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Introduccion
1.- Introduccion.

A pesar de los grandes avances que se han logrado en los ultimos afios en la
comprension del origen de enfermedades como la isquemia cardiaca,
enfermedades agudas respiratorias y enfermedades de respuesta inflamatoria, no
se han desarrollado aun medicamentos efectivos. Sin embargo, con los avances
en las técnicas de biologia molecular se ha logrado la identificacion de un numero
cada vez mayor de moléculas “diana” y junto con el conocimiento de la relacién
entre anomalias funcionales y estructurales con ciertas patologias, quizd a
mediano plazo se permitira el desarrollo de farmacos més selectivos. La busqueda
de sustancias derivadas de productos naturales, es un campo de continua
investigacion. En este grupo de sustancias se encuentran, los flavonoides, que
desde punto de vista farmacoldgico, poseen algunas ventajas respecto a otros
grupos de compuestos naturales. La mas importante es la uniformidad de la
configuracion quimica de toda la familia, de modo que las relaciones entre
estructura y actividad son mas faciles de establecer. Por otro lado, la
disponibilidad de las moléculas de la familia de los flavonoides y la relativa
facilidad de su obtencion por sintesis favorecen la evaluacién de sus propiedades.
Asi mismo, se han caracterizado el efecto de los flavonoides en moléculas diana
del metabolismo humano, asi como las dosis efectivas’ Por este motivo se
realizara una revision bibliografica de los flavonoides y su papel en la enfermedad

periodontal.
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1.2 Flavonoides

Aunque probablemente la primera vez que se describido a los flavonoides fue
cuando Robert Boyle en 1664, quien hizo una primera descripcion de los efectos
de los pigmentos de las flores obtenidos en medio acido y en medio basico. La
identificacion del primer flavonoide ocurrié algunos siglos después, en afio 1930 el
premio Nobel de Fisiologia y Medicina Szent- Gyorgyi, aislé de la cascara de limén
una sustancia, a que denomind citrina, la cual logré regular la permeabilidad de los
capilares cuando es consumida, a esta sustancia se le describié con el nombre de
vitamina P. Cuya estructura consistia en un compuesto de tres anillos bencénicos
unidos por una cadena propanica; las distintas clases de flavonoides se
diferencian en la saturacion y en los sustituyentes del anillo C, mientras que los
compuestos individuales, dentro de cada uno de estos grupos, se distinguen por la
diferente sustitucion de los anillos A y B, de esta forma, se han identificado a la

fecha hasta 4.000 compuestos diferentes (Fig. 1).2

5 4

Figura 1 Estructura basica de los flavonoides y el sistema de numeracion de los carbonos.

Es posible que los flavonoides hayan existido en la naturaleza desde hace un
billon de afios y haber interaccionado por simbiosis con los organismos vegetales.
La importancia del papel que desempefian en la naturaleza ha permitido que
hayan permanecido durante la evolucion, haciendo posible el extraordinario rango

10
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de actividades farmacologicas y bioguimicas, que manifiestan en mamiferos y

otros sistemas celulares.

Por otra parte, en cuanto a su estructura quimica los Flavonoides son compuestos
polifendlicos que se encuentran presentes en las plantas, como producto del
metabolismo secundario y son productos involucrados en la pigmentacion y
protectores de rayos UV en las plantas. Particularmente abundan en los géneros
Poligonacea, Rutacea, Leguminosae, Umbelliferae y Compositae. Son un grupo
de compuestos de bajo peso molecular con una estructura quimica coman fenil
benzo-y-pirona (C6-C3-C6) (Figura2)

En funcién del grado de saturacién y de la apertura del anillo
central pirano, los flavonoides se clasifican en flavanoles, flavonas, isoflavonas,
chalconas, flavanonas y flavonoles y en grupo nuevo denominado neoflavonoides
(figura2).>*

CHALCONAS
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FLAVANONAS
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QO ‘ +
C X Tw .
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O

FLAVANONOLES ANT OCTATNIDINAS

Figura 2. Estructura de los flavonoides.
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La mayoria de los flavonoides poseen nombres triviales con la terminacion INA u
OL. Por ejemplo la acacetina se identific6 por primera vez en una planta del
género Acacia y se clasifica como una Flavona. La quercetina es un Flavonol
identificado inicialmente en una planta del género Quercus. La naringenina es una
Flavona aislada inicialmente en la naranja. El eriodictiol es una Flavanona que se
aislé inicialmente en una planta del género Eriodictyon. Sin embargo, esta clase
de nombres no es muy util cuando se requiere informaciébn mas sistematica de
estas sustancias, por lo cual los quimicos han convenido llamarlos con nombres
que representen su estructura quimica. Estas sustancias se encuentran la mayoria
de las veces, ligadas a moléculas de carbohidratos. A este tipo de combinacién
nucleo flavonoide basico + una o varias unidades de carbohidratos, se les
denomina Glicosidos, y cuando no tienen ligadas moléculas de carbohidrato se les
denomina Agliconas Flavonoides, Por ejemplo los que mencionamos

anteriormente (Acacetina, Eriodictiol, Quercetina, Naringenina, etc.)

Son Agliconas Flavonoides. Un ejemplo de glicosido es la Vitexina, la
nomenclatura de los glicésidos es mas compleja que la de las Agliconas.

1.3 Distribucién y estado natural.

Se encuentran especialmente en las plantas verdes (en las angiospermas), y solo
algunos pocos se han detectado en hongos y algas. Se han encontrado en las
diferentes partes de las plantas, especialmente en las partes aéreas; y se les
encuentra en forma libre (también llamados Agliconas Flavonoides), como
glicosidos (la mayoria de las veces), como sulfatos y algunas veces como
dimeros® y polimeros®. También unidos a azlcares formando heterocidos, lo que
les confiere su estabilidad quimica. Los glicésidos pueden ser de dos clases: 1)
con los carbohidratos ligados a través de atomos de oxigeno (enlace hemiacetal)
es decir como O-glicésidos; o 2) con los carbohidratos ligados a través de enlaces
C-C, es decir como C-glicésidos; de todas estas formas naturales, los O-glicésidos

son los mas comunes de hallar. Las antocianinas por su parte se encuentran como

12
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sales principalmente en flores, frutos y tejidos con coloraciones que van del rojo

hasta el violeta y el azul’.
1.4 Propiedades Fisicas

Sus propiedades estan en funcién de la clase de flavonoides, se considera su
forma libre o asociada a glicosido 6 sulfato. Por ejemplo las flavonas, flavonoles y
auronas, por el sistema de enlaces conjugados, son compuestos sélidos con
colores que comprenden desde el amarillo muy tenue hasta el rojo. Las
Anticianidinas son de colores rojo intenso, morado, violeta y azul. Las Flavanonas
y Flavanonoles debido al C-2 presentan el fenomeno de la rotacion oOptica. Los
glicésidos son en general solidos amorfos, mientras que las Agliconas y los
altamente metoxilados y cristalinos. La solubilidad depende de su forma, el
namero y clase de sustituyente presente. Los glicésidos, las antocianidinas y los
sulfatos son solubles en agua y alcohol. Las agliconas flavonoides estan altamente
hidroxiladas y son solubles en alcohol (etanol, metanol y n-butanol), mientras que
las poco hidroxiladas lo son en solventes como éter etilico, acetato de etilo y
acetona. Las agliconas flavonoides estan altamente metoxiladas y son solubles en

solventes menos polares como éter de petréleo y cloroformo.®
1.5 Caracteristicas de los Flavonoides

Los Flavonoides cumplen funciones metabdlicas importantes en las plantas como
la proteccion frente a la luz UV®*, defensa ante los herbivoros, regulacién del
transporte de la hormona auxina'?, atraccién de animales polinizadores, atraccion
de animales dispersores de semillas y frutos, atraccion de presas, induccion de la
nodulacion por parte de las bacterias fijadoras de nitrégeno, proteccion contra los
hongos. Algunas funciones son comunes a todas las plantas y otras son

especificas de algunos taxones.

