piu
drammatici nei bambini a causa del loro basso peso corporeo rispetto a un adulto. Un

caso di questi riguardava un bambino di 23 mesi che ha bevuto circa 10 ml di
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prodotto puro al 100% (Jacobs e Hornfeldt, 1994).

Dopo un pisolino di circa 30 minuti, era instabile in piedi ed appariva come
"ubriaco". Il bambino ¢ stato portato in ospedale e trattato con carbone attivo e
sorbitolo attraverso un tubo naso-gastrico, e circa 5 ore dopo ¢ apparso asintomatico.
Tutti gli altri segni (come la frequenza respiratoria, la saturazione di ossigeno,
reattivita della pupilla, elettroliti e glucosio nel sangue) erano gia tornati a livelli di

normalita (Jacobs e Hornfeldt, 1994).

Gli autori hanno attribuito 1 sintomi clinici ad una crisi del sistema nervoso centrale

causata dal TTO ingerito.

Sintomi simili sono stati segnalati in un bambino di 17 mesi a partire da 10 minuti
dopo l'ingestione di un volume sconosciuto ma inferiore a 10 ml di TTO puro al
100%.

Sotto osservazione in ospedale, la risoluzione completa dei sintomi si ¢ verificata

dopo circa 5 ore (Del Beccaro, 1995).

In un terzo caso, l'ingestione di 2 cucchiaini da t¢ di TTO puro al 100% da parte di
un bambino di 4 anni ha portato a sintomi di atassia entro 30 minuti seguiti da

incoscienza e insensibilita con necessita di intubazione.

Lo stato neurologico del ragazzo ¢ migliorato gradualmente nel corso di 10 ore ed ¢
stato dimesso dall'ospedale 24 ore dopo il ricovero senza sequele respiratorie o

neurologiche (Morris et al., 2003).

Un caso di avvelenamento in un adulto si ¢ verificato quando un paziente ha bevuto
circa mezza tazza di t¢ TTO corrispondente ad una dose di circa 0,5-1,0 ml/kg di
peso corporeo. Il paziente ¢ rimasto in coma per 12 ore e per le successive 36 ore
risultava in condizione semi-cosciente e allucinatoria. Nelle sei settimane
consecutive la sintomatologia comprendeva dolore addominale e diarrea (Seawright,

1993).

In un altro incidente, un uomo di 60 anni che ne ha ingoiato uno e mezzo cucchiaini

di TTO come prevenzione per un raffreddore presentato con un'eruzione cutanea
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rossa che gli copriva i piedi, le ginocchia, la parte superiore del corpo e le braccia,
compresi 1 palmi delle mani e i gomiti. L'eruzione cutanea e altri sintomi sono

gradualmente scomparsi nell’arco di una settimana (Elliott, 1993).

A parte questi rapporti, non ci sono altri dati sulla tossicita sistemica di TTO negli
esseri umani. Tuttavia, le conoscenze disponibili dimostrano chiaramente la tossicita
del TTO a seguito di esposizione orale per cui I’ingestione non viene raccomandata
(Hammer KA, 20006).

Nonostante questo, 1’ingestione deliberata ¢ stata occasionalmente suggerita o
segnalata (Belaiche, 1985; Blackwell, 1991) (Elliott, 1993; Seawright, 1993).

I TTO in Australia ¢ classificato come veleno. Secondo il Drugs, Poisons and
Controlled Substances Act 1981, sostanze classificate in questa categoria hanno "un
moderato potenziale di causare danni, la cui entita puo essere ridotto attraverso l'uso
di un imballaggio distintivo con forti avvertenze e indicazioni di sicurezza
sull'etichetta". A questo fine, TTO puro al 100% ¢ etichettato che deve essere tenuto
fuori da alla portata dei bambini, ¢ confezionato con un tappo a prova di bambino ed
¢ etichettato come "da non prendere internamente" (Hammer KA, 2006).

La dose letale al 50% per via orale nell’uomo risulta essere > 5g/Kg (Sarri S, 2016).

1.4.2 Tossicita a seguito di esposizione cutanea

Per quel che riguarda invece la tossicita e la capacita irritante nell’applicazione del
prodotto a livello cutaneo sono state condotte delle sperimentazioni utilizzando un
protocollo basato sul test di sensibilita umana Draize (Draize, 1955) mediante Patch
Test su circa 500 volontari (Southwell et al., 1997; Aspres e Freeman, 2003).

Sono state preparate diverse formulazioni a concentrazioni differenti che andavano
dal 5% al 100% e poi applicate su spalle o braccia dei volontari (Southwell et al.,
1997). Dopo 24 ore, sono stati rimossi i cerotti e la pelle ¢ stata esaminata per
eventuali reazioni. Il tutto ¢ stato ripetuto a intervalli di 24 ore per un totale di 21
giorni. Dei 28 pazienti, 25 non hanno dimostrato alcuna irritazione. Solo 3 casi

hanno presentato una reazione allergica.
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Il componente 1,8-Cineolo, che ha la reputazione di essere un irritante per la pelle, ¢
stato testato a concentrazioni fino al 28% incluso e non ha prodotto una reazione
irritante (Southwell et al., 1997).

Si ¢ notato perd che riducendo le concentrazioni dell’olio intero diminuiva la
frequenza di reazioni allergiche. Questo promuoveva 1’impiego di prodotti ben
formulati. Le conclusioni di questi studi hanno perd portato a dedurre che le
componenti responsabili delle reazioni allergiche fossero i1 prodotti di ossidazione
risultanti dall’ invecchiamento del prodotto o dalla sua mal conservazione (Carson
CF, 2006).

Nella letteratura scientifica non sono presenti segnalazioni di interazione con altri
medicinali e la sicurezza non ¢ stata stabilita durante la gravidanza e l'allattamento
per cui, in assenza di dati sufficienti, l'uso durante la gravidanza e 1'allattamento non

¢ raccomandato (Salvatori C, 2017).
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CAPITOLO II: PROPRIETA DEL TEA TREE OIL

I1 Tea Tree Oil ¢ stato definito un valido antibatterico, antivirale, antimicotico,
antiprotozoico, immunostimolante, cicatrizzante, lenitivo, antinfiammatorio e, da
recentissimi studi, sembra essere in grado di indurre apoptosi delle cellule tumorali
del glioblastoma, un tumore cerebrale di tipo maligno particolarmente aggressivo,
nonché il piu diffuso (Arcella A. et al, 2019).

In questo capitolo verranno illustrate approfonditamente le proprieta dell’olio, in

particolare in relazione a microrganismi presenti a livello del cavo orale.

2.1 Attivita antibatterica

Per valutare la capacita antibatterica di un prodotto deve essere presa in
considerazione dei parametri utilizzate in microbiologia come la concentrazione
minima inibente (MIC) e la concentrazione minima battericida (MBC).

La MIC indica la piu bassa concentrazione di una sostanza antimicrobica, come un
antibiotico, capace di inibire la crescita di un batterio. Essa viene determinata in vitro
saggiando una concentrazione standard di microbi con una serie di diluizioni di
antibiotico in senso decrescente. Il valore di MIC corrisponde alla minore
concentrazione antibiotica capace di impedire la crescita batterica.

La MBC invece permette di individuare il valore piu basso di sostanza antimicrobica
necessaria ad uccidere una specie batterica in coltura.

Tra gli anni Quaranta e gli anni Ottanta sono apparsi ben pochi rapporti sull’attivita
antibatterica del Tea Tree Oil (Atkinson, N. e HE Brice, 1955; Beylier, MF, 1979;
Low D. et al, 1974; Walsh LJ et al, 1987).

Dall’inizio degli anni Novanta la letteratura scientifica ripresenta altri studi per
verificare le effettive capacita dell’olio di agire contro i batteri. Una vasta gamma di
batteri ¢ stata presa in considerazione e i dati di suscettibilita mostrano dei valori

interessanti (Tabella 3) (Carson CF, 2006).
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TABELLA 3.

Dati di suscettibilita per i batteri testati contro ' olio di M. alternifolia.

Specie batteriche % (vol / vol)

MIC MBC
Acinetobacter baumannii 1 1
Actinomyces viscosus 0.6 >0.6
Actinomyces spp. 1 1
Bacillus cereus 0.3
Bacteroides spp. 0.06-0.5 0.06-0.12
Corynebacterium sp. 0.2-2 2
Enterococcus faecalis 0.5->8 >8
E. faecium (resistente alla vancomicina) 0.5-1 0.5-1
Escherichia coli 0.08-2 0.25-4
Fusobacterium nucleatum 0.6->0.6 0.25
Klebsiella pneumoniae 0.25-0.3 0.25
Lactobacillus spp. 1-2 2
Micrococcus luteus 0.06-0.5 0.25-6
Peptostreptococcus anaerobius 0.2-0.25 0.03->0.6
Porphyromonas endodentalis 0.025-0.1 0.025-0.1
P. gingivalis 0.11-0.25 0.13->0.6
Prevotella spp. 0.03-0.25 0.03
Prevotella intermedia 0.003-0.1 0.003-0.1
Propionibacterium acnes 0.05-0.63 0.5
Proteus vulgaris 0.08-2 4
Pseudomonas aeruginosa 1-8 2->8
Staphylococcus aureus 0.5-1.25 1-2
S. aureus 0.04-0.35 0.5
S. epidermidis 0.45-1.25 4
S. hominis 0.5 4
Streptococcus pyogenes 0.12-2 0.25-4
Veillonella 0.016-1 0.03-1
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Infatti la maggior parte dei batteri presi in esame risulta suscettibile a concentrazioni
di olio minori o pari all’1%, ad eccezione di microrganismi come stafilococchi e
micrococchi commensali cutanei, Enterococcus faecalis € Pseudomonas aeruginosa

(Banes-Marshall L. et al, 2001; Hammer KA, 1996).

Sulla base dei valori riportati nella Tabella 3, ¢ evidente che il Tea Tree Oil risulti
per la maggior parte di natura battericida, sebbene possa risultare con effetto

batteriostatico a concentrazioni inferiori.

Secondo il rapporto dellOMS sulla resistenza ai farmaci, 1 problemi piu gravi
includono la resistenza della Klebsiella pneumoniae alle cefalosporine di terza
generazione e ai carbapenemi, Escherichia colialle cefalosporine di terza
generazione e fluorochinoloni, Staphylococcus aureus alla meticillina, Streptococcus
pneumoniae alla penicillina e Salmonella sp. ai fluorochinoloni (Benzaid C, 2019).

L’effetto del Tea Tree Oil su Staphylococco aureus e Escherichia coli ¢ stato
ampiamente studiato dagli autori della letteratura scientifica sia per verificare la sua
efficacia che per indagare il meccanismo d’azione che sta alla base dell’azione

antibatterica (Gustafson JE et al, 1998; Oliva A. et al, 2018).

2.1.1 Meccanismo di azione

Prima della disponibilita dei dati scientifici che mostrassero 1’effettivo meccanismo
di azione dell’olio verso 1 batteri, erano state fatte ipotesi sulla base della struttura
idrocarburica e della relativa lipofilia poiché gli idrocarburi si ripartiscono
preferenzialmente nelle membrane biologiche interrompendo le funzioni vitali

(Sikkema J.et al, 1995).

Uno studio successivo, condotto nel 2000, ha permesso di valutare gli effetti dell’olio
sulla vitalita cellulare, sulla respirazione cellulare e sull’integrita della membrana
risultando capace di inibire la respirazione a livelli inibitori minimi e, agli stessi
valori, alterare la struttura della membrana cellulare. E stato osservato un aumento
dell'assorbimento della colorazione dell'acido nucleico ioduro di propidio, a cui la
membrana cellulare ¢ normalmente impermeabile. Inoltre, la perdita di ioni di

potassio ¢ iniziata immediatamente dopo l'aggiunta di olio di Melaleuca a
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sospensioni contenenti Escherichia coli, batterio Gram-negativo, ed entro 5 minuti
per lo Staphylococcus aureus, batterio Gram-positivo.

Le membrane citoplasmatiche dei batteri forniscono una barriera al passaggio di
piccoli ioni come H*, K", Na " e Ca e consentono alle cellule e agli organelli di
controllare l'entrata e l'uscita di diversi composti. Questo ruolo di barriera della
permeabilita delle membrane cellulari ¢ parte integrante di molte funzioni cellulari,
compreso il mantenimento dello stato energetico della cellula, altri processi di
trasduzione dell'energia accoppiati a membrana, trasporto dei soluti, regolazione del
metabolismo e controllo della pressione del turgore ( Booth, 1985 ; Poolman et al,
1987 ; Trumpower & Gennis, 1994 ).

Per cui le osservazioni confermano che l'attivita antimicrobica dell'olio dell'albero
del te deriva dalla sua capacita di interrompere la barriera di permeabilita delle
strutture della membrana microbica, nonché dall’induzione di una perdita di ioni di
potassio, con conseguente perdita del citoplasma e danni agli organelli che alla fine
portano a morte cellulare (Cox SD et al, 2000; Li WR et al, 2016).

La perdita di vitalita, I'inibizione della respirazione glucosio-dipendente e I'induzione
della lisi osservate dopo il trattamento con TTO si verificano tutte in misura
maggiore con gli organismi nella fase di crescita esponenziale piuttosto che
stazionaria (Gustafson, 1998).

La vulnerabilita delle cellule in fase di crescita attiva risultava gia evidente
prendendo in considerazione i cambiamenti morfologici. Questo pone delle
supposizioni sul fatto che 1’azione dell’olio sia collegato a dei bersagli presenti nella

membrana cellulare durante le diverse fasi cellulari (Carson CF, 2006).

2.1.2 Suscettibilita dei batteri orali al Tea Tree Oil

Una collezione di 161 isolati batterici ¢ stata osservata grazie alle collezioni di
coltura dell’Universita dell’Australia occidentale (n = 132) e da campioni di
volontari (n = 29) (Tabella 4 e Tabella 5). Gli isolati batterici di riferimento erano
Escherichia coli, Veionella parvula, Actinobacillus actinomycetemcomitans e

Lactobacillus rhaamnosus (Hammer KA et al, 2003).
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TABELLA 4.

Suscettibilita in vitro dei streptococci viridans (#=79) al Tea Tree Oil.

Microrganismi (7) MIC (% v/v) MBC (% v/v)
Range 90(*) Range 90(*)

S. bovis 0.5 1
S. costellatus 0.25-1 0.25-1
S. gordonii 0.5 0.5-1
S. intermedius 0.12-2 0.25-2
S. mitis 0.25-1 1 0.25-1 1
S. mutans 0.25-2 0.25-2
S. oralis 0.25-1 0.25-1
S. parasanguis 0.25-0.5 0.25-0.5
S. salivarius 0.25 0.25
S. sanguis 0.25-1 1 0.25-2 2
S. sobrinus 1 2
Streptococcus spp. 0.25-1 1 0.25-2 2

(*) Percentuale di olio dell’albero del t¢ inibitorio o battericida al 90% su isolati.
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TABELLA S.

Suscettibilita in vitro dei batteri orali (#=83) al Tea Tree Oil.

Microrganismi (7)

MIC (% v/v) MBC (% v/v)

Range 90(*) Range 90(*)
Actinobacillus actinomycetemcomitans 0.06 0.06
Actinomyces spp. 0.1-1 1 0.1-2 1
Branhamella sp. 0.06 0.06
Capnocytophaga sp. 0.03-0.06 0.03-0.06
Clostridium glycolicum 0.05 0.1
Eikinella corrodens 0.03-0.06 0.03-0.06
Fusobacterium spp. 0.25-2 0.25-2
Lactobacillus spp. 0.03-2 1 0.06-2 2
Neisseria sp. 0.25 0.25
Peptostreptococcus asaccharolyticus 0.25-0.5 0.5-1
Porphyromonas endodontalis 0.025-0.1 0.025-0.1
Prevotella intermedia 0.003-0.1 | 0.1 0.003-0.1 | 0.1
Prevotella spp. 0.016-0.06 0.016-0.06
Stomatococcus sp. 0.5 0.5
Veillonella spp. 0.016-1 0.03-1

(*) Percentuale di olio dell’albero del t¢ inibitorio o battericida al 90% su isolati.
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La rilevazione ¢ avvenuta per strofinamento di un tampone sterile con punta di
cotone su denti, gengive e lingua e riposto in un contenitore di vetro contenente una
soluzione fisiologica di fosfato di 1mL La bottiglia ¢ stata successivamente
miscelata da un mixer a vortice e la risultante sospensione batterica ¢ stata inoculata
su una gamma di mezzi di coltura selettivi e non selettivi. Questi batteri sono stati
poi incubati in ambiente anaerobio a 35°C per 3-10 giorni, ottenendo cosi colture

pure (Hammer KA et al, 2003).

Dall’osservazione dei risultati presenti nelle Tabelle 4 € 5 si puo notare come MIC e
MBC risultano simili per le specie di Streptococco, 1 quali andavano da 0,12-2% per
la MIC e 0,5-2% per la MBC.

La MIC 90 e 1a MBC 90 era per gli streptococchi rispettivamente pari all’1% e al 2%
mentre per i batteri non streptococcici erano entrambe dell’1%. Alcuni dei batteri
non streptococcici erano considerevolmente piu sensibili all’olio del te, con MIC e
MBC a partire dallo 0,016 per gli isolati di Prevotella e Veionella.

I risultati di questo studio sono piuttosto simili ai risultati ottenuti in studi precedenti
su batteri orali (Kulik E. et al, 2000; Shapiro S. et al, 1994; Walsh LJ. Et al, 1987).
L’unica evidente differenza con gli studi pregressi, in particolare con i risultati
ottenuti da Kulik ez al., fanno riferimento al valore di MIC per la P. intermedia, il cui
valore riportato nel testo di Kulik et al. ¢ pari a 1,25%, notevolmente superiore
rispetto a quello riportato nello studio di Hammer Ka consultabile nella Tabella 5.
Viceversa, 1 valori corrispondenti in questo studio per il Fusobacterium spp. erano
particolarmente alti rispetto a precedenti studi (Shapiro S. et al, 1994; Walsh LJ. Et
al, 1987).

Cio che ha portato all’ottenimento di valori discrepanti sono stati i tipi € numeri di
batteri isolati, i metodi utilizzati incluso il criterio per determinare la MIC.

Studi sul tempo di killing di S. mutans e L. rhamnosus hanno dimostrato una rapida
uccisione dopo 30 secondi dal trattamento con concentrazione di olio allo 0,5%.

Per cui gli isolati di Porphyromonas, Prevotella e Veillonella avevano 1 MIC e gli
MBA piu bassi, e gli isolati di Streptococcus, Fusobacterium e Lactobacillus avevano

il piu alto.
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Un altro studio condotto da Messangen N. et al ha confermato I’efficacia del Tea
Tree Oil ad un valore di concentrazione massima del 2% per i batteri coinvolti nel
processo carioso, quali Streptococcus mutans e Lactobacillus, permettendo una zona

di inibizione in vitro di 15mm (Messangen N. et al, 2005).

Inoltre, nel 2004 uno studio ha dimostrato effetti inibitori della crescita e battericidi
contro batteri parodontopatici. Una significativa attivita di inibizione dell'adesione ¢
stata trovata contro P. gingivalis, Fusobacterium nucleatum e A.

actinomycetemcomitans, agendo in questo modo su piu parodontopatogeni (Takarada

et al, 2004).

Uno studio australiano sulla sensibilita batterica al Tea Tree Oil ¢ stato condotto su
193 ceppi di batteri anaerobici isolati da pazienti con varie infezioni all'interno del
cavo orale e delle vie respiratorie. La suscettibilita (MIC) degli anaerobi ¢ stata
determinata mediante tecnica di diluizione su piastra in agar Brucella integrato con
sangue di pecora defibrinato al 5%, menadione ed emina. L’esame ¢ stato condotto
mediante coltivazione su superficie di agar con varie concentrazioni di olio di
Melaleuca o senza olio. L'incubazione delle piastre ¢ stata eseguita in barattoli
anaerobici in condizioni anaerobiche a 37 © C per 48 h.

La MIC ¢ stata definita come le concentrazioni piu basse dell'olio essenziale che
inibiscono completamente la crescita dei batteri anaerobici.

I risultati dei test indicano che tra i batteri Gram-negativi i piu sensibili all'olio
essenziale erano i ceppi delle specie Veillonella e Porphyromonas.

L'olio essenziale a basse concentrazioni (MIC nell'intervallo = 0,12 - 0,5 mg / mL) ha
inibito la crescita di ceppi dell'80% e del 68%.

I meno sensibili erano i1 ceppi del genere Tannerella, Parabacteroides e Dialister
(MIC 1.0 - 2.0 mg / mL). Nel caso dei batteri anaerobi Gram-positivi, l'olio
dell'albero del t¢ era il piu attivo nei confronti dei ceppi di cocchi del genere
Anaerococcus € Ruminococcus con MIC nell'intervallo = 0,12 - 0,5 mg / mL o dei
ceppi di bastoncelli del genere Eubacterium e Eggerthella con MIC = 0,25 mg / mL.
Tra 1 bastoncini Gram-positivi, 1 meno sensibili erano 1 ceppi del genere

Bifidobacterium con MIC = 2,0 mg / mLO00.
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L'olio dell'albero del t¢ risultava essere piu attivo sui batteri anaerobici Gram-positivi

che su quelli Gram-negativi (Zidtkowska-Klinkosz M. et al, 2016).

Inoltre, nello studio condotto da Graziano et al. hanno stabilito che 1’olio essenziale
dell'albero  del t¢  riduce la  crescita dei  batteri  responsabili
dell'alitosi: Porphyromonas gingivalis (MIC e MBC = 0,007%) e Porphyromonas
endodontalis (MIC = 0,007% e MBC = 0,5%).

L'elemento piu importante dello studio ¢ stata la scoperta che I’olio essenziale non
solo inibisce la crescita dei batteri responsabili dell'alitosi che porta a disagio sociale
e personale, ma limita anche la produzione di composti solforati volatili come H>S
(acido solfidrico) di P. gingivalis e CH3SH (metantiolo) di P. endodontalis (Shah G.
et al, 2017).

2.2 Attivita antifungina

La maggior parte di studi, in particolare 1 primi presenti nella letteratura scientifica,
evidenziano la Candida albicans come test-modello per le varie sperimentazioni.

Le principali affezioni fungine a livello orale sono causate dalla crescita
incontrollata, a livello del cavo orale e della gola, di questo fungo sopracitato.

Esso ¢ naturalmente presente nel corpo umano ed ¢ generalmente innocuo poiché
I’equilibrio microbico orale, presente in condizioni di salute, impedisce al fungo di
far scaturire una proliferazione patologica dando cosi luogo alla condizione nota
come candidosi.

Uno studio condotto da Hammer K. et al del 2003 ha cercato di conoscere a fondo la
capacita antifungina del Tea Tree Oil e in esso includevano un totale di 14 isolati
fungini che sono stati ottenuti dalla Discipline of Microbiology presso 1'Universita
dell'Australia occidentale. Gli isolati fungini di riferimento erano Candida albicans,
C.  parapsilosis,  Saccharomyces  cerevisiae , Trichosporon sp., Rhodotorula
rubra , Epidermophyton floccosum , Microsporum canis , Trichophyton
mentagrophytes . interdigitale , T. mentagrophytesvar. mentagrophytes , Aspergillus

niger , A. flavus , A. fumigatus e Penicillium sp.
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L’attivita ¢ stata studiata mediante microdiluizione e macrodiluizione di brodo e
metodi di uccisione del tempo.

I componenti che mostravano la maggior attivita, con concentrazioni minime
inibitorie e concentrazioni minime fungicide di <0,25%, erano terpinen-4-
olo, a -terpineolo, linalolo, o -pinene e f -pinene, seguiti da 1,8-cineolo.

I componenti rimanenti hanno mostrato un'attivita leggermente inferiore e hanno
valori compresi tra 0,5 e 2%, ad eccezione del f -mircene che non ha mostrato

attivita rilevabile (Hammer KA, 2003).

L’analisi di numerosi studi scientifici ha permesso di individuare i valori di MIC e
MFC (concentrazioni fungicide minime) per numerose specie fungine, compresa in
particolare la Candida albicans al quale verra posta maggior attenzione visto il
coinvolgimento a livello orale.

Il valore di concentrazione minima inibente per questo fungo va da 0,06 a 8% mentre

la concentrazione fungicida minima ¢ compresa tra 0,12-1% (Carson CF, 2006).