13
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1.6 Efecto de los Flavonoides en los seres humanos

Aumentan la resistencia capilar, presentan propiedades cardioténicas y anti-
tromboticas, propiedades hepatoprotectoras, de disminucion del colesterol
circulante, actian como protectores gastricos, poseen propiedades antioxidantes,
antiinflamatorios y analgésicos, Antiviricos, antibacterianos y antifingicos y de

prevencion de enfermedades neurodegenerativas.'*?°

1.7 Evidencias Epidemioldgicas del Efecto de los flavonoides en

el tratamiento de enfermedades.

Flavonoles, flavanonas y flavones son flavonoides que poseen actividades
cardioprotectoras y anti-carcinogénicas. En Europa se ha investigado a 36,037
individuos de entre 35 y 74 afos, encontrando que los hombres consumen 130.9
mg/ d y las mujeres 97 mg/d.?* En Grecia se estima que se consumen 92 mg/d de
flavonoides, de proantocianidinas se consumen 87 mg. En Estados Unidos se
estima que el consumo de prontantocianidinas es de 83 mg.** Los resultados del

consumo de flavonoides en Grecia se resume a continuaciéon®*%*, (Cuadro 1)

14
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Cuadro | Consumo de Antioxidantes en Griegos adultos

Antioxidante

N

Flavonas, mg
Apigenina
Luteolina

Flavonoles, mg
Quercetina

Kaempferol

Isorhamnetina

Miricetina
Flavanones, mg
Eriodictial
Hesperetina
Naringenina
Flavan-3-ols, mg
Catequina
Epicatequina
Gallocatequina
Epigallocatequina
Epicatequina gallato
Epigallocat. Gallato
Anthocianidinas, mg
Cianidina
Delfinidina
Malvidina
Pelagronidina

Peonidina

Mujeres
16,618

7 (6, 9)

4 (3, 5)
3(2,4)

26 (20, 32)

17 (13, 21)
5(4,8)
2(2,3)
1(1,1)

27 (15, 37)
0.3 (0.2, 0.4)
19 (10, 26)

7 (5, 11)

13 (8, 18)
5(3, 7)

6 (4, 8)

<0.1

0.7 (0.4, 1.4)
0.1 (0.04, 0.2)
0.1 (0.08, 0.2)
9 (6, 13)
4(2,6)
3(2, 4)

0.3 (0.01, 0.6)
<0.1

0.2 (0.07, 0.5)

Consumo

Hombres
11,954

8 (6, 10)

5(4, 6)
3(2,4)

32 (25, 39)
20 (16, 25)

7 (4, 10)
3(2, 3)
1(1,2)

28 (16, 42)
0.3 (0.2, 0.4)
19 (10, 27)

8 (6, 13)

18 (12, 28)

8 (5, 13)

7 (5, 11)

0.1 (0.05, 0.4)
0.8 (0.5, 1.5)
0.1 (0.05, 0.2)
0.1 (0.08, 0.2)
12 (8, 19)
4(2,6)

4 (3, 6)

2 (0.3, 6)
<0.1

0.4 (0.2, 0.9)

Ambos
28,572

7 (6, 9)

5 (4, 6)
3(2,4)

28 (22, 35)
18 (14, 23)

6 (4,9
2(2,3)
1(1,1)

27 (16, 39)
0.3 (0.2, 0.4)
19 (10, 27)

8 (5, 12)

14 (9, 22)

6 (4, 10)
6(4,9)

<0.1

0.7 (0.5, 1.4)
0.1 (0.05, 0.2)
0.1 (0.08, 0.2)
10 (6, 16)
4(2,6)

4 (3, 6)

0.3 (0.01, 0.6)
<0.1

0.3 (0.1, 0.6)

15
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Petunidina <0.1 0.2 (0.03,0.7) <0.1
Isoflavonas,mg <0.1 <0.1 <0.1
Proanthocianidinas,mg 67 (42, 98) 89 (57, 130) 75 (47, 111)
Vitamin C, mg 209 (160, 270) 220 (269, 280) 214 (163, 274)
Vitamin E, mg 26 (18, 37) 31 (23, 45) 28 (20, 41)
B-caroteno , ug 4532 (3362, 6143) 4828 (3629, 6440) 4660 (3470, 6269)
Selenio, ug 69 (54, 88) 85 (66, 110) 75 (58, 98)

TEAC, umol trolox equivalent 3496 (2407, 7281) 5241 (3249, 9913) 4092 (2669, 8355)
TRAP, umol trolox equivalent 2918 (1953, 9343) 4941 (2752, 12366) 3560 (2187, 10934)

FRAP, umol trolox equivalent 3739 (2695, 5445) 5498 (3692, 8093) 4357 (2990, 6589)

ORAC, umol trolox 9944 (7697, 12277 (9454, 10796 (8283,
equivalent 12749) 16121) 14152)
Total phenols, mg GAE 1229 (950, 1564) 1427 (1110, 1814) 1306 (1006, 1671)

El consumo de proantocianidinas, en Estados Unidos en el periodo de 1999-2002
en adultos mayores de 19 afios es de 95 mg/d, de polimeros (30%), monémeros
(22%), dimeros (16%), Tetrameros y hexameros (15%), 7.10 meros (11%) y
trimeros de 5%.EI té, las legumbres y vinos contribuyen 45 mg (48%) al dia.*®

En Holanda, se ha estudiado el consumo de flavonoides y su contribucién con el
aumento en el indice de masa corporal, se encontré que las mujeres consumen
125 mg/d de flavonoides, este estudio sefiala que la miricetina contribuye en muy
baja proporcion con el indice de masa corporal. Por otra parte, la principal fuente
para consumir miricetinas son el té, la cebolla y los pueros y aunque la relacién
entre el consumo de miricetina y obesidad es limitada, se ha establecido con
certeza que la miricetina mejora el perfil metabdlico y contribuye a mantener el
peso en mujeres®. Por otra parte, en estudios realizados en Hong Kong en
mujeres de 50 a 61 afios, se determind que el consumo de isoflavonas
provenientes de la soya es de 7.8 mg y que las mujeres no cantonesas son las
gue tienen un mayor consumo 10 mg. El tofu aporta el 21% del consumo de
isoflavona, seguido del frijol (7.1%), la leche de soya (6.3%), leche de soya

16
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procesada en casa (6.2%) y la leche soya genérica ( 5.8%). Estos cinco alimentos

combinados contribuyen a un 46% del total de isoflavonas diarias.?’

En Australia®® se reporta que la manzana es la principal fuente de quercetina,
entre los jovenes de 16 a 18 afios. La manzana, albaricoque y las uvas son la
fuente principal de epicatequina, catequina en nifios y en los adultos es sustituida
por el consumo de vino. El vino es la fuente principal de malvidina. El consumo de
flavonoides es de 351 mg por persona /d. de los cuales el 75% corresponde a
flavan-3-oles. El té negro es la principal fuente de representando el 70%.En
México, se encontré un reporte que en un estudio realizado en la Ciudad de
México, el cual sefiala que la principal fuente de consumo de polifenoles son los
mangos, peras Y frijoles. Los resultados obtenidos de este estudio muestran que
secoisolariciresinol y cumestrol reducen el riesgo de padecer cancer gastrico por

nitrosilacién endégena.?®

1.8 Afecciones Coronarias.

En las décadas de los cincuenta y setenta se llevaron a cabo estudios
epidemioldgicos en diversos paises de Europa, Estados Unidos y Japodn, en los
que se demostr0 que existe una relacion inversamente proporcional entre la
mortalidad por afeccion coronaria y el consumo de diario de flavonoides. Su
mecanismo como agente cardioprotector se debe a sus propiedades
antioxidantes, vasodilatadora y como regulador de la actividad plaqueta ria %2,
La quercetina, regula la disfuncion endotelial, disminuye la produccion de radicales
libres plasmaticos y regula la hipertensién 3. Extractos vegetales obtenidos de
Jamaica (Hibiscus sabdariffa) promueven una reduccion del 11.2% en presion
sistélica y 10.7% en la presion diastolica en pacientes que padecen de

hipertensién, después de 12 dias de iniciar el tratamiento *°.