Numerosi studi recenti hanno approfondito I’efficacia dell’olio nel prevenire e
contrastare infezioni da C. albicans.

Nello studio condotto da Pachava KR et al sono stati preparati 10 dischi campione
incorporati con olio dell'albero del té in rivestimenti morbidi (St) e senza olio
dell'albero del te (S). Questi dischi sono stati inoculati con sospensione di candida
albicans per valutare la crescita dei funghi e sono stati risciacquati con acqua sterile
per rimuovere gli organismi superficiali attaccati in modo lasco. I lieviti attaccati
sono stati misurati inoculandoli su agar saboraud. I dischi trattati e di controllo sono
stati conservati in acqua distillata per 1, 30, 60 giorni e lavati giornalmente con
cotone bagnato. I dati tra i dischi trattati e quelli di controllo sono stati confrontati
applicando il t-test.

I risultati hanno suggerito che c'era una differenza significativa tra le unita formanti
colonie (CFU) medie per mm?per il rivestimento morbido con TTO e il
rivestimento di controllo non trattato in ogni intervallo di tempo a 1, 30 e 60
giorni. La colonizzazione era inferiore nei dischi combinati TTO rispetto ai dischi di

controllo (p = 0,001) (Figura II).

26



Statisticamente non ¢ stata trovata alcuna differenza significativa nelle CFU dei
dischi di controllo dopo la conservazione in acqua fino a 60 giorni. La crescita di C.
albicans e stata significativamente inibita fino a 60 giorni nei dischi trattati dopo la
conservazione in acqua distillata e il lavaggio quotidiano con cotone umido per un

minuto (Pachava KR, 2015).

Figura II — Mostra meno unita che formano colonie intorno al pozzo con olio di Melaleuca.

Un recente studio condotto da Mertas et al. aveva come obiettivo quello di valutare
I’attivita del fluconazolo su 32 ceppi clinici di Candida albicans resistenti a
fluconazolo dopo la loro esposizione a concentrazioni di Tea Tree Oil.

I primi studi in vitro sulla sensibilita di Candida spp. al TTO hanno dimostrato che il
TTO ¢ altamente attivo contro questi microbi inclusi i ceppi resistenti agli azoli, per i
quali i MIC del TTO variavano dallo 0,25% allo 0,5% (Mondello F. et al, 2003;
Mondello F. et al, 2006)

Per il C. albicans ceppi resistenti sia al fluconazolo che all'itraconazolo, le MIC TTO
variavano dallo 0,25 all'l,0%, la MIC TTO spera 0,5% e la MIC TTO 99 era 1%
(Bagg J. Et al, 2005).

Un altro studio ha mostrato che tre ceppiclinici di C. albicans resistenti al
fluconazolo presentavano MIC TTO molto basse (0,15% per due ceppi e 0,07% per il
terzo ceppo) (Traboulsi RS. Et al, 2007).

Gli esperimenti eseguiti nello studio di Mertes confermano i risultati degli studi

pubblicati in precedenza in quanto tutti i ceppi di C. albicans resistenti al fluconazolo
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testati erano sensibili all’olio dell’albero del té. Le MIC dell’olio erano basse,
comprese tra 0,06% e 0,5%. L'attivita antimicrobica ¢ attribuita principalmente al

terpinen-4-olo, il principale componente bioattivo presente nel TTO.

I valori MIC determinati per terpinen-4-olo erano molto bassi, compresi tra 0,06% e
0,25%. Cio dimostra che C. albicans non mostra resistenza crociata agli agenti TTO

e azolici (Mertas A. et al, 2015).

Sono stati effettuati anche studi sperimentali su topi immunosoppressi infettandoli
con C. albicans. La loro lingua manifestava sintomatologia inflammatoria entro 24
ore dall’infezione. Il trattamento orale con 50uL di 40mg/mL di terpinen-4-ol dopo 3
ore ha chiaramente soppresso I’aumento dei parametri inflammatori evidenziando

I’efficacia del TTO contro la candidosi (Ninomiya K et al, 2013).

2.2.1 Meccanismo d’azione

Analogamente ai risultati ottenuti per il meccanismo d’azione che sta alla base
dell’attivita antibatterica del Tea Tree Oil, I’alterazione della permeabilita delle
cellule si verifica anche per i1 funghi.

Il trattamento di C. albicans con TTO allo 0,25% ha determinato 1'assorbimento di
ioduro di propidio dopo 30 minuti e dopo 6 ore si ¢ verificata una colorazione
significativa con blu di metilene e perdita di materiali che assorbono la luce a 260
nm. La fluidita della membrana dopo [D’applicazione dell’olio viene infatti
notevolmente aumentata (Cox SD, 2001; Hammer KA, 2004).

Il Tea Tree Oil inibisce anche la respirazione di C. albicans in maniera dose-
dipendente (Cox SD, 2000).

La respirazione risulta inibita di circa il 95% dopo il trattamento con TTO all’1% e di
circa i1 40% dopo il trattamento ad una concentrazione di olio dello 0,25% (Inouye S.
et al, 1998).

Il TTO inoltre inibisce l'acidificazione media indotta dal glucosio da parte di C.
albicans , C. glabrata e Saccharomyces cerevisiae.

L'acidificazione media si verifica mediante 1'espulsione dei protoni da parte della
membrana plasmatica ATPasi che ¢ alimentata dallATP derivato dai

mitocondri. L'inibizione di questa funzione suggerisce che il plasma e/o le membrane
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mitocondriali sono state influenzate negativamente. Questi risultati sono coerenti con
un meccanismo proposto di azione antifungina in base al quale il TTO provoca
cambiamenti o danni al funzionamento delle membrane fungine.

Questo meccanismo proposto ¢ ulteriormente supportato dal lavoro che mostra che il
terpene eugenolo inibisce la respirazione mitocondriale e la produzione di energia
(Cotmore JM et al, 1979).

Ulteriori studi hanno dimostrato che quando le cellule fungine di C.albicans vengono
trattate con dietilstilbestrolo, una molecola di sintesi usata negli anni Settanta per la
prevenzione dell’aborto, I’inibizione dell’ATPasi della membrana plasmatica ha
causato una suscettibilita maggiore al TTO rispetto alle cellule controllo, suggerendo
cosi il ruolo dell’ATPasi della membrana nella protezione della cellula contro gli

effetti dell’olio (Hammer KA et al, 2004).

I TTO inibisce anche la formazione dei tubi germinali, ossia la conversione
miceliale. Due studi hanno dimostrato che la formazione del tubo ¢ stata inibita
completamente in presenza di TTO ad una concentrazione allo 0,25% e 0,125%.
Inoltre € stato osservato che il trattamento con 0,125% di TTO ha determinato una
tendenza delle blastospore a cambiare morfologia su periodo di prova di 4 ore.
Queste cellule stavano crescendo attivamente ma non stavano formando tubi
germinali, il che implica che la morfogenesi ¢ specificamente inibita, piuttosto che
tutta la crescita & stata inibita. E interessante notare che l'inibizione della formazione
del tubo germinale si ¢ dimostrato reversibile, poiché le cellule erano in grado di

formare tubi germinali dopo la rimozione del TTO (D’auria FD et al, 2001; Hammer

KA, 2000).

2.3 Attivita antivirale

L’olio essenziale di M. alternifolia ¢ stato studiato anche per la sua capacita nel
contrastare infezioni virali.
La prima attivita antivirale del TTO ¢ stata dimostrata utilizzando il virus del

mosaico del tabacco e piante di tabacco.
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Nelle prove con Nicotiniana glutinosa, le piante sono state irrorate con 100, 250 o
500 ppm di TTO o soluzioni di controllo e sono state quindi infettate
sperimentalmente con il virus del mosaico del tabacco.

Dopo 10 giorni, c'erano significativamente meno lesioni per centimetro quadrato di

foglia nelle piante trattate con TTO rispetto ai controlli (Bishop CD, 1995).

Successivamente Schnitzler er al. hanno esaminato l'effetto antivirale dell'olio
dell'albero del t¢ australiano e dell'olio di eucalipto contro il virus dell'herpes
simplex.

Gli effetti del TTO sono stati studiati incubando virus con varie concentrazioni di
TTO e quindi utilizzando questi virus trattati per infettare monostrati cellulari. Dopo
4 giorni, il numero di placche formate dal virus trattato con TTO e dal virus di
controllo non trattato ¢ stato determinato e confrontato. La concentrazione di TTO
che inibisce il 50% della formazione della placca ¢ stata dello 0,0009% per 'HSV di
tipo 1 (HSV-1) e dello 0,0008% per I'HSV-2, rispetto al gruppo controllo.

Questi studi hanno anche mostrato che alla concentrazione piu alta dello 0,003%, il
TTO ha ridotto i titoli di HSV-1 del 98,2% e 1 titoli di HSV-2 del 93,0%. Inoltre,
applicando il TTO in differenti fasi del ciclo replicativo del virus, ¢ stato confermato
che il TTO ha maggiore effetto sul virus libero (prima dell'infezione delle cellule)

(Schnitzler P. et al, 2001).

Un altro studio ha valutato l'attivita di 12 oli essenziali, compreso il TTO, per
l'attivita contro HSV-1 nelle cellule ed ¢ stato riscontrato che il TTO esercita la
maggior parte della sua attivitd antivirale sul virus libero, con I'1% di olio che
inibisce completamente la formazione di placca e lo 0,1% di TTO che riduce la
formazione di placca di circa il 10%. Il pretrattamento delle cellule Vero prima
dell'aggiunta del virus o il post-trattamento con TTO allo 0,1% dopo l'assorbimento
virale non ha alterato in modo significativo la formazione della placca (Minami M. et

al, 2003).

Astani A. et al nel 2010 ha esaminato I’attivita antivirale in vitro dei composti

principali dell’olio essenziale di M. alternifolia contro il virus dell’herpes simplex 1.
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Il risultato ha permesso di scoprire che questi oli essenziali sono stati in grado di
ridurre l'infettivita virale sopra il 96% ed i monoterpeni hanno inibito I'HSV di circa
1’80%.

Tra 1 composti analizzati, gli idrocarburi monoterpeni erano leggermente superiori
agli alcoli monoterpenici nella loro attivita antivirale, I'a - pinene e l'a - terpineolo
hanno rivelato il piu alto indice di selettivita. Tuttavia, miscele di diversi
monoterpeni presenti nell'olio essenziale di Melaleuca hanno rivelato un indice di
selettivita dieci volte superiore e una tossicita inferiore rispetto ai suoi monoterpeni

singoli isolati (Astani A. et al, 2010).

Un recentissimo studio invece ha valutato il meccanismo d’azione con il quale agisce
I’olio essenziale in quei virus ormai resistenti a terapie standard con aciclovir e altri
farmaci sintetici.

Il virus dell’Herpes Simplex ¢ risultato suscettibile a molti oli essenziali compreso il
Tea Tree Oil

Mentre alcuni oli e composti essenziali mostrano un'attivita virucida diretta o
inibiscono la replicazione intracellulare, molti oli essenziali e composti interagiscono
con le particelle di HSV inibendo cosi I'adsorbimento cellulare. I ceppi di HSV
resistenti agli Aclovir sono anche sensibili agli oli essenziali poiché la loro modalita
di azione ¢ diversa dalla droga sintetica.

Naturalmente ¢ necessario condurre ancora altri studi sperimentali in merito per
esplorare il pieno potenziale dei diversi oli essenziali per il trattamento topico delle

infezioni erpetiche (Schnitzler P, 2019).

2.4 Attivita antinfiammatoria e immunostimolante

I1 lavoro in vitro svolto nell’ultimo Ventennio, ha permesso di dimostrare che il Tea
Tree Oil influisce su una serie di risposte immunitarie, sia in vitro che in vivo

(Carson CF et al, 2006).

Infatti, i componenti idrosolubili dell’olio a concentrazioni equivalenti allo 0,125%
sono in grado di inibire la produzione di prodotti dell’infiammazione da parte dei

lipopolisaccaridi come il fattore di necrosi tumorale alfa (TNF-a), ’interleuchina-1p3
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(IL-1pB) e I'interleuchina-10. Questi sono stati ridotti del 50% dopo 40 ore, mentre la

prostaglandina E » di circa il 30%.

Un ulteriore esame ¢ stato condotto in questo studio ossia la gascromatografia /
spettrometria di massa ha identificato terpinen-4-olo (42%), a-terpineolo (3%) e 1,8-
cineolo (2%, rispettivamente, dell'olio dell'albero del t¢) come componenti principali
idrosolubili dell'olio dell'albero del te.

Quando questi componenti sono stati esaminati individualmente, solo il terpinen-4-
olo ha soppresso pero la produzione dopo 40 ore di TNFalpha, IL-1beta, IL-8, IL-10
e PGE2 da parte dei monociti attivati da LPS (Hart PH et al, 2000).

La frazione idrosolubile dell'olio dell'albero del t¢ non ha avuto alcun effetto
significativo sulla produzione di superossido stimolata da agonisti da parte dei
neutrofili, ma la produzione di superossido stimolata da agonisti da parte dei
monociti € stata soppressa in modo significativo e dose-dipendente.

Quando esaminato il terpinen-4-olo ha soppresso significativamente la produzione di
superossido stimolata da fMLP' e LPS ma non da PMA?; lalfa-terpineolo ha
soppresso in modo significativo la produzione di superossido stimolata da fMLP,
LPS e PMA mentre 1’1,8-cineolo era risultato senza effetto.

Questo suggerisce che 1 componenti dell'olio dell'albero del té sopprimono la
produzione di superossido da parte dei monociti, ma non dei neutrofili, suggerendo il
potenziale per la regolazione selettiva dei tipi di cellule da parte di questi componenti
durante l'inflammazione (Brand C. et al, 2001).

Al contrario invece, in un lavoro simile, il TTO ¢ stato in grado di ridurre la

produzione di specie reattive dell'ossigeno sia da parte dei neutrofili che dei monociti

' fMLP ¢ l’acronimo di N- Formilmetionil-leucil-fenilalanina, un tripeptide con funzione

chemiotattica dei leucociti polimorfonucleati (PMN) ed ¢ anche un macrofago attivatore (Panaro MA,
Mitolo V, 1999).

2 Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA), noto anche come 12-O-tetradecanoylphorbol 13-acetato
(TPA), ¢ un attivatore specifico di Protein Kinase C (PKC) e quindi attiva il fattore nucleare-kappa B
(NF-xB). NF-xB ¢ un fattore di trascrizione che regola numerose funzioni fisiologiche ed ¢ coinvolto
nella patogenesi di varie malattie. E stato identificato come un potenziale bersaglio terapeutico nei
processi inflammatori, cancro e malattie autoimmuni (Hellweg C.E. et al, 2006).
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stimolati e stimola anche la produzione di specie reattive dell'ossigeno da parte di

neutrofili e monociti non innescati (Caldefie-Chézet F et al, 2004).

In vivo, ¢ stato dimostrato che 1’olio applicato localmente modula I'edema associato
alla fase efferente di una risposta di ipersensibilita da contatto nei topi.

Quando l'effetto del TTO sulle reazioni di ipersensibilita che coinvolgono la
degranulazione dei mastociti ¢ stato esaminato nei topi, il TTO e il terpinen-4-olo
applicati dopo l'iniezione di istamina hanno ridotto l'edema cutaneo indotto
dall'istamina e il TTO ha anche ridotto significativamente il gonfiore indotto

dall'iniezione intradermica del composto (Brand C. et al, 2002).

Studi sull'uomo su pomfi e riacutizzazioni indotti dall'istamina hanno fornito ulteriori
prove a sostegno dei dati in vitro e sugli animali, con l'applicazione topica di TTO
pulito che riduce significativamente il volume del pomfo ma non l'area circostante

(Koh KJ et al, 2002).

Un altro studio ha dimostrato che il terpinen-4-olo, ma non 1'1,8-cineolo o l'o-
terpineolo, modula la vasodilatazione e lo stravaso plasmatico associati

all'inflammazione indotta dall'istamina nell'uvomo (Khalil Z. et al, 2004).

Nel 2014 sono state rivalutate le proprieta immunomodulatorie dell’olio e dei suoi
componenti utilizzando macrofagi stimolati da lipopolisaccaride. Il Tea Tree Oil ha
ridotto significativamente la produzione di IL-1pB, IL-6 e IL-10 ad eccezione del

TNF- a i cui valori sono rimasti inalterati (Noguiera MN et al, 2014).

Questi risultati contraddittori suggeriscono che l'attivita biologica del TTO dipende
dal tipo di cellula, dalla composizione e anche dalla concentrazione dell'olio

(Sandner G. et al, 2020).

Recentemente, € stato studiato l'effetto immunomodulatore
del concentrato di Melaleuca alternifolia, definito MAC.

Quest’ultimo rappresenta un prodotto raffinato derivato dall’olio essenziale che ha
concentrazioni molto basse di monoterpeni idrofobici, ma il suo componente

principale rimane il terpinene-4-olo (Sandner G. et al, 2020).
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Low et al. hanno esaminato l'effetto del MAC sull'espressione proteica in linee
cellulari simili a macrofagi.
11 concentrato va ad inibire la fosforilazione dell'inibitore delle chinasi kB (IxB)*, un

meccanismo necessario per lattivazione di NFkB *

e dei geni bersaglio a
valle. Solitamente, IkB ¢ associato a NFkB inattivo, il quale viene attivato e
rilasciato su fosforilazione IkB. Questa inibizione della traslocazione di NFkB si
traduce in una diminuzione dei livelli di alcune citochine proinfiammatorie indotte da
LPS, nonché in una ridotta espressione di iNOS’ e produzione di monossido di azoto

(Low P. et al, 2015; Taniguchi K. et al, 2017).

Un altro studio ha approfondito queste osservazioni dimostrando che il MAC, oltre
ad aver inibito la fosforilazione di IxB, ha anche aumentato la sua concentrazione nel
citosol. Lo studio ha rivelato che MAC regola positivamente l'espressione dell'eme
ossigenasi-1 (HO-1) inducendo l'attivazione e la traslocazione del fattore 2 correlato
a NF-E2 (Nrf2). Poiché la via Nrf2-HO-1 ¢ fortemente coinvolta nei processi
antinflammatori e inibisce le vie di segnalazione COX-2 e iNOS, questi risultati
suggeriscono un ruolo promettente dell’olio nel trattamento delle malattie

infiammatorie (Lee SY et al, 2017).

3 IkB chinasi (IKK) ¢ un complesso enzimatico che & coinvolto nella propagazione della risposta
cellulare all’infiammazione, in particolare nell’attivare i fattori di trascrizione del fattore nucleare
(NF-kB), aventi ruolo necessario all’immunoregolazione dei linfociti (Karin M, 2006).

4 11 fattore nucleare kB funge da perno molecolare che collega le infezioni persistenti e
I’inflammazione cronica all’aumento dell’incidenza di cancro. Esso ¢ un fattore di trascrizione che
svolge un ruolo primario nella regolazione della risposta immunitaria, inflammatoria, nell’apoptosi
cellulare e nel cancro. L’NF-kB ¢ un complesso proteico ed ¢ stato scoperto che la trascrizione del
gene per la catena leggere k delle immunoglobuline necessita di un fattore di trascrizione denominato
NF-kB o Nuclear Factor k chain transcription in B cells.

In forma inattiva esso si trova nel citosol legato attraverso legame diretto con un inibitore specifico
(IkB). Si attiva mediante segnali extracellulari come la stimolazione della risposta immunitaria la
quale provoca un distacco dell’inibitore. Da cid segue il trasferimento nel nucleo dove si lega a
specifici siti del DNA regolando la trascrizione (Gilmore TD, 1999; Taniguchi K. et al, 2017).

5> La sintetasi inducibile dell’ossido nitrico (iNOS) ¢ un meccanismo dei macrofagi per produrre
radicali liberi. L’iNOS catalizza la conversione dell’arginina in citrullina, con conseguente liberazione
di ossido nitrico diffusibile a livello dei fagosomi e pud combinarsi con il perossido d’idrogeno
generando radicali perossinitrici altamente reattivi (Green SJ et al, 1994).
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Budhiraja et al. hanno evidenziato e riportato degli effetti immunostimolatori del
TTO. Lo studio ha dimostrato che sia il TTO che il terpinen-4-olo inducono in modo
simile la differenziazione dei mielociti immaturi in monociti fagocitanti attivi e
aumentano l'espressione di CDI11b, un recettore che ¢ parzialmente responsabile

della fagocitosi dei batteri e dei funghi da parte dei leucociti.

Sebbene siano state condotte diverse ricerche sugli effetti immunoinibitori del TTO,
si sa ancora poco sul suo potenziale come agente immunostimolante (Budhiraja S. et

al, 1999).
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CAPITOLO III: EFFICACIA E APPLICAZIONE DEL
TEA TREE OIL IN IGIENE DENTALE

A causa delle sue numerose capacita, questo olio trova numerosi impieghi che vanno

dalla cura della persona alla pulizia della casa.

Viste le sue proprieta antimicrobiche viene utilizzato per la purificazione degli
ambienti o delle superfici domestiche piuttosto che per contrastare i primi sintomi
influenzali come sinusite, bronchite. L’applicazione di Tea Tree Oil ¢ efficace anche
per prevenire e curare candida e cistite, ostacolare la forfora od in caso di dermatite
seborroica. Viene impiegata contro le impurita della pelle come I’acne, come rimedio
naturale contro il piede d’atleta, ed ¢ valido nel contrastare la micosi delle unghie e
come lenitivo in caso di punture d’insetto (Pazyar N. et al, 2013; Christoph F. et al,
2001; Loose M. et al, 2020; Hammer KA, 2015; Hartman-Adams H. et al, 2014;
Misner BD, 2007).

Anche in ambito odontoiatrico il Tea Tree Oil puo risultare efficace, viste le sue
proprieta precedentemente descritte, per trattare problematiche orali, quali gengiviti,

tasche parodontali, ascessi, herpes simplex virus, afte e stomatiti.

Per poter valutare I’efficacia dell’olio dell’albero del t¢ ¢ necessario porre a
confronto sperimentalmente gli effetti derivati da un trattamento con ausilio di Tea
Tree Oil rispetto alla molecola di elezione maggiormente utilizzata nella pratica

clinica odontoiatrica, la clorexidina.

3.1 Clorexidina: caratteristiche e criticita

La clorexidina ¢ ritenuta una dei migliori antisettici di cui si possa disporre in campo
chirurgico e per la profilassi delle infezioni del cavo orale.
Essa fu sintetizzata per la prima volta nel 1940 dalle Imperial Chemical Industries

inglesi cercando di produrre degli analoghi sintetici del proguanil, un principio attivo
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di indicazione specifica nella chemioprofilassi della malaria (Seymour Stanton
Block, 2001).

In campo odontoiatrico, venne studiata I’inibizione della formazione della placca da
parte della clorexidina nel 1969 da Schroeder, ma fu lo studio di Loe e Schiott del
1970 a definire la validita della molecola nel campo dell’antisepsi orale. Questo
studio dimostro che gli sciacqui per 60 secondi, due volte al giorno, con 10mL di
soluzione gluconata allo 0,2%, erano in grado di inibire la formazione di placca
batterica e lo sviluppo di gengivite.

Nel corso degli ultimi 50 anni, numerosi studi hanno permesso di confermare la
clorexidina come gold standard in campo odontoiatrico (Steinberg D, Rothman M,

1996; Gomes BP et al, 2013).

La clorexidina (CHX) ¢ un composto biguanidico costituita da molecole simmetriche
consistenti di quattro anelli clorofenilici e due gruppi biguanidici collegati da un
ponte centrale esametilenico (Greenstein et al. 1986).

Essa ¢ una molecola idrofobica e lipofila a carica positiva che interagisce con i
fosfolipidi e i1 lipopolisaccaridi sulla membrana cellulare dei batteri (Athanassiadis et
al. 2007).

Il suo meccanismo d’azione determina l’alterazione della struttura della membrana
batterica a cui si lega grazie alla sua elettronegativita. Questa alterazione causa la
precipitazione e la coagulazione dei componenti intracellulari citoplasmatici con
conseguente distruzione batterica (Walker, 1988).

L’attivita battericida ¢ data dall’azione diretta che svolge la molecola sulla
membrana cellulare con effetto a concentrazione-dipendente che si esplica con una
conseguente perdita dei componenti citoplasmatici fino ad arrivare alla denaturazione
proteica (Del Tacca, 2003).