Otros autores confirmaron los hallazgos anteriores y caracterizaron que la
administracion de Hibiscus sabdariffa en infusiones de 10g/1.5 L por un periodo de
4 semanas causa una importante disminucién en la presién diastdlica y sistdlica,
de 139.05 a 123.73 mm Hg y de 90.81 a 79.52 mm Hg respectivamente.

17
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Estudios DASH (Dietary Approaches to Stop Hypertension) (Enfoques Alimenticios

para Detener la Hipertension), muestran que el consumo estandarizado de
antocianidina a 9.6 mg por dia, provoca una disminucion sustancial de la presion
arterial y de lipidos séricos. La dieta DASH es rica en flavonoles, flavanonas,
flavan 3-oles, beta-caroteno, beta-criptoxantina, licopena, luteina y fitosteroles *’
por este motivo los beneficios de esta dieta son atribuibles a estos compuestos
polifendlicos®. A nivel molecular se ha demostrado que la quercetina, disminuye
la presion arterial regulando la expresion del canal de sodio epitelial (EnaC) que
participa en la regulacion de la presion sanguinea mediante el control de la

reabsorcion de sodio en los tubos renales 3%,

En Estados Unidos se mostré que el jugo de uva reduce la presion arterial en
pacientes hipertensos. La administracién de 5.5 mL/kg de peso al dia, de jugo de

uva Concord, promovié una disminucion en la presién sistélica y diastélica***2 .

El tratamiento con una proantocianidina obtenida de una pino originario de
Europa, Pinus maritina en pacientes hipertensos, disminuyeron las
concentraciones plasmaticas de endotelina-1 y de angiotensina Il y aumentaron
los niveles de Oxido nitrico plasméaticos, cuando se administraron 100 mg de este
compuesto en un periodo de 12 semanas® Por otra parte, los flavanoles
presentes en vino tinto, té negro, cerezas y cocoa presentan efectos

cardioprotectores en cuanto a la funcién vascular y a la activad plaquetaria **
1.9 Efecto de los flavonoides como antioxidante.

Un agente oxidante es un compuesto que previene la oxidaciébn de otras
moléculas, que cuando esta en concentraciones menores que las de un sustrato
oxidable, disminuye la oxidacion de dicho sustrato, por este motivo los
antioxidantes permiten la proteccion de estructuras celulares que pudieran ser
dafiadas por reacciones en las que estan involucradas los radicales libres como
las membranas, proteinas y &acidos nucleicos.”® En las membranas los radicales

libres ocasionan lipoperoxidacion, ocasionado padecimientos cardiovasculares,
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generaciéon de cataratas, inmunosupresion y disfuncién cerebral. *® Se ha

demostrado que el consumo de infusiones de té negro, verde %', lima mexicana “*,

derivados de citricos °

, manzana, cereza, jitomate y cebolla actian como una
importante fuente de flavan-3-oles, los cuales estabilizan y desactivan a los
radicales libres y son capaces de regular la sintesis de glutation, que un

antioxidante presente en el organismo.*

1.10 Efecto de los flavonoides en el tratamiento del Cancer.

Desde tiempos remotos en la medicina, se establecido que existe una asociacion
directa entre la dieta y el cancer. Hallazgos consistentes sefialan que la dieta rica

frutas y vegetales es determinante en la prevencién del cancer.>

Se ha demostrado que cientos de compuestos sintéticos tienen actividades
promisorias en prevenir el cancer. Existe un amplio campo de investigacion que
sefala que antioxidantes y fitoquimicos presentes en las plantas protegen contra

acciones genotéxicas y promotoras de procesos cancerosos.’>>

Recientemente, algunos investigadores sefialan ** que la combinacion del

tratamiento con curcumina y las catequinas obtenidas de té verde previenen los
efectos de la dimetilhidrazina en prevenir el cancer de colon en ratones. Asi
mismo, la genisteina inhibe el crecimiento de células PC3 y la sintesis de matriz

558 han identificado efectos

metaloproteinasas-2.>> Otros investigadores®®
quimiopreventivos en componentes de la soya y el té inhibiendo el cancer de
prostata. La combinacion de ambos inhibe sinergisticamente el tamafio y la
metéstasis de los tumores. Polifenoles del té negro y resveratrol protegen contra la
carcinogénesis en piel.>*®® El resveratrol (3,4,5-trihidroxi-trans-stilbeno), es un
polifenol presente en las uvas, vino y cacahuates. Entre sus actividades biologicas
se encuentran sus actividades anti-cancer y anti-inflamatorias. El resveratrol posee
actividades quimiopreventivas y citostéticas en los tres principales estadios de la
carcinogénesis ®* iniciacion, promocién y progresién. Sus efectos también han sido

reportados en otros tipos de cancer como el hepatico, pulmén y piel %%,
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Resveratrol bloquea la activacion de la MAPK y la expresion de ciclooxigenasa en

cancer de piel.**

En estudios realizados in vitro, se ha demostrado que los flavonoides interfieren en
el progreso oncogénico, por lo que son utiles en la regulacion de las primeras
fases del cancer y en la inhibicion del desarrollo de tumores. A la fecha no se
tienen conclusiones definitivas en relacion al consumo de flavonoides y el control
del desarrollo de tumores. La actividad anticarcinogénica de los flavonoides la
realizan modulando enzimas hepaticas como el citocromo P450 (que se abrevia
como CYP), esta superfamilia de hemoproteinas, es la primera linea de defensa
frente a moléculas exdgenas que en ocasiones activan mutagenos. Enzimas del
citocromo P450 conforman a mas de 60 hemo-enzimas enddgenas que participan
en el metabolismo de drogas. La reaccion que mas comunmente desempefia este
complejo es la de monooxigenasa, es decir, la insercion de atomos de oxigeno.
Estas enzimas estan por lo general asociadas a membranas citoplasmatica,
mitocondrial y del reticulo endoplasmatico en donde actian metabolizando
compuestos endbégenos y exdgenos. Participa también en la sintesis de hormonas

esteroideas, colesterol y vitamina D3.

La super familia del citocromo P450 modula el metabolismo de mutagenos, se ha
demostrado que los flavonoides son capaces a su vez de regular a P450. Las
catequinas presentes en el té pueden inhibir la actividad de las monooxigenasas
de P450, en estudios in vivo el té negro y el té verde inducen isoenzimas de P450,
enzimas de fase Il y antioxidantes. El efecto de los flavonoides sobre la regulacion
del complejo varia segun el tejido y la via de administracion de los polifenoles,
regulan de igual manera vias de sefializacion y formacion de acido araquidonico.
Flavonoides obtenidos de plantas del género Citrus inducen enzimas
detoxificantes de la fase Il en hepatocitos.
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Se utilizan un gran namero de métodos analiticos: la resonancia magnética
nuclear (RMN), espectrometria de masas, espectrofotometria UV o IR (suele ir

acoplada a una separacién cromatografia como por HPLC.®®

2.1 Biosintesis y Funciones

Los Flavonoides se sintetizan en todas las plantas (taxon Embryophyta) y también
en algunas algas (Charophyta), comparten la via biosintetica central, poseen una
gran variabilidad en la composicion quimica de sus productos finales y en los
mecanismos de regulacion de su biosintesis, por lo que la composicion y
concentracion de flavonoides es muy variable en funcién de la especie y en
respuesta al ambiente. Los flavonoides son sintetizados en el citoplasma y luego

migran hacia su destino final en las vacuolas celulares.