Infatti, a basse concentrazioni, ossia formulazioni dello 0,06% e del 0,12%,
determina un aumento della permeabilita cellulare con conseguente dispersione dei
componenti intracellulari incluso il potassio mentre ad alte concentrazioni (0,20%,
0,30% e 1%) causa precipitazione del citoplasma batterico con necrosi cellulare.

la molecola cationica della clorexidina ¢ attratta dalla carica negativa della superficie

batterica. questo provoca l’assorbimento e il forte legame con i componenti di
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membrana contenenti fosfato. E’ cosi che viene alterata I’integrita della membrana e
la CHX viene attratta verso I’interno della cellula. La molecola lega i fosfolipidi di
membrana, aumentando la permeabilita della cellula e la fuoriuscita di molecole a
basso peso molecolare come gli ioni potassio (Kuyyakamond T et al, 1992).

In questa fase, gli effetti della clorexidina sono reversibili, in quanto la
concentrazione ¢ bassa e l’effetto ¢ batteriostatico. I cambiamenti a livello delle
strutture citoplasmatiche sono di minima entita.

Ad alte concentrazioni il legame con le molecole a basso peso molecolare cade, con
coagulazione e precipitazione citoplasmatica che si traduce in formazione di fosfati
complessi come adenosintrifosfato o acidi nucleici. Questo effetto battericida ¢

invece irreversibile (Gomes et al, 2003).

La clorexidina ha un ampio spettro di attivita che comprende batteri Gram-positivi e
Gram-negativi, lieviti, dermatofiti e alcuni virus lipofili (Denton GW, 1991).

Essa infatti nel cavo orale ¢ prontamente assorbita da tutte le superfici, compresa la
pellicola acquisita. Quest’ultima ¢ un biofilm protettivo che ricopre la superficie
coronale del dente ed ¢ dovuta alla precipitazione delle gliocoproteine salivari.

La pellicola presente sulle superfici dentali forma una barriera di difesa per i
microrganismi aderenti ad essa, oltre al fatto che gli stessi batteri presenti nella
placca possono subire delle modificazioni fenotipiche a causa della stretta adesione
con le varie specie, aumentando la propria resistenza ai farmaci.

Quindi la capacita di penetrare in tutte le superfici, compreso il biofilm, fa della
clorexidina un antisettico in grado di colpire sia i batteri fluttuanti liberi nel cavo
orale, sia quelli all’interno nel biofilm, generalmente piu resistenti agli antimicrobici

(Kornman KS, 1986).
Nell’utilizzo a livello orale della molecola, sono noti gli effetti collaterali quali:

- Pigmentazione bruna della superficie dei denti, del dorso della lingua e dei
materiali da restauro (Dumitrescu AL, 2010);
- Alterazione del gusto (disgeusia), in particolare del salato (Lang et al, 1988);

- Deposito di placca (Jones CG, 2000).
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Ecco perché, negli ultimi decenni, i ricercatori hanno cercato un'alternativa a questa
molecola, in modo che problematiche connesse al cavo orale potessero essere risolte

senza alcuna limitazione o complicazione, dovuta all'uso del farmaco nel tempo

(Kamath NP et al, 2020).

3.2 Tea Tree Oil versus Clorexidina in condizioni di salute orale

L’applicazione dell’olio essenziale di Melaleuca alternifolia pud essere un alleato
della salute orale viste le sue numerose proprieta che vanno ad agire a livello del

microbiota orale con azione antibatterica, antiplacca e anticarie.

Uno dei piu recenti studi ¢ stato condotto su 152 bambini in eta scolare tra gli 8 e 14
anni in condizioni di salute gengivale. L’ obiettivo dello studio era valutare I’efficacia
di piu collutori per il mantenimento della salute orale e la diminuzione del rischio di

carie andando ad analizzare i cambiamenti qualitativi salivari.

I soggetti furono divisi in gruppi in base alla tipologia di collutorio che veniva loro
fornita: il Gruppo 1 riceveva un collutorio con Aloe Vera, Gruppo 2 clorexidina,
Gruppo 3 olio dell’albero del t¢ e Gruppo 4 placebo. Le variabili dello studio
registrate includevano l'indice di placca di Silness e Loe (1964), indice gengivale di
Loe e Silness (1967), e I'analisi microbiologica per determinare il conteggio di S.
mutans salivare che sono stati registrati al basale, 4 settimane dopo il risciacquo

sorvegliato della bocca e dopo 2 settimane dall'interruzione del risciacquo orale.

Per il Gruppo 1, 2 e 3 si ¢ verificato un notevole miglioramento dei valori di indice di
placca, di indice gengivale (Tabella 6) e di conteggio di S. mutans. Alla fine del
periodo di lavaggio di 2 settimane, un aumento del punteggio della placca e
dell’indice gengivale ¢ stato osservato in tutti i gruppi se confrontato con i punteggi
dopo 4 settimane di colluttorio. Tuttavia, lo S. mutans non ha mostrato un aumento

significativo durante lo stesso periodo.
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TABELLA 6.

Indice di placca e gengivale nei quattro gruppi e nei tre momenti di valutazione.

Group Baseline After 4 weeks of After 2 week
Meanscore + mouthwash washout period
SD Meanscore = SD Meanscore = SD
Plaque index I 1.52+0.24 0.33+0.13 0.42+0.14
II 1.46+0.26 0.27+0.11 0.39+0.10
111 1.49+0.27 0.32+0.12 0.41£0.11
v 1.48+0.27 1.40+0.23 1.46+0.23
I 1.14+0.12 0.23+0.09 0.33+0.09
Gengival II 1.12+0.13 0.23+0.09 0.32+0.08
index 111 1.14+0.16 0.23+0.10 0.31+0.10
v 1.14+0.18 1.07+0.21 1.15+0.20

La differenza nelle variabili tra i gruppi che utilizzavano Aloe Vera, Tea Tree Oil e
Clorexidina non era statisticamente significativa per cui sia ’Aloe Vera che il Tea
Tree Oil sono stati in grado di mantenere la salute orale e migliorare gli indici di

riferimento (Kamath NP et al, 2020).

Arweiler NB et al nel 2000 pubblicarono uno studio condotto su solo 8 soggetti in
cui vennero posti a confronto la capacita del Tea Tree Oil rispetto alla clorexidina
sulla formazione e sulla vitalita della placca sopragengivale in totale assenza di
spazzolamento. L'olio dell'albero del t¢ non era stato in grado di ridurre in modo
significativo né i1 parametri clinici né la vitalita della flora della placca. Per cui, alla
luce di questi risultati, era evidente che I’olio non avesse prodotto effetti positivi se
non associati a manovre meccaniche quotidiane di igiene orale (Arweiler NB et al,
2000). Alla ricerca di collutori alternativi senza alcool, Rahman B et al nel 2014
hanno confrontato gli effetti antiplacca e antigengivite del collutorio TTO all’1,5%
con il collutorio a base di cetilpiridinio cloruro (CPC) allo 0,05%. Un collutorio

CHX 0,12% (contenente il 10% di alcol) e un placebo sono stati usati rispettivamente
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come controlli positivi e negativi. Questa sperimentazione ha coinvolto 20 soggetti
sani, i quali hanno ricevuto il Giorno 1 un controllo orale dei tessuti duri e molli e
una profilassi professionale. I volontari, come nel precedente studio, hanno dovuto
sospendere per 5 giorni le manovre di spazzolamento in associazione all’utilizzo due
volte al giorno del collutorio prescritto. In questo caso pero, tutti e quattro i collutori
sono stati in grado di ridurre significativamente i punteggi di indice di
sanguinamento gengivale anche se 1 collutori a base di CHX e CPC sono risultati piu
efficaci nel ridurre 1 punteggi di indice di placca rispetto ai collutori TTO e PLB

(Rahman B et al, 2014).

Un altro studio del 2014 ha valutato I’azione antiplacca e antigengivite che puo dare
un collutorio a base di olio essenziale di albero del teé, chiodi di garofano e basilico.
Quaranta soggetti sono stati presi in esame per un periodo di tempo di 21 giorni. Ai
pazienti del gruppo di prova ¢ stato somministrato un collutorio a base di erbe di
nuova formulazione e ai pazienti del gruppo di controllo ¢ stato somministrato un
collutorio EO disponibile in commercio. L'indice di placca (PI), I'indice gengivale
(GI) e l'indice di attacco marginale papillare (PMA) sono stati registrati al basale, 14
giorni e 21 giorni. Le unita formanti colonie microbiche (CFU) sono state valutate al
basale e 21 giorni. In entrambi i due gruppi si € verificato un miglioramento degli
indici valutati, per cui ¢ stato dedotto che il collutorio a base di erbe risultava essere

utile come agente antiplacca e antigengivite (Kothiwale SV et al, 2014).

I TTO determina anche una minore formazione di placca, come riportato da
Takarada et al che hanno dimostrato che il TTO ¢ in grado di inibire 1'adesione di S.

mutans € Porphyromonas gingivalis (Takarada K et al, 2004) .

Un altro studio sperimentale del 2017 ha valutato I’influenza del principio attivo del
Tea Tree Oil, ma a differenza degli studi sopracitati, in questo caso ¢ stata utilizzata
come formulazione il dentifricio e associato all’estratto etanolico di propoli polacca
(EEP). In base alla valutazione degli indici di riferimento ¢ stata nuovamente
confermata la capacita di mantenere I’equilibrio del microbioma orale mediante
questi principi attivi naturali. Questo ¢ stato dedotto dalla capacita, nel gruppo con
dentifricio a base di EEP e TTO, di ridurre notevolmente gli indici valutati nelle

varie fasi di sperimentazione (Piekarz T et al, 2017).
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L’olio dell’albero del te ¢ stato inoltre confrontato con le potenzialita, a livello orale,
di una soluzione al 2,5% di aglio su 30 soggetti in uno studio condotto nel 2002. Sia
la soluzione a base di aglio che clorexidina e 1'olio dell'albero del t¢ hanno causato un
riduzione dei conteggi di streptococchi salivari mutans, ma solo la soluzione a base
di Tea Tree Oil ha permesso di ridurre i livelli anche di altri microrganismi orali. Gli
autori dello studio hanno spiegato questo risultato per il fatto che la clorexidina

risulta essere maggiormente attiva verso gli S. mutans che verso altri batteri orali.

TABELLA 7.

Giudizi ed effetti (%) dell’assunzione di tre diversi collutori (clorexidina, TTO e

aglio).

Clorexidina | Olio di Melaleuca | Aglio
Sapore sgradevole % 40 30 100
Sensazione di bruciore % 40 60 100
Alitosi % 40 20 90
Nausea % 0 10 30

Il riscontro ottenuto dai soggetti sull’utilizzo dei vari prodotti (Tabella 7) esclude
I’aglio per il suo sapore molto forte e sgradevole associato anche alla forte
manifestazione di bruciore, alitosi e nausea.

Potenzialmente pero, sia 1’olio essenziale di Melaleuca che 1’aglio, sono validi

sostitutivi della clorexidina (Groppo FC et al, 2002).

L’effetto antimicrobico del TTO ¢ stato supportato anche in uno studio su 30 pazienti
ortodontici. Un gruppo ha utilizzato gel di Melaleuca per 7 giorni, mentre il secondo
gruppo ha utilizzato Colgate Total. Dopo una settimana di utilizzo sono stati rilevati
indici come I’indice di placca, la carica batterica e 1’analisi sensoriale (aspetto,
colore, odore, luminosita, viscosita e prima sensazione gustativa). Ai volontari ¢ stato
chiesto di tornare alle loro abitudini di igiene dentale per 15 giorni. Dopodiche, il
gruppo 1 ha iniziato a usare Colgate Total e il gruppo 2 ha iniziato a usare il gel
Melaleuca, con le stesse procedure di valutazione della prima settimana.

Nella conta dei batteri e nella divulgazione clinica, il gel di Melaleuca ¢ stato piu

efficace nel ridurre il biofilm e il numero di colonie batteriche mentre i1 dati della
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valutazione sensoriale hanno premiato Colgate Total per il suo sapore piu delicato

(Santamaria M Jr et al, 2014).

Le conclusioni di questi studi sono nuovamente riconfermate da Song YM et al i
quali hanno confermato nel loro studio gli effetti antimicrobici in vitro del TTO su S.
mutans, sia durante la crescita planconica che nei biofilm, rispetto allo 0,2% di
CHX. L'effetto del TTO infatti ¢ stato lo stesso di 0,2% di CHX (Song YM et al,
2020).

3.3 Tea Tree Oil versus Clorexidina in condizioni di malattia parodontale

Sono ancora quantitativamente pochi gli studi 1 quali vanno a dimostrare I’efficacia
dell’olio dell’albero del t¢ ponendolo a confronto con I’efficacia del gold standard in
ambito odontoiatrico ma la maggior parte di studi sperimentali rilevati nella

letteratura scientifica sono per lo piu recentissimi.

Le malattie parodontali (gengiviti e parodontiti) sono un continuum della stessa
malattia (Kinane & Attstrom, 2005). Entrambi sono malattie inflammatorie di origine
microbica come conseguenza dell'accumulo di placca dentale nel margine gengivale
e al di sotto del margine gengivale, che ¢ associato ad una risposta immunitaria
inflammatoria distruttiva (Lindhe, Hamp, & Harald, 1973; Loe, Anerud, Boysen, &
Morrison, 1986).

Il Tea Tree Oil ¢ stato applicato in condizioni patologiche orali, quali casi di malattia
parodontale, ed ¢ risultato un efficace coadiuvante nel trattamento di queste complex

diseases (Sarri S, 2016).

3.3.1 Applicazione di TTO in pazienti con gengivite

In uno studio del 2004 condotto da Soukoulis et al su 49 pazienti con grave gengivite
cronica ¢ stata valutata 1’efficacia del TTO. I soggetti sono stati assegnati in modo
casuale a tre gruppi e hanno ricevuto formulazioni di gel a base di TTO al 2,5%,
clorexidina al 0,2% o un placebo, da applicare con uno spazzolino da denti due volte

al giorno. Gli effetti del trattamento sono stati valutati utilizzando l'indice gengivale
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(GD), l'indice di sanguinamento papillare (PBI) e il punteggio di colorazione della

placca (PSS) a quattro e otto settimane.

Per quanto riguarda l'effetto antibatterico, nello studio il Tea Tree Oil si ¢ dimostrato
un potenziale riduttore della carica batterica, ma non il piu potente ed efficace. Ha
ottenuto un miglioramento dei punteggi di PBI e GI ma non ha ridotto i punteggi di
placca che tendevano ad aumentare nelle ultime settimane del periodo di studio
(Soukoulis S, Hirsch R, 2004).

Pubblicato a Febbraio 2020, Ripari F. ef al hanno posto come obiettivo del loro
studio sperimentale 1’efficacia del TTO per il trattamento della gengivite.

Lo studio si ¢ svolto tra febbraio e settembre 2019 ed ha coinvolto 42 pazienti affetti
da gengivite indotta da accumulo di placca dentale.

Il gruppo di soggetti scelti ¢ stato randomizzato e valutato al tempo T1 e dopo 14
giorni di trattamento domestico (T2).

Dopo la seduta di igiene professionale i pazienti sono stati divisi in due gruppi in
base al tipo di collutorio da utilizzare: al gruppo A fu richiesto I'impiego di
collutorio a base di Tea Tree Oil al 100% diluito in 100mL di acqua (9 gocce di TTO

puro al giorno) e al gruppo B I'utilizzo di clorexidina allo 0,12%.

I parametri valutati durante la prima visita furono I’indice gengivale GI, I’indice di
placca PI, indice di sanguinamento al sondaggio BOP, profondita di sondaggio PD e
presenza di eventuali discromie dentali.

Successivamente i soggetti sono stati sottoposti a seduta di igiene orale professionale
e istruzione sul trattamento domiciliare (l'utilizzo di uno spazzolino a setole medie
con lo stesso dentifricio per tutti i pazienti e con la stessa tecnica di spazzolatura
modificata Bass).

Dopo 14 giorni ¢ seguita la valutazione ed i risultati sono riportati nel Grafico .
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Grafico I — Confronto dei parametri di GI, PI, BOP tra gruppo A (TTO) e gruppo B (CHX)

nei due tempi di valutazione (14 giorni dopo).

Il confronto ha mostrato che 1'olio dell'albero del t¢ offriva un miglioramento nella
valutazione di PI, BOP e PD; inoltre non ha causato discromie dentali e alterazioni
del gusto.

Nel gruppo A, trattato con olio di Melaleuca, il PI medio ¢ diminuito dal 53,25 al
5,50% e il BI medio dal 38,41 al 4,22%, incluse due pazienti nel primo trimestre di
gravidanza.

Nel gruppo B, trattati con clorexidina PI medio ¢ diminuito dal 47,69 al 2,37% e BI
medio dal 32,93 al 6,28%.

Nel gruppo A, lo stato delle gengive ¢ migliorato; inoltre, non solo il sanguinamento
ma anche il rossore e I'edema delle gengive sono diminuiti (Figura III). Nel gruppo
B, lo stato gengivale ¢ migliorato, ma in alcuni casi erano ancora presenti
sanguinamento al sondaggio e gonfiore (Figura IV). La discromia dentale dovuta alla
somministrazione del collutorio non ¢ stata rilevata nel gruppo A e solo 4 pazienti su
22 hanno lamentato nausea durante i primi giorni di consumo di Tea Tree Oil a causa
del suo tipico odore.

Nel gruppo B, sono state rilevate invece discromie dentali (Figura V) dovute al
consumo di clorexidina per almeno due lati su quattro degli elementi (20%) ed ¢

stato rilevato anche il deposito di placca. Quattro pazienti si sono lamentati
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dell'alterazione delle papille gustative quando si mangiano cibi salati e piccanti. Per
cui infine a 12 pazienti non ¢ piaciuto il sapore del collutorio a causa della spiacevole
sensazione di bruciore.

Sulla base dei risultati raggiunti, si puo affermare che entrambe le sostanze sono
risultate efficaci nel trattamento della gengivite. Inoltre, I'olio dell'albero del teé si ¢
dimostrato un sostituto adatto della clorexidina nel ridurre il PD e i segni clinici di
inflammazione. Inoltre, i soggetti della sperimentazione hanno apprezzato di piu il
gusto tipico dell'olio di Melaleuca rispetto a quello della clorexidina, migliorando
anche l'alito, soprattutto se usato di prima mattina. Tutti i partecipanti hanno ottenuto
questo risultato senza alcuna alterazione del gusto, discromia dentale o deposito di

placca (Ripari F. et al, 2020).

Figura III — Soggetto del gruppo A, pre-post trattamento.
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Figura IV — Soggetto del gruppo B, pre-post trattamento.

Figura V — Discromia dentale nei soggetti post-trattamento del Gruppo B.

Studi precedenti, seppur quantitativamente ancora limitati, hanno confermato le

conclusioni di quest’ultimo studio.

Nello studio pilota, 4 x 4 randomizzato, controllato, crossover, in doppio cieco
condotto da Salvatori et al, sono stati messi a confronto I’efficacia di un collutorio
con oli essenziali, composto da timolo, mentolo, eucaliptolo, limonene, fluoruro di
sodio, zinco e xilitolo (Gruppo 1), un collutorio con clorexidina 0,12% (Gruppo 2),
un collutorio di Tea Tree Oil (TTO) (Tebodont, DrWild and Co AG, Svizzera), una

soluzione all'l,5% di olio di Melaleuca (Gruppo 3) e un collutorio placebo, preparato
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diluendo in 2 litri di acqua 100 ml di colorante da alimentare, di colore rosso,

colorante contenente E122, conservante E211, correttore di acidita E260 (Gruppo 4).

Lo studio ¢ stato rivolto ad un numero molto limitato di persone (7 maschi e 9
femmine, di eta compresa tra 21 e 37 anni) affette da gengivite indotta da placca.

I parametri clinici per valutare I’efficacia furono:
e Full Mouth Plaque Score (FMPS);
e Full Mouth Bleeding Score (FMBS);
e (Gingival index (GI);

e Discromie: sono state considerate 4 aree per ogni dente, vestibolare, orale,
mesiale e distale, la valutazione ha utilizzato un metodo dicotomico. Il valore

medio dello scolorimento dei denti ¢ stato mostrato come percentuale;
e Valutazione della lingua mediante una scala da 0 a 3.

E’ stata eseguita per tutti 1 pazienti igiene orale professionale e assegnazione del
collutorio. Inoltre, ¢ stato richiesto di non variare le proprie pratiche di igiene orale
domiciliare per non determinare un’ulteriore variabile. La rivalutazione degli indici ¢
avvenuta dopo 2 settimane e posta a confronto con i risultati ottenuti a TO (Tabella

8).
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TABELLA 8.

Confronto tra i risultati degli indici valutati (GI, FMPS, FMBS) al tempo T0 e T1.

L[] T
Patlent Gl FMPS % FMBS 2% Gl FMPS % FMBS % Discolo- Tongue  Taste
rations %
Group 1- OILS 1 13 B 33 0.7 28 12 7 1 Mo
2 1.4 625 ar 1.3 40 ] 0.4 a Mo
3 13 B& 34 1.2 14 18 0.8 1 MNo
4 1.2 B9 30 1 a7 18 0.4 2 Mo
Group 2- CLX 1 1.3 BB 38 0.9 a0 14 7 ] Mo
2 1.7 BS &1 1.3 78 3z 10 3 Yas
3 1.8 BD 78 1.5 52 56 19 3 Mo
4 1.4 B3 24 0.9 5 10 24 a Yas |
Group 3- TTO 1 1.8 100 [tz] 1.5 79 48 16 2 Mo
2 1.6 73 54 1.2 18 19 4.5 1 Mo
3 2 100 77 1.5 72 47 3] ] Mo
4 1.7 B5 &0 1.3 54 3z 3 2 Mo
Group 4- 1 1.6 BB 64 1.5 a7 50 0.6 2 Mo
Placebo 2 1.6 1] B3 1.4 43 40 0 a Mo
3 1.7 BB &0 1.5 51 51 17 2 Mo
4 1.4 B2 45 1.3 28 30 0.4 3 Mo

Analizzando il miglioramento percentuale dei 4 collutori (Grafico 2) va notato che il
maggiore miglioramento dell'lG si ¢ verificato nel gruppo di TTO, 22.53, seguito da
CHX, 22.03, e dagli oli essenziali, 19.23. Il placebo invece mostra valori
inferiori. Questi risultati rimangono nel FMBS, con TTO 43.84, CHX 43.71, oli
essenziali 41.04 e placebo 26.29.

WGl WFMPS WFMBS

57
40,8143,71 43,84 45,73

4
41,04
33,72 -
19,23 22,03 22,53 g
9,52

Oli CLX 110 Placebo

Grafico 2 — Miglioramento percentuale medio da TO a T1 tra i quattro collutori.
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I dati ottenuti, nonostante la piccola quantita di campione, suggeriscono una
maggiore efficacia del Tea Tree Oil nel trattamento della gengivite, la quale sembra
agire non tanto come un'azione antibatterica, quanto piuttosto nella riduzione della

risposta inflammatoria e del sanguinamento (Salvatori C et al, 2017).
3.3.2 Applicazione di TTO in pazienti con parodontite

Recenti studi di Pradeep ef al e Fujita et al hanno trovato una maggiore
concentrazione di PTX3° nel liquido crevicolare gengivale (GCF)e lo hanno usato
come marcatore diagnostico per la malattia parodontale nei pazienti con parodontite
cronica (Pradeep AR et al, 2011; Fujita Y et al, 2012). Nel 2013 ¢ stato condotto
uno studio per valutare l'effetto dell'applicazione locale del gel di TTO come
trattamento coadiuvante della parodontite cronica da moderata a grave per quanto
riguarda 1 parametri clinici e il livello di PXT3 lungo in GCF. Sono stati reclutati 40
pazienti adulti con parodontite cronica, 21 maschi e 19 femmine. La formulazione
del gel ¢ stata preparata a partire da TTO (Melaleuca alternifolia) per essere
utilizzato come gel subgengivale a rilascio prolungato. Mentre al gruppo controllo
(Gruppo ) ¢ stato eseguito solo scaling e root planing (SRP), il gruppo di prova
(Gruppo II) dopo SRP ha ricevuto nelle tasche piu profonde gel di TTO al 5% fino al
raggiungimento del margine gengivale. Questi siti sono stati poi ricoperti con un
impacco parodontale privo di eugenolo (COE-PACK), utilizzato solitamente per
coprire punti di sutura o stabilizzare denti mobili. Dopo aver dato informazioni utili

sul trattamento a casa quali astenersi dallo spazzolare vicino alla tasca contenente

® La pentraxina-3 (PXT3) ¢ una molecola inflammatoria che appartiene alla stessa famiglia della
proteina C reattiva (CRP) (Breviario F et al, 1992; Brand C et al, 2001). Mentre la CRP ¢ prodotta nel
fegato principalmente in risposta all'interleuchina-6 (IL-6), la PTX3 ¢ prodotta dalle cellule
immunitarie innate ampiamente distribuite tra cui neutrofili, fibroblasti, cellule dendritiche, cellule
epiteliali, macrofagi e cellule endoteliali vascolari in risposta a mediatori infiammatori, come 1'IL-1, il
fattore di necrosi tumorale-a (TNF-a) e prodotti batterici (Alles VV et al, 2002). I livelli plasmatici
umani PTX3 aumentano in diverse condizioni patologiche, tra cui sepsi, infarto miocardico acuto e
vasculite vascolare di piccole dimensioni (Garlanda C et al, 2005; Peri G et al, 2000).