Estan disueltos como glicosidos en el jugo vacuolar, cloroplastos y membranas. La
luz no es esencial para su formacion, pero influye de forma cuantitativa.®’ "2
La biosintesis se inicia por la accién de liasas amoniacales de la fenilalanina y

3 estos dos aminoacidos se interconvierten en &acido cindmico y p-

tirosina
hidroxicinamico, que mediante una reduccién se convierten en cinamaldehido y p-
hidroxicinamaldehido (Fig.3).”* La via del &cido shikimico’™ participa en la
biosintesis de la mayoria de los fenoles de las plantas superiores y utiliza como
sustratos la eritrosa-4-fosfato (de la via de las pentosas fosfato) y el acido fosfo-
enol-piravico (proveniente de la glucdlisis). Uno de los productos de esta via es la
fenilalanina, de la que se deriva la mayoria de los fenoles. La fenilalanina, forma
parte del metabolismo primario de las plantas y animales, entra en el metabolismo
secundario cuando la enzima fenilalanina amonioliasa (PAL) cataliza la eliminacion
del grupo amino convirtiendo a la fenilalanina en acido cinamico. La via del &cido
maldnico utiliza como sustrato al Acetil-CoA, esta via es una importante fuente de

fenoles en bacterias y hongos, y en las plantas superiores aunque existe no es
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muy utilizada. Junto con la via del acido Shikimico participa en la biosintesis de los

Flavonoides, la lignina y otros fenoles.”

Via del acido shikimico

o —_—
M/H @1 ———= Sintesis de proteinas
AcetitCoh eoen
HaN

Fenilalanina
' J' Fenilalanin amonis liasa

a
o o
Rt TR .

Malonil-CoA

Acido cinamico
l Acido cindmico 4 hidroxilasa

"@Nm

heido p-cumarinico

— Rcetil-CoA
‘ Acido cinamico Cok ligasa

Fig. 3 Biosintesis de los flavonoides.
Los precursores biosintéticos de los flavonoides son la fenilalanina (que es la molécula que aporta
los grupos fenol) y de Acetil-CoA, el cual forma un intermediario denominado malonil CoA (que
actlia como precursor en la biosintesis de acidos grasos). La fenilalanina puede ser utilizada para
la biosintesis de proteinas o bien por accién de la fenilalanina amonio liasa producir acido cinamico
y de ahi ser sustrato para la biosintesis del acido p-cumarinico y por accion del acido cumarico
CoA ligasa sintetizar cumaril S-CoA.y que junto con el malonil CoA se produce la biosintesis de

flavonas.
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2.2 Extraccion y aislamiento

Los flavonoides en general se extraen de muestras secas y molidas. La muestra
se desengrasa inicialmente con éter de petrdleo 6 n-hexano, y el marco se extrae
con etanol puro o del 70%.”" Este Gltimo es recomendado para garantizar la
extraccion de los mas polares. El extracto obtenido se evapora con calentamiento
no superior a los 50°C y se le hacen particiones sucesivas con éter etilico, acetato
de etilo y n-butanol. Los flavonoides apolares quedan en la fase etérea, los
medianamente polares en la fase acetato de etilo y los mas polares en el n-
butanol. Cada una de estas tres fracciones se puede analizar con cromatografia
en capa fina (CCF) y HPLC "® en fase reversa. Para el analisis por CCF de las
Agliconas se pueden utilizar mezclas n-hexano/acetato de etilo vy
cloroformo/acetato de etilo en diferentes proporciones.

Las antocianinas se pueden extraer de tejidos frescos (p. ej. pétalos) por
maceracion con un solvente acido como por ejemplo la mezcla metanol-acido
acético-agua (MAW) (11:1:5) 6 la mezcla MFW, es decir metanol/acido

férmico/agua.’®

2.3 Ensayos para la deteccion de flavonoides por colorimetria.

Los flavonoides se pueden reconocer experimentalmente mediante diferentes
ensayos de coloracion. A continuacion se describen un ensayo general de
reconocimiento como es el ensayo de Shinoda, y otros ensayos mas especificos

para varias clases de flavonoides.®

2.4 Ensayo de Shinoda

Los flavonoides con el nucleo benzopirona (p. ej. flavonas, flavonoles, flavanonas,
etc.)

Producen coloraciones rojizas cuando a sus disoluciones acuosas o alcohélicas se

les
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adiciona magnesio seguido de HCI concentrado. Aunque no se conoce el

mecanismo de esta prueba, es muy utilizada para reconocer esta clase de

compuestos.®

2.5 Ensayo con Zn/HCI

Al remplazar el Mg por el Zn en el procedimiento del ensayo de Shinoda,
solamente los

Dihidroflavonoles (o flavanonoles) producen coloraciones rojo-violetas. Las
flavanonas y Flavanoles no producen color o producen coloraciones rosadas

débiles.®!

2.6 Ensayo de Pacheco

El solido flavonoides se calienta sobre una llama con unos pocos cristales de
acetato de sodio y 0.1 ml de anhidrido acético. Luego con 0.1 ml de &cido
clorhidrico concentrado. Los dihidroflavonoles producen un color rojo
caracteristico. Las flavonas, chalconas, auronas, flavonoles y flavanonas dan una

respuesta negativa.®

2.7 Ensayo del estroncio-amoniaco
Este ensayo se utiliza para distinguir entre flavonas y flavonoles-3-O-sustituidos
5,6-

Dihidroxilados y 5-hidroxil-6-metoxilados.®?

2.8 Ensayos no colorimétricos. Espectroscopia ultravioleta-
visible

Los espectros UV de los flavonoides en metanol presentan bandas caracteristicas
debidas a los sistemas conjugados de los anillos aromaticos.

Las flavonas y flavonoles muestran dos bandas definidas: La banda I, de mayor
longitud de onda en el rango 300-390 nm asociada con la funcionalidad cinamoilo,

y la banda Il, entre 250-280 nm debida al anillo aromatico A (funcionalidad
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benzoilo), aunque a veces se observan otras bandas de absorcion. La posicion de

la banda | depende del tipo de flavonoides.®*

2.9 Absorcion y Metabolizacion.

Los diferentes grupos de flavonoides poseen distintas propiedades
farmacocinéticas.

Los compuestos solubles son metabolizados en el tracto gastrointestinal. Las
agliconas

libres, son absorbidas a través de la mucosa del intestino delgado. La
transformacion de los flavonoides tiene lugar en dos localizaciones: en primer
lugar en el higado, por medio de reacciones de biotransformacion de fase | en las
que se introducen o exponen grupos polares; en segundo lugar en el colon
mediante reacciones de biotransformacion de fase I, en las que los

microorganismos degradan los Flavonoides no absorbidos.?>#®

3 Los flavonoides y el higado

Recientemente muchas lineas de investigacion estan encaminadas a determinar el
papel de varias drogas naturales como hepatoprotectores. Una de las mas
mencionadas y comercializadas es el gingko. La droga la constituyen las hojas de
Gingko biloba (Gingkoaceae) un arbusto ornamental de origen asiatico. Estas
plantas contienen Flavonoides, Biflavonoides, proantocianidinas y otros. El

extracto de gingko actta al nivel circulatorio. Inhibe la agregacién plaquetaria.®°*

3.1 Flavonoides modo de accién en la arteriosclerosis

La arteriosclerosis es el endurecimiento progresivo de las venas y arterias por
acumulacion de sustancias grasas, por lo tanto afecta la presion arterial y puede
llevar a la muerte. Uno de los medios mas utilizados para su tratamiento es el

manejo de dietas rigurosas y deficientes en grasas y carbohidratos. Sin embargo,
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existen investigaciones recientes que demuestran que las personas que

consumen habitualmente bebidas como los vinos tintos y el té verde, se ven
beneficiados por el hecho de que son menos propensos a ataques cardiacos y

prevenir la arteriosclerosis.®*°

3.2 Flavonoides reguladores de la permeabilidad capilar

Detienen el flujo de proteinas y células de sangre, pero permiten el flujo de
oxigeno, diéxido del carbono y otros nutrientes. Muchos flavonoides incrementan
la fortaleza de los vasos capilares, previniéndolos de cerrarse facilmente. Esto es
en parte debido a que ciertos flavonoides tienen una accidén similar a la de la
vitamina C.