11 liquido crevicolare gengivale (GCF) contiene una varieta di prodotti microbici e prodotti ospiti, tra

cui neutrofili, anticorpi, proteine di complemento e citochine (Lamster IB et al, 2000).

50



TTO, i pazienti si sono ripresentati a distanza di 7 giorni per la rimozione della

medicazione e risciacquo con fisiologica della tasca.

I risultati di questo studio mostrano un netto dell’indice di placca in entrambi i
gruppi che potrebbe essere dovuta al corretto mantenimento dell'igiene orale dopo la
SRP, in accordo con i risultati clinici riportati da Arweiler et al che hanno descritto
l'efficacia di un TTO usato come collutorio sulla formazione della placca (Arweiler
NB et al, 2000).

Il gruppo di prova ha ottenuto risultati migliori nel tempo per quel che riguarda
I’indice di infiammazione gengivale, attribuibile all’effetto antibatterico e
antinflammatorio del TTO e si ¢ registrata una riduzione statisticamente significativa
del PPD e del CAL nel Gruppo II rispetto al Gruppo I durante tutti i periodi di
valutazione. Anche per quel che riguardo la valutazione del livello di PTX3, il
gruppo trattato con TTO ha ottenuto una abbassamento notevole dei valori di
partenza, i cui risultati sono stati mantenuti costanti nel tempo di valutazione dello

studio di 6 mesi (Tabella 9 e 10) (Elgendy EA et al, 2013).
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TABELLA 9.

Valori medi di PI, GI e PPD tra i gruppi di studio alla linea di base, 1, 3 e 6 mesi

dopo il trattamento.

Group I=SRP n=20 Group ll=SRP+TTO  ttest
meanzSD n=20 meanzSD P
Pl
Base-line (1) 1.86+0.52 1.76+0.51 0.549
>0.05
1 month (2) 0.48+0.22 0.46+0.23 0.730
>0.05
3 months (3) 0.53+0.23 0.48+0.18 0.462
=>0.05
6 months (4) 0.50+0.21 0.4310.15 0.303
>0.05
-test 1 versus 2: P<0.001 1 versus 2: P<0.001
1 versus 3: P<0.001 1 versus 3: P<0.001
1 versus 4: P<0.001 1 versus 4: P<0.001
Gl
Base-line (1) 2.17+0.40 2.01+0.49 0.264
>0.05
1 month (2) 0.55+0.19 0.33+0.20 0.002
<0.01**
3 months (3) 0.65+0.17 0.37+0.20 0.004
<0.01**
6 months (4) 0.66+0.26 0.3510.17 0.000
<0.001***
-test 1 versus 2: P<0.001 1 versus 2: P<0.001
1 versus 3: P<0.001 1 versus 3: P<0.001
1 versus 4: P<0.001 1 versus 4: P<0.001
PEB
Base-line 5.30+0.47 5.25+0.44 0.731
>0.05
1 month 3.70+0.47 3.35+0.48 0.027
<0.06"
3 months 3.8010.41 3.301£0.47 0.001
<0.01**
6 months 3.90+0.44 3.404+0.50 0.002
<0.01**
-test 1 versus 2: P<0.001 1 versus 2: P<0.001

1 versus 3: P<0.001 1 versus 3: P<0.001
1 versus 4: P<0.001 1 versus 4: P<0.001

Pl — Plague index; Gl — Gingival index; PPD — Probing pocket depth;
SRP — Scaling and root planing; SD — Standard deviation; TTO — Tea tree oil;
Significance-* P<0.05; ** P<0.01; ***P<0.001
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TABELLA 10.

Valori medi del livello CAL e PTX3 tra i gruppi di studio alla linea di base, 1,3 ¢ 6

mesi dopo il trattamento.

Group | n=20 Group Il n=20 t-test
mean=SD mean=SD P
CAL

Base-line 4.90+0.78 5.00£0.79 0.692
=0.05
1 month 3.50x0.51 3.12+£0.13 0.009
<0.01**
3 months 3.60+0.59 3.2010.52 0.030
<0.05*
6 months 3.70+£0.57 3.25+0.41 0.007
<0.01*"

t-test 1 versus 2: P<0.001 1 versus 2. P<0.001

1 versus 3: P<0.001 1 versus 3: P<0.001

1 versus 4: P<0.001 1 versus 4. P<0.001

PTX3
Base-line 0.84+0.31 0.81£0.29 0.716
=0.05
1 month 0.25+0.20 0.10+£0.04 0.003
<0.01**
3 months 0.33x0.25 0.1110.04 0.000
<0.001**"
6 months 0.3510.24 0.1210.03 0.000
<0.001"**
t-test 1 versus 2: P<0.001 1 versus 2; P<0.001

1 versus 3: P<0.001 1 versus 3: P<0.001
1 versus 4: P<0.001 1 versus 4. P<0.001

GAL — Glinical attachment level; TTO — Tea tree oil; PTX3 — Pentraxin-3;

5D — Standard deviation. Significance-* P<=0.05; **P<0.01; ***P<0.001.

NS — Not significant; Group | — Patients treated with SRP; Group Il — Patients
treated with SRP+TTO gel

Da questo studio si evince che la somministrazione locale di gel a base di TTO in
caso di parodontite cronica puod avere degli effetti benefici per aumentare i risultati
della terapia parodontale convenzionale. Inoltre lo studio pone l'accento sul valore
del monitoraggio di PTX3 come marker della guarigione del tessuto parodontale

(Elgendy EA et al, 2013).
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Uno studio pubblicato nel 2016 di Raut CP et al mise a confronto I’efficacia del gel
coenzima Q107 (Perio Q® gel) e gel all’olio dell’albero del t& al 5% in quindici
pazienti (6 maschi, 9 femmine) selezionati dall'Ambulatorio di Parodontologia con
diagnosi di parodontite cronica.

I soggetti inclusi nello studio sono stati pazienti con parodontite cronica da moderata
a grave non trattata, siti con profondita della tasca di sondaggio (PPD) >5 mm e
perdita di attacco clinico >4 mm. I soggetti esclusi dallo studio erano pazienti con
malattia sistemica che colpisce il parodonto, donne in gravidanza o in allattamento,
pazienti che hanno ricevuto farmaci antinflammatori, antibiotici o vitamine nei 3
mesi precedenti, pazienti che erano fumatori (>10 sigarette al giorno), pazienti che
erano stati trattati con scaling e root planing (SRP) o strumentazione sottogengivale
< 2 mesi prima dell'esame di base.

Gli indici di riferimento furono I’'indice di placca, I’indice di sanguinamento
gengivale, la profondita di tasca e il livello di attacco clinico.

La SRP ¢ stata eseguita in tutti i gruppi. Nel gruppo I, il gel placebo ¢ stato messo in
una tasca parodontale. Nel gruppo II, 1'applicazione locale del gel Coenzima Q10 ¢
stata eseguita utilizzando aghi speciali progettati per erogare il gel nella tasca. Nel

Gruppo I1I, I'applicazione locale del gel TTO ¢ stata eseguita dopo la SRP.

711 coenzima Q10 (CoQ10) & stato scoperto nei mitocondri del cuore di manzo all'Universita del
Wisconsin (Hans M et al, 2012). Il CoQ10 ¢ anche conosciuto come ubichinone per la sua presenza in
natura e per la sua struttura di chinone similare a quella della vitamina K (Sonis et al, 2012).

E anche chiamato "coenzima" per la sua capacita di partecipare alle reazioni chimiche, ma rimane a
livelli stazionari nella cellula e svolge un ruolo centrale nel metabolismo energetico. Ha un effetto
inotropo positivo (Littarru GP, 2007). Gli effetti e i meccanismi d'azione del CoQ10 includono la
stabilizzazione dei canali calcio-dipendenti, 1'inibizione delle fosfolipasi intracellulari, il metabolismo
delle prostaglandine e la stabilizzazione diretta delle membrane (Pepping J, 1999).

11 CoQ10 ¢ anche noto per svolgere un ruolo cruciale nella generazione di adenosina trifosfato (ATP)
e nella respirazione cellulare.

Co-Q10 funziona come antiossidante intercellulare agendo come uno scavenger primario di radicali
liberi (FR) e specie reattive dell’ossigeno (ROS), i quali causano distruzione come i radicali anionici
superossido, il perossido di idrogeno, i radicali idrossilici e 1'acido ipocloroso. Gli agenti patogeni
parodontali possono indurre la sovrapproduzione di ROS e quindi possono causare la degradazione
del collagene e della cellula parodontale. Quando il ROS viene eliminato dagli antiossidanti, si ha una
riduzione della degradazione del collagene per cui il CoQ10 serve come antiossidante endogeno e la
sua concentrazione nella gengiva malata sopprime efficacemente l'inflammazione parodontale
avanzata (Prakash S et al, 2010). Le biopsie gengivali hanno rivelato un livello subnormale del tessuto
di CoQ10 nel 60-96% dei pazienti con malattia parodontale, indicando che la malattia parodontale ¢
spesso associata a carenza di CoQ10 (Hans M et al, 2012).
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TABELLA 11.

Valori medi della profondita della tasca di sondaggio al baseline e 1

mese di follow-

up.
Groups Mean+SD P
Baseline 1 month

I 5.10+0.68 4.60+0.47 >0.05

PPD 1 5.69+0.83 2.74+0.63 <0.05
111 5.60+0.65 3.51+0.50 <0.05

I 5.22+0.64 4.77£0.42 >0.05

CAL 11 5.94+0.80 3.61+0.84 <0.05
111 6.05+0.63 3.77+0.54 <0.05

I 1.75+0.45 1.08+0.28 <0.05

PI 11 1.66+0.49 0.66+0.38 <0.05
111 1.83+0.38 0.75+0.33 <0.05

I 1.83+0.57 0.91+0.28 <0.05

GI 11 1.91+0.51 0.83+0.38 <0.05
111 1.83+0.38 0.95+0.14 <0.05

P<0.05: Significant ; P>0.05: Non significant

La rivalutazione a un mese ha permesso di mettere a confronto i risultati degli indici

traTOeT1.

La profondita di tasca e il livello di attacco clinico hanno dato risultati significativi

sia nel gruppo trattato con il coenzima Q10 che con il TTO mentre per I’indice di

placca e I'indice di sanguinamento gengivale tutti e tre 1 gruppi hanno ottenuto

risultati significativi (Tabella 11).

Entrambi gli antiossidanti si sono rivelati ottimi coadiuvanti nel trattamento

parodontale (Raut CP, Sethi KS, 2016).

Il Tea Tree Oil si ¢ dimostrato molto utile anche nella terapia d’urgenza delle tasche

parodontali. Esse infatti, se dovessero presentare suppurazione e la seduta terapeutica

non ¢ effettuabile poiché il paziente presenta dolorabilita, I’olio di Melaleuca puo
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essere introdotto direttamente in situ anche in modalita differente rispetto alle
formulazioni gia descritte. E’ possibile veicolare I’olio imbibendo un filo retrattore
nel TTO e introdurlo delicatamente nella tasca lasciandolo in situ per almeno 24 ore.
La procedura potra essere ripetibile anche dopo le 24 ore, se necessario.

Nella Figura VI sono riportati documenti fotografici che mostrano la tasca purulenta,
I’inserimento del filo retrattore e I’esito dopo 24 ore. L’assunzione quotidiana di
sciacqui domiciliari a base di Tea Tree Oil permetteranno una generalizzata azione
antimicrobica fino alla possibilita di attuazione della terapia parodontale specifica

(Masala MR, 2019).

Figura VI — Tasca purulenta, inserimento del filo retrattore con TTO, risultato dopo 24 ore.

Inoltre, ¢ accertata I’efficace azione del Tea Tree Oil contro microrganismi orali
quali tra questi il P. gingivalis, il famigerato parodontopatogeno con la capacita di
eludere il meccanismo di difesa dell'ospite e invadere i tessuti parodontali (Hans VM

et al, 2016).

Utilizzato diluito o puro in perfusione lenta, il TTO puo essere impiegato nei lavaggi
delle tasche parodontali, oppure utilizzando sempre 1’impiego di filo retrattore o filo
interdentale spugnoso per mantenere in situ per maggior tempo I’olio.

Nel caso in cui si scelga I’'impiego del filo, esso puo essere rimosso al termine della
seduta di igiene orale professionale o entro due giorni massimo dall’inserzione (Sarri

S, 2016).
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3.4 Utilizzo del Tea Tree Oil in caso di Herpes Simplex e afte

L'Herpes Simplex ¢ il nome di una famiglia di virus (appartenenti al genere

Herpesviridae) che causano due tipi di infezioni molto frequenti.

D’interesse a livello odontoiatrico ¢ I'Herpes Simplex Virus 1 (HSV 1), il virus del
cosiddetto Herpes labiale, un'infezione che si manifesta con piccole bolle, vescicole
biancastre o rossastre, piene di siero localizzate prevalentemente sulle labbra e
occasionalmente nella bocca e nell'occhio (Figura VII).

L'azione dell'Herpes Simplex Virus ¢ diretta generalmente alle cellule epiteliali e
determina la loro morte.

Ci0 si traduce nella formazione di vescicole infiammatorie e pruriginose sulla cute di
labbra, narici, cavo orale e occhi che si riempiono di liquido.
In seguito comincia il processo ripartivo, che dura di solito 7/10 giorni, con
formazione di croste.

L'Herpes Virus puo restare silente a lungo nei gangli nervosi, riattivandosi in
concomitanza di cali delle difese immunitarie, periodi di stress, affaticamenti.
Frequentemente compaiono in concomitanza di episodi febbrili.

Per la stessa ragione, dopo la guarigione, il virus puo ricomparire a distanza di tempo

di solito nella stessa sede (Whitley RJ, Roizman B, 2001).

Figura VII — Vescicole labiali di Herpes Simplex.
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Spesso pud essere confusa con la presenza di afte, lesioni della mucosa orale
caratterizzate da abrasioni od ulcerazioni rotondeggianti del diametro di 2-5 mm,
anche se talvolta possono raggiungere dimensioni superiori al centimetro (Figura
VIID).

Leggermente profonde e circondate da un alone rossastro, le afte orali possono essere
singole o presentarsi a gruppi. Normalmente guariscono in 7-15 giorni, ma tendono a
recidivare ripresentandosi a distanza di tempo.

Esse possono risultare simili alle lesioni da Herpes Simplex per il loro aspetto ma a
differenza di quest’ultimo non sono causate né¢ da virus né da altri microrganismi.

Esse non sono pruriginose ma risultano particolarmente dolorose.

Figura VIII — Lesione aftosa sul lato interno del labbro inferiore.

Considerate le proprieta antivirali dell’olio essenziale dell’albero del te, esso gia in
passato fu applicato sperimentalmente su lesioni erpetiche labiali e confrontato con
I’effetto di un gel placebo. Il gel al TTO al 6% ha mostrato che la riepitelizzazione
dopo il trattamento si ¢ verificata dopo 9 giorni per il gruppo TTO e dopo 12,5 giorni
per il gruppo placebo. Altre misure, come la durata della positivita del virus mediante
coltura o PCR, 1 titoli virali e il tempo alla formazione della crosta, non erano
significativamente differenti, probabilmente a causa del piccolo numero di pazienti

(Carson CF, Ashton L et al, 2001).

In entrambe le condizioni, sia che si tratti di lesione erpetica piuttosto che aftosa,

I’olio essenziale di Tea Tree puo risultare efficace per la guarigione del tessuto orale.
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Nel caso di afte si consiglia di applicare I’olio anche 4 volte al giorno direttamente
sulla lesione. Le toccature possono arrivare anche a 5-6 al di in caso di Herpes

Simplex (Sarri S, 2016).

3.5 Utilizzo del Tea Tree Oil in caso di alitosi

L’alitosi, detta anche bromopnea, fa riferimento alla presenza di odore sgradevole
dell’alito nella maggior parte dei casi di origine orale ed ¢ di solito associato alla
proliferazione batterica sul dorso del lingua, ma puo includere altre cause orali come

la gengivite, parodontite e carie dentale.

Cause extra-orali o sistemiche di alitosi sono rari in una popolazione generalmente
sana e possono coinvolgono patologie rinofaringologiche, orofaringologiche,
gastrointestinali e altre patologie sistemiche (Delanghe G et al, 1999).

I batteri anaerobi degradano le sostanze organiche producendo composti volatili
dello zolfo (VSC) (Feller L et al, 2005).

Treponema  denticola, Porphyromonas gingivalis, Tannerella  forsythia,
Fusobacterium nucleatum, Prevotella intermedia e Actinobacilli sono comunemente
isolati dai pazienti affetti da alitosi e ben caratterizzati come batteri produttori di
VSC (Haraszthy VI et al, 2007; Krespi YP et al, 2006).

Recenti studi suggeriscono una stretta associazione tra alitosi ¢ Solobacterium
moorei, un Gram-positivo non sporigeno bacillo anaerobio produttore di VSC
(Haraszthy VI et al, 2007; Haraszthy VI et al, 2008; Kazor CE et al, 2003).
Concentrazioni di olio di Melaleuca >0,5% hanno causato una diminuzione della
vitalita > di 5 unita logaritmiche formanti colonie / mL anche dopo brevi periodi di
incubazione (Forrer M et al, 2013) dimostrando cosi di essere attivo nei confronti dei
microrganismi associati ad alitosi.

Inoltre, I’olio dell’albero del te ¢ stato in grado di inibire la crescita di P.
gingivalis W83 e P. endodontalis e la produzione di VSC. Infatti 1 valori MIC e
MBC erano 1 seguenti: M. alternifolia - P. gingivalis (MIC e MBC = 0,007%), P.
endodontalis (MIC e MBC = 0,007% = 0,5%); clorexidina - P. gingivalis e P.
endodontalis (MIC e MBC = 1,5 mg / mL).
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M. alternifolia ha ridotto significativamente la crescita e la produzione di idrogeno
solforato (H2S) da P. gingivalise H2S e di metil mercaptano (CH3SH) di P.
endodontalis. La clorexidina invece ha ridotto la crescita di entrambi i microrganismi
senza alterare la produzione di VSC in P. endodontalis mentre per P. gingivalis , la

produzione di H>S e CH3SH ¢ diminuita (Graziano TS et al, 2016).

Nel 2007 ¢ stato condotto invece uno studio sperimentale in trentadue pazienti
assistiti in unita di terapia intensiva (ICU). Essi hanno ricevuto 3 minuti di pulizia
orale utilizzando una soluzione di olio essenziale (miscela di tea tree, Melaleuca
alternifolia, menta piperita, Mentha piperita e limone, Citrus limon) il primo giorno e
Tantum (benzidamina cloridrato) il secondo giorno.

Andando a misurare il livello di cattivo odore con una scala analogica visiva di 10
cm (VAS) e VSC con un alimetro prima (Pre), 5 minuti dopo (Post I) e 1 h dopo il
trattamento (Post II). Il livello di cattivo odore orale era significativamente diverso
dopo la sessione di olio essenziale, e differiva significativamente tra due sessioni al
Post T (p <0,005) e al Post II (p <0,001). Le differenze tra le due sessioni erano
significative (Tantum, p <0,001; olio essenziale, p <0,001) nel livello di VSC e
significativamente piu basse nella sessione con oli essenziali rispetto a Tantum al
Post II (p <0,05). Questi risultati suggeriscono che la cura della bocca utilizzando
una miscela di oli essenziali di Tea Tree diluito, menta piperita e limone puo essere
un metodo efficace per ridurre il cattivo odore e la VSC anche nei pazienti in terapia
intensiva.

L'effetto della soluzione di olio essenziale era evidente sul cattivo odore ed ¢ rimasto
per 1 ora dal trattamento. Una discrepanza tra i dati oggettivi dell'alimetro e la
percezione soggettiva del cattivo odore a 5 minuti dopo il trattamento, suggerisce che
la soluzione di olio essenziale potrebbe aver bisogno di piu tempo per eliminare il

VSC rispetto al Tantum (Hur MH et al, 2007).

A livello pratico quindi il trattamento quotidiano per contrastare 1’alitosi puo
risolversi in uno sciacquo con collutorio a base di Tea Tree Oil con associazione di
spazzolamento della lingua per asportare delicatamente 1 residui organici e
permettere all’olio essenziale di manifestare la sua azione antimicrobica (Sarri S,

2016).
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CONCLUSIONI

L'uso di prodotti a base di erbe come coadiuvanti nel trattamento delle malattie
parodontali potrebbero cambiare completamente la pratica clinica dell’igienista
dentale.

Composti naturali efficaci contro specifici microrganismi ed eventualmente in grado
di regolare le risposte dell'ospite potrebbero essere un'ottima alternativa alle opzioni
attuali.

Anche se prodotti a base di erbe, come la M. alternifolia, sono noti da molto tempo, ¢
necessaria una maggiore ricerca per comprendere appieno la sua proprieta.

Dalla ricerca condotta ¢ emerso che I’olio dell’albero del te, secondo gli studi sin ora
effettuati, risulta attivo contro 1 batteri orali, sia 1 batteri responsabili dell’azione
cariogena che dei batteri parodontopatogeni quali Lactobacillus rhaamnosus,
Actinobacillus actinomycetemcomitans, Streptococcus mutans, Porphyromonas
gingivalis e P. endodontalis.

La sua azione antibatterica ¢ complementare all’azione antifungina, in particolare nei
confronti di C. albicans, un fungo saprofita risiedente nel cavo orale e principale
responsabile di candidosi orale. La scarsita di studi sperimentali non permette ancora
di stilare un vero protocollo di trattamento ma sulla base di quanto fin ora dimostrato
il Tea Tree Oil appare attivo anche verso piu specie fungine.

Inoltre, sono state studiate le proprieta dell’olio nei confronti dei virus che si
manifestano a livello orale come I’Herpes Simplex, il quale causa lesioni a livello per
lo piu labiale. I TTO ¢ in grado di agire sul virus libero riducendo drasticamente
I’infettivita della lesione e accelerando la guarigione del tessuto.

Tra le altre proprieta maggiormente studiate e confermate dagli studi sperimentali, ¢
emersa la sua capacita antinfiammatoria a livello orale riducendo il livello di prodotti
dell’infiammazione come il TNF-alfa, I’interleuchina beta, I’interleuchina 6 ¢ 10, la
prostaglandina E2. L’olio essenziale ¢ in grado di sopprimere la formazione di

superossido prodotto da monociti e neutrifoli e di ridurre ’edema a livello orale.

Gli studi effettuati hanno consentito di trasferire le ottime proprieta del prodotto

come prezioso ausilio nella pratica clinica dell’igienista dentale. Condizioni
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patologiche come la gengivite, parodontite cronica, lesioni da Herpes simplex
piuttosto che afte o alitosi possono essere gestite impiegando prodotti naturali come
I’olio di M. alternifolia.

L’olio essenziale puro unito ad un veicolo fisico come ad esempio il miele o in
differente formulazione (gel o collutorio) pud permettere una tempestiva risoluzione
della problematica.

Oltre a ci0, l'utilizzo di TTO puod essere consigliato quotidianamente anche in
assenza di inflammazione dei tessuti orali permettendo all’olio essenziale di M.
alternifolia di espletare un’azione anti-carie e antinflammatoria senza provocare

alcun effetto indesiderato al contrario dell’impiego frequente di Clorexidina.

I limiti metodologici e la scarsita della letteratura ritardano l'applicabilita di prove
alla routine clinica. Negli ultimi anni pero, studi clinici in merito stanno aumentando
in maniera esponenziale, prova della necessita di ricerca di prodotti naturali utili al

servizio della salute orale.
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