Esto puede ayudar a proteger los vasos sanguineos contra las infecciones y las
enfermedades. También puede relajar el masculo liso del sistema cardiovascular,
disminuyendo asi la presion de la sangre. Esto también mejora la circulacion en el
propio corazon. Los flavonoides son antioxidantes y también pueden prevenir la
oxidacion del colesterol LDL, previniendo el aumento de placa arterioesclerotica.
También pueden detener el agrupamiento de las plaquetas de sangre, reduciendo

la coagulacion de la sangre y el dafio de los vasos sanguineos.”®®’

3.3 Flavonoides mediadores de la inflamacion

La inflamacion una reaccion defensiva del organismo ante una lesion. La
quercetina esta indicada en cualquier condicion inflamatoria ya que inhibe la
formacion de prostaglandinas y leucotrieno, asi como la liberacion de histamina.

Las propiedades antiinflamatorias de la miel y propdleos, se deben a la presencia
de flavonoides que inhiben el desarrollo de la inflamacién provocada por una
variedad de agentes. Entre estos flavonoides, la galangina, es capaz de inhibir la
ciclooxigenasa (COX) y la actividad lipo-oxigenasa, lo que limita la accion de la
poligalacturonasa, y la reduccion de la expresion de la isoforma inducible de la
COX-2. Otro compuesto, éster del acido cafeico fenetil (CAPE), también presentes

en el propdleos, muestra actividad anti-inflamatoria a través de la inhibicion de la
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liberacion de acido araquidonico de la membrana celular, lo que conduce a la

supresion de la COX-1 y la actividad de la COX-2 e inhibe la activacion de la
expresion génica de la COX-2.991%

Crisina, otro flavonoides presente en la miel y propodleos, también muestra
actividad anti-inflamatoria. Su mecanismo de accion esta relacionado con la

inhibicién de las actividades pro-inflamatorias de la COX-2 y la NOS. 100104

3.4 Efecto de los flavonoides en sistemas enzimaticos

Se ha demostrado que, in vitro, los flavonoides afectan la actividad de diversos
sistemas enzimaticos, aunque existen evidencias de que también pueden hacerlo
in vivo, por lo que es pertinente indicar los efectos de los flavonoides sobre
aguellos sistemas enzimaticos que pueden ser potencialmente blancos

terapéuticos.
3.5 Cinasas

Una cinasa es una proteina que cataliza la transferencia de un grupo fosfato
proveniente de una molécula de trifosfato de adenosina (ATP) hacia una molécula
especifica por lo general una proteina a la que le transfiere el grupo fosfato en los
aminoacidos treonina, tirosina y serina. La proteina cinasa C (PKC) es una enzima
qgue fosforila residuos de serina y treonina, ampliamente distribuida en los
mamiferos, siendo dependiente de Ca?* y de fosfolipidos, con una participacién
activa en funciones celulares tales como mitogénesis, procesos secretorios,
funcionalidad de las células inflamatorias, funcionamiento de los linfocitos T y
promocién de tumores. %07

Se ha demostrado que la PKC puede ser inhibida in vitro por ciertos flavonoides,
como la quercetina que inhibe la transformacion de fibroblatos de ratén in vitro.'®
Experimentos realizados por Ferriola y cois.'® demostraron que los flavonoides
fisetina, quercetina y luteolina fueron los inhibidores més activos de la PKC de

cerebro. En experimentos en los cuales emplearon diferentes sustratos proteicos
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(histona y protamina) asi como diversos activadores (diacilglicerol y acetato de

tetradecanoilforbol), mostraron que tanto la fisetina como la luteolina inhibian el
sitio de unién del ATP en la unidad catalitica de la PKC. Otras enzimas que
emplean ATP como sustrato fueron inhibidas por flavonoides mediante la unién
competitiva del flavonoides al sitio de unién del ATP, mostrando ademas que la
adicion de un grupo hidroxilo en la posicién 3 elimina esta actividad inhibitoria.**°
La proteina cinasa activada por mitdgeno (MAP) en células de cancer epidérmico

humano es fuertemente inhibida por la quercetina a una concentracién 30 pM.***

La cinasa de la cadena ligera de miosina (MLCK) cataliza la fosforilacion de las
cadenas ligeras de miosina en varios tipos celulares, la cual es esencial para el
desarrollo de la actividad tensora en las células de musculo liso, asi como también
para el movimiento y la migracion de otras células. Por ello, resulta interesante
observar que el kaempferol actia como un inhibidor relativamente especifico (ICsg
= 0.45 pM) de MLCK purificada de aortas bovinas.*? siendo 30 veces mas activo
para esta cinasa que para otras. Como ya se ha visto en otros sistemas con
diferentes flavonoides, el kaempferol actia competitivamente con el ATP. La
MLCK purificada de aves también fue inhibida por varios flavonoides,
especialmente los que posean una doble ligadura entre los carbonos 2 y 3 asi
como una polihidroxilacién en dos de los tres anillos.®® En contraparte, tanto la
metoxilacion como la glicosilacion, por separado, abaten considerablemente esta

actividad.*?

3.6 ATPasas

Los flavonoides pueden afectar la funcion de la ATPasa dependiente de Na'/K”,la
ATPasa mitocondrial y la ATPasa dependiente de Ca?*.'*® La ecto—ATPasa

dependiente de Mg?®* de leucocitos humanos es inhibida por quercetina.***
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3.7 FosfolipasaA,

La fosfolipasa A, (PLA;) es una enzima involucrada en procesos de activacion
celular, catalizando la hidrolisis de fosfolipidos esterificados en el carbono 2 del
esqueleto de glicerol. El acido araquidénico es esterificado en esta posicion, y la
PLA:; libera al acido araquidonico que sera posteriormente metabolizado por la via
de la ciclooxigenasa (COX) y la lipooxigenasa (LO). Adicionalmente, la PLA; juega
un papel fundamental como mediador de los procesos inflamatorios intra vy
extracelulares. La quercetina es un inhibidor efectivo de la PLA, en leucocitos
humanos y de conejo. La quercetagetina, el kaempferol- 3— (9—galactdsido y la
escutelareina inhiben la PLA; sinovial humana con valores de ICsp que van de
12.2a17.6 pM.*®

3.8Lipooxigenasas y ciclooxigenasas

La liberacion del acido araquidonico de los fosfolipidos de membrana, se efectia
por accion de la lipooxigenasa en el masculo liso con lo que provoca la sintesis de
leucotrienos vasoactivos (LTC4, LTD4, LTE4,LTB,), los cuales estan intimamente
relacionados con respuestas de tipo inflamatorias, alérgicas y asmaticas, asi como
en otros procesos fisiolégicos y patolégicos. Yamamoto y cois.®® estudiaron el
efecto de varias benzoquinonas, asi como de diversos flavonoides, sobre algunas
enzimas de la via biosintetica de los leucotrienos vasoactivos, encontrando que la
3'—4'-5—trihidroxi—6,7—dimetoxiflavona es un potente inhibidor de la 5-
Lipooxigenasa (ICsp = 0.1 uM). Para lograr tal inhibicion, se requiere que el
flavonoides posea una combinacion de propiedades quelantes y reductoras de
hierro, lo que se logra con flavonoides polihidroxilados.*® Asi, la inhibicion
selectiva de estas vias enzimaticas podria representar una esperanza terapéutica
para la introduccion de farmacos mas eficaces y seguros para el tratamiento del
cancer, de procesos inflamatorios, lo cual deteriora la funcién endotelial, del mal

de Alzheimer y de procesos alérgicos, entre otros.
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3.9 Fosfolipasa C (PLC)

No se han reportado los efectos directos de los flavonoides sobre la PLC. Enzima
responsable de la hidrdlisis del fosfatidilinositol bifosfato en diacilglicerol e inositol
trifosfato. Se ha reportado que algunos flavonoides inhiben a la PLC isoforma

gamma.**’
4. Fosfodiesterasa de nucleoétidos ciclicos

Los nucleétidos ciclicos monofosfato ciclico de adenosina (AMPc) y monofosfato
ciclico de guanosina (GMPc) median diversos procesos bioldgicos a través de su
capacidad para estimular a las proteinas cinasas dependientes de nucleétidos
ciclicos, las cuales, en turno, fosforilan a los sustratos proteicos celulares y
desencadenan respuestas especificas. El AMPc y el GMPc se forman a partir de
ATP y GTP mediante la actividad catalitica de las adenilato y guanilato ciclasas,
respectivamente, estimuladas a su vez, por diversos agentes. Tanto el AMPc
como el GMPc participan en la regulacion de procesos celulares, tales como la
division celular, la contractilidad del masculo liso, funciones secretoras, procesos
inmunoldgicos y agregacion plaquetaria, por nombrar sélo algunas funciones. Esta
actividad se interrumpe por accion de la fosfodiesterasa de nucleétidos ciclicos
(PDE). La inhibicion de la PDE por flavonoides ha sido ampliamente descrita
proponiendo como requerimientos estructurales para esta inhibicién la presencia
de un ndcleo flavona, flavanol. Se ha propuesto que la capacidad inhibitoria de la
PDE por flavonoides se debe a la semejanza estructural con el anillo de pirimidina
del AMPc y a la presencia del anillo de piranona en los flavonoides activos.** Por
lo anteriormente expuesto, las PDE son un blanco celular muy importante, y dado
gue algunos flavonoides aislados y purificados de plantas muestran una inhibicién
selectiva, éstos podrian servir como agentes vasodilatadores para una alternativa
de tratamiento para padecimientos tales como angina de pecho, hipertension e,

inclusive, disfuncion eréctil.**8
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Se ha reportado que compuestos tales como flavona, crisina, prunetina y
apigenina, disminuyen la actividad plaquetaria inducida por prostaciclina*®, un
efecto que ha sido atribuido a la inhibicion de la adenilato ciclasa, por lo que
inhibidores selectivos de esta enzima podrian presentar una notable actividad

antiagregante plaquetaria.
4.2 Sialidasa

La sialidasa (neuraminidasa) cataliza la hidrdlisis de residuos del &cido sidlico a
partir de siaglicoconjugados, ejerciendo un efecto sobre funciones biologicas ante
la presentacion de antigenos y de receptores. La sialidasa de higado de raton es
inhibida no competitivamente por la isoscutelareina—8—0O—glucorénido (IC50=40
UM), mientras que la sialidasa del virus de la influenza es inhibida débilmente.*?®
122 En ambos casos se observd que los nucleos estructurales flavanona y
chalcona carecian de esta actividad. En otros estudios con la sialidasa del virus de
influenza, se encontré que los compuestos trihidroxilados (como por ejemplo la
5,7,4'-trihidroxi-8—metoxiflavona) son moderadamente activos inhibiendo Ila
infeccion por este virus en un modelo que emplea células renales de perro, asi
como también la replicacion del virus en embriones de pollo, por lo que algunos
flavonoides podrian ser modificados estructuralmente para generar compuestos

con actividad antiviral.
4.3 Oxido nitrico sintasa (NOS)

El oxido nitrico (NO) es un mediador quimico que participa en la relajacion del
mausculo liso, la lisis de células tumorales, la destruccion de microorganismos,
entre otros procesos. Se sintetiza a partir de la conversién del aminoacido L—
arginina, en presencia de oxigeno molecular, a L—citrulina, siendo un subproducto
de esta reaccion el NO. Esta reaccion es catalizada por un sistema enziméatico

denominado 6xido nitrico sintasa, siendo para el caso que nos ocupa las
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isoformas inducible (INOS) y endotelial (eNOS), el blanco molecular mas

importante para los flavonoides. A este respecto, hay una controversia muy
interesante, pues por una parte, se ha acumulado evidencia de que la INOS de
células C6 derivadas de gliomas" puede ser inhibida por la genisteina y por
compuestos polifendlicos capaces de atenuar la produccion de NO en cultivos
celulares C6 de astrocitos.'**Adicionalmente, se ha reportado que los flavonoides
guercetina, galato de epigalocatequina, morina, apigenina, taxifolina, fisetina y
catequina inhiben la actividad de 3 isoformas de la NOS. Sin embargo, la
evidencia mas reciente al respecto apunta a que extractos y flavonoides (luteolina
y cinarosida), obtenidos de Cynara scolymus L. (alcachofa), son capaces de
incrementar la actividad del promotor de la eNOS asi como la expresién del RNAmM
de esta enzima, incrementando asi la produccion de o6xido nitrico en cultivos
celulares de células endoteliales humanas. También se ha reportado que la (-)—
epicatequina, purificada de extractos de té verde, a una concentracion de 100 pM,
es capaz de generar una relajaciéon dependiente del endotelio, la cual cursa con
incrementos sustanciales en la produccion de NO y GMPc. Lo que sugiere, que el
amplio abanico de efectos de los flavonoides sobre los sistemas enzimaticos que
mencionamos en lineas anteriores de deba a la presencia de un doble enlace
entre los carbonos 2 y 3 del nucleo flavonoides, y de una hidroxilaciéon del anillo B,
lo que favorece la interaccion estereoespecifica de estas moléculas con los sitios
enzimaticos activo la unién de los flavonoides a las proteinas, o bien, la formacion
de complejos estables de proteina flavonoides, haciendo inaccesibles estos sitios

activos. 106,107

4.4 Efectos sobre la Activacion de factores de transcripcion

Hay varios pasos criticos en los que los flavonoides son capaces de modular la
cascada de eventos moleculares que conducen a la sobreexpresion de la iINOS o
COX-2. Estas incluyen la inhibicion de la proteina quinasa C, la fosfolipasa C y A2
y fosfodiesterasas, de modulacion indirecta de INOS por la inhibicion de la
ciclooxigenasa y / o vias de la lipooxigenasa, la inhibicibn de factores de
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transcripcion AP-1 y C / EBPd, o los efectos sobre el regulador del interferon

factor (IRF) -1 y Akt via de sefalizacion. En las alteraciones que ocasionan
inflamacion, los macréfagos, liberan citoquinas, TNF y generan ROS. Los ROS
contribuyen a la aparicion del estrés oxidativo, sobre todo en aquellos casos en
que hay un desequilibrio enzimético y no enzimatico (glucagon, vitaminas, v,
probablemente, flavonoides) existen defensas antioxidantes.®**** En los casos con
con estrés oxidativo, que puede ser un estimulo importante para la activacién de
NF-kappaB, que aparece en forma latente en el citoplasma de las células madre,
formando un complejo con sus inhibidores, el lkappaBs (lkappaBa vy
IkappaBp). Cuando la célula es estimulada, NFkappaB activa el factor por medio
de la fosforilacion y la degradacion de las proteinas IkappaB y migra al nudcleo,
estimulando la expresion de sus genes diana. La fosforilacion de IkappaB implica
dos quinasas lkappaB, IKKa y IKKB. La degradacion de l|kappaBa se asocia con
rapidos cambios en la induccion de NF-kappaB, mientras que la degradacion de
IkappaBp se asocia con una activacion prolongada de NF-kappaB. Una vez
activado, NFkappaB pueden estimular la expresion de iNOS, con el consecuente
aumento de Oxido nitrico. La reaccion de éste con ROS, tales como el anion
superoéxido, produce la formacion de peroxinitrito, que, ademas, contribuye al dafio

celular.t?>1%°

4.5 Los Flavonoides moduladores de las vias de sefnalizacion

Diversos estudios han demostrado que los flavonoides son capaces de modular la
via de sefializacion NF-kappaB durante la inflamacién y modificar a través de este
la expresién de genes implicados en el proceso inflamatorio (Fig 4).}*%?° Sélo
algunos flavonoides como kaempferol suprimen la actividad de diversas tirosin
cinasas mediada por las vias de sefalizacion en las células de cancer de
prostata o inhibir la produccién de TNF-alfa y TNF inducida por traslocacion de
NF-kappaB en los osteoblastos. Por el contrario, tanto la quercetina como el
kaempferol disminuye la degradacion de IkappaB a traves de la regulacion de los

miembros del complejo IKK.'?®'2° Por otra parte, la quercetina inhibe la
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transcripcion del gen iNOS inducida por LPS.**® La curcumina disminuye la

inflamacién hepatica “®*’ También se ha reportado que el tratamiento con
antocianina, promueve la inhibicién de la translocacion de NF-kappaB puede

contribuir a la inhibicion de la expresion de COX-2 en células RAW 264.

OXIDATIVE STRESSINFLAMMATORY STIMULL

ERK IJNK p38
NR12 @ NFKB —

NFKb

=<

/ \

mRNW mRNAm\M
-
—>soD

GPs COX-2CAT iNOS

Figura 4 Efecto del estrés oxidativo en la expresion de moléculas inflamatorias.

El estrés oxidativo promueve la activacion de proteinas cinasas como JNK, ERK y p38, que activan
a NFkB mediante la fosforilacion de IkB, lo que provoca la translocacién de NFkB y la expresion de
moléculas involucradas en respuestas inflamatorias entre las que se encuentran SOD; superéxido

dismutasa; GF, factores de creimiento; CAT, catalasa; COX-2, INOS, CRP, proteina C reactiva.

4.6 Flavonoides en la caries.

La caries dental es una enfermedad infecciosa, de naturaleza multifactorial, que
depende de diversos factores entre los que se encuentran, la dieta, nutricién, la
flora oral residente, y la respuesta del huésped. Como todas las enfermedades
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infecciosas esta asociada al metabolismo de carbohidratos de las bacterias debido
a que la acidificacién de la placa provoca la desmineralizacién del esmalte.*?**%’
Los factores de virulencia que contribuyen al desarrollo de la caries consisten en la
formacion de biopeliculas con tolerancia acida debido a la produccion de acidos
provenientes de los carbohidratos.*?®*?° Sin embargo y a pesar de la complejidad
de la placa dental, los estreptococos orales entre los que se encuentran
Streptococcus mutans y Streptococcus sobrinus, se consideran como los agentes
etioldgicos primarios de la caries dental.***** Ha sido ampliamente documenta la
capacidad de S. mutans en producir glucosiltransferasas que sintetizan
polisacaridos intra y extracelulares. Los polisacaridos extracelulares en particular
los glucanos insolubles, intervienen en la adherencia de S.mutans con otras
especies de bacterias lo que contribuye a la formacion de la biopelicula.****% Otro
factor de virulencia importante en S. mutans es al sistema F;F,-ATPasa, la
agmatina deaminasa, enolasa y lactato deshidrogenasa. El sistema ATPasa -
Fi1F, bombea protones de la célula y de esta manera contribuye al mantenimiento
de pH acido.*?® 130137138 Giro mecanismo, es de naturalez inducible que consiste
en la produccion de alcalis por el sistema agmantina deaminasa que aumenta la
adaptacion de S. mutans, contribuyendo de esta forma a su persistencia y
patogénesis.’***° pPor otra parte, la enolasa es responsable de la produccién de
fosfoenolpiruvato que funciona como un componente clave en el sistema
Fosfoenolpiruvato: Carbohidrato fosfotransferasa. Finalmente, la enzima lactato
deshidrogenasa, es la responsable de la produccion de &cido lactico que
contribuye en la virulencia de S. mutans.*** Mutantes de S. mutans, deficientes en
factores de virulencia especificos, son mas sensibles a estrés y son menos

cariogéncos.#%14°

Por otra parte las aplicaciones tépicas de fluoruro se utilizan como un agente

cariostatico efectivol*-148

ya que provoca la inhibicién de la desmineralizacion y el
incremento en la remineralizacién, asi como la inhibicion de la actividad
bacteriana.’*” Sin embargo, la presencia de altas concentraciones de bacterias y

padecimientos como la xerostomia, son insuficientes para prevenir el avance de la
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caries. Asi mismo, las consecuencias resultantes de la aplicacion topica de
fluoruro conlleva a problemas de fluorosis que sin duda es un problema de salud

publica en la poblacién.'*"14°

Por este motivo, es importante el desarrollo de nuevos agentes que tengan
actividades bacteriostaticas, una de esta alternativas consisten en evaluar el
efecto de moléculas provenientes de la medicina natural. Como las infusiones de

té de la planta Camellia sinensis (family: Theaceae).'*

Estudios realizados por diferentes investigadores, sefialan que las catequinas
presentes en el té. Tienen componentes que actian como efectivos
antibacteriales, en patrticular, los polifenoles presentes el té verde que actian
contra diferentes especies de streptococos orales.*®* ™" Estudios realizados en
animales muestran que extractos prevenientes del té previenen la pérdida de las
piezas dentales.'® %!

Estudios clinicos, sefialan que beber té libre de azlcar esta asociado con bajos
niveles de caries en humanos.'®**** Entre los mecanismos asociados a las
catequinas presentes en el té se encuentra su actividad contra la caries,
asociada a la inhibicion del crecimiento bacterial, pérdida de la adherencia,
disminucién en la produccién de acidos y de actividades enzimatica como las

glucosiltransferasas y la amilasa.'®>%

4.7 Enfermedad Periodontal

Las infecciones periodontales son un conjunto de enfermedades localizadas en las
encias y estructuras de soporte del diente. Estan producidas por ciertas bacterias
provenientes de la placa bacteriana. Estas bacterias son esenciales para el inicio
de la enfermedad, pero existen factores predisponentes del hospedador y
microbianos que influyen en la patogénesis de la enfermedad. La microbiota
bacteriana periodontopatégena es necesaria pero no suficiente para que exista

enfermedad, siendo necesaria la presencia de un hospedador susceptible.
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Durante muchos afios, la Asociacion Americana de Periodoncia ha clasificado las enfermedades
periodontales en gingivitis y periodontitis (suave, moderada, severa y refractaria), en funcion de la
region periodontal afectada. En 1989 en el World Workshop on Clinical Periodontics se establecid
una nueva clasificacion caracterizada por la incorporacién de nuevas entidades nosoldgicas (tabla
1).

TABLA 1. CLASIFICACION DEL WORD WHORKSHOP.

Asociada a placa

Gingivitis Ulcero Necrotizante Aguda

Gingivitis Inducida por hormona esteroides

Agrandamiento Gingival inducida por farmacos

Ol & [ VP

Gingivitis asociada a desordenes sanguineos deficiencias nutricionales
tumoresfactores genéticos

6. Gingivitis descamativa

Posteriormente, en el Primer Workshop Europeo de Periodoncia (1993) se
propone una clasificacion mas simple de las enfermedades periodontales basada
principalmente en los factores causales asociados a las mismas y en la diferente

respuesta del hospedador.

Estas clasificaciones han sido ampliamente empleadas tanto por investigadores,
sin embargo, presentan una serie de fallos. Por ello, en el World Workshop in
Periodontics de 1996 se enfatiza la necesidad de revisar las Clasificaciones

existentes y crear una nueva.(tabla 2)

37



s AX
FLAVONOIDES MEDIADORES EN LA ENFERMEDAD PERIODONTAL W
UNAM

1904

TABLA 2. CLASIFICACION EUROPEAN WORKSHOP, 1993

Periodontitis ‘

1. Periodontitis del adulto

2. Periodontitis de comienzo temprano:

2.1. Periodontitis prepuberal

2.1.1. Localizada

2.1.2. Generalizada

2.2. Periodontitis juvenil

2.2.1. Localizada

2.2.2. Generalizada

3. Periodontitis a enfermedades sistémicas

4. Periodontitis ulcerativa necrotizante

5. Periodontitis refractaria

En 1997, la Asociacion Americana de Periodoncia decide formar un comité
encargado de esta tarea, y es en el International Workshop for a Clasification of
Periodontal Diseases and Conditions (1999) cuando se aprueba la clasificacion
propuesta por dicho comité (tabla 3).

4.9 Clasificacion de la enfermedad periodontal de acuerdo a la

Asociacion Dental Americana

Se basa en la severidad de la perdida de insercion. El clinico usa la informacién

clinica radiografica obtenida y clasifica al paciente dentro de cuatro casos.

Caso tipo I: Gingivitis
Caso tipo Il: Periodontitis leve
Caso tipo IlI: Periodontitis moderada

Caso tipo IV: Periodontitis Avanzada
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TABLA 3. CLASIFICACION EUROPEAN DEL WORD WHORKSHOP.

A. Descriptores primarios

a. Periodontitis del adulto

b. Periodontitis de aparicién temprana

c. Periodontitis necrotizante

B. Descriptores secundarios

a. Distribucién de la denticién

Ritmo de progresion

Respuesta del tratamiento

. Caracteristicas microbioldgicas

b
c
d. Relacién con enfermedades sistémicas
e
f

Grupo étnico

Otros factores

=

5. Flavonoides en la Enfermedad Periodontal

Apenas resulta necesario subrayar el papel que tiene el estrés oxidativos en el
desarrollo de procesos inflamatorios y como el enfermedad periodontal en un
padecimiento de naturaleza inflamatoria, muchas investigaciones se han enfocado
en desentrafiar la relaciéon entre el estrés oxidativo con esta afeccion, ya que
ocasiona la pérdida de la homeostasis celular y portan el desarrollo de

enfermedades.

5.1 Radicales libres

El estrés oxidativo genera un conjunto de moléculas denominadas radicales libres,
gue son aquellas moléculas que en su estructura atbmica presentan un electrén
desapareado o impar en el orbital externo, dandole una configuracion espacial que

genera una alta inestabilidad. En la molécula de (O,) se conocen los siguientes RL
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o también llamados especies reactivas: Anion superoxido - Oj, - H2O,, OH ",
oxigeno (simple) - O, EIH,0, no es un radical libre, pero por su capacidad de
generar el HO en presencia de metales como el hierro, lo ha calificado en esta
familia. Una caracteristica fundamental de las reacciones de los radicales libres es
que actuan como reacciones en cadena, donde la reaccién de un radical genera

otro de forma consecutiva
5.2 Fuentes de Radicales Libres

La mitocondria constituye una importante fuente de radicales libres ya que a partir
de la cadena de electrones genera un gradiente eléctrico que aporta la energia
necesaria para formar ATP a partir de la reduccion tetravalente del O, en agua.
Los peroxisomas, organelos del citosol son muy ricos en oxidasas que generan
H,O, el cual es depurado por enzimas especificas (catalasas) y transformado en
agua.

A. Los leucocitos polimorfonucleares constituyen una fuente importante de
radicales libres cuando se activan por diversas proteinas que actuan
especificamente sobre ellos (Ejemplo: interleucinas etc.). Los leucocitos
poseen en su membrana la enzima NADPH oxidasa generadora del O, que
en presencia de hierro se transforma en el altamente toxico 'HO. Esta

situacion se da particularmente en los procesos inflamatorios.

B. Enzima xantina deshidrogenasa. Esta enzima predomina en los endotelios,
normalmente depura la xantina formando acido arico. Cuando vira a la

forma oxidasa por isquemia, estimulacién por Ca?* y generaciéon O, °.

Los radicales libres se forman en condiciones fisioldgicas en proporciones
controlables por los mecanismos defensivos de las células. En situaciones
patolégicas esta produccién se incrementa sustancialmente ingresandose al
estado de estrés oxidativo. Es por esto que podemos definir que el estrés oxidativo

es la condicion en la cual la produccion de radicales libres aumenta de manera
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excesiva sobrepasando la capacidad protectora del sistema de defensas

antioxidantes del organismo como resultado de este desequilibrio entre oxidantes
y antioxidantes se producen efectos téxicos y se generan multiples patologias.

5.3 Factores orgéanicos y metabolicos
« Dieta hipercaldrica e insuficiente en antioxidantes
o Diabetes
e Procesos inflamatorios y traumatismos
e Fendmeno de isquemia reperfusion

e Ejercicio extenuante

5.4 Dafios biomoleculares en el Estrés Oxidativo

Los siguientes factores son imprescindibles para entender el dafio biomolecular
que sufren las células al entrar en contacto con un radical libre

a) El desequilibrio entre oxidantes y antioxidantes producen los efectos toxicos.

b) La producciéon de radicales libres (RL) es un fendmeno continuo con

implicaciones en el envejecimiento y la carcinogénesis.

Otra molécula que es dafada por los RL es el ADN. El dafio a los acidos nucleicos
produce bases modificadas, lo que tiene serias consecuencias en el desarrollo de
mutaciones y carcinogénesis por una parte, o la pérdida de expresion o sintesis de
una proteina por dafio al gen especifico.

El dafio a biomoléculas determina que los RL se hallen implicados en la génesis o
exacerbacion de numerosos procesos. Arterioesclerosis, infarto de miocardio,
cardiopatia alcohdlica, diabetes, enfermedad de Parkinson, Alzheimer, neuropatia
alcohdlica, isquemia o infarto cerebral, cataratas, dafio degenerativo de la retina,
enfisema, cancer de pulmon, sindrome respiratorio del adulto, artritis reumatoide,
Ulcera gastroduodenal, displasias, tumores, sindromes autoinmunes y enfermedad

periodontal.
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Un ejemplo es la oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) esta

participa en la génesis de los ateromas que a su ves provocan isquemia coronaria

esto se manifiesta como infartos, embolias, arterosclerosis etc.

5.5 Sistema de defensas antioxidantes

Todos los seres vivos que utilizan el oxigeno para generacion de energia, liberan
RL. A estas defensas se las designa antioxidantes y se considera como tal a
cualquier sustancia que en concentraciones normales posee una afinidad mayor
gue cualquier otra molécula para interaccionar con un RL. Antioxidante a toda
sustancia que hallandose presente a bajas concentraciones respecto a las de un
sustrato oxidable (biomoléculas), retarda o previene la oxidacion de dicho sustrato.
El antioxidante al reaccionar con el RL le cede un electron oxidandose a su vez y
transformandose en un RL débil, no téxico y que, en algunos casos como la
Vitamina E, puede regenerarse a su forma primitiva por la accion de otros

antioxidantes.
5.6 Clasificacion de los antioxidantes

Exdgenos: Aquellos que ingresan a traveés de la cadena alimentaria: vitamina E,

vitamina C, betacaroteno, flavonoides, licopeno.

Enddgenos: Aquellos que son sintetizados por la célula: glutation, coenzima Q,
acido tioctico, enzimas como (SOD), catalasa, glutation peroxidasa y sus
cofactores también conocidos como oligoelementos: selenio, hierro, cobre, zinc,
manganeso. En el plasma sanguineo también encontramos la bilirrubina,
transferrina, lactoferrina, ceruloplasmina y albimina como elementos

antioxidantes.

La vitamina E, el betacaroteno y el licopeno actian en el medio liposoluble de la
célula y su absorcidn y transporte se halla muy vinculado con el de los lipidos. La

vitamina E es considerado el mas importante protector de las moléculas lipidicas.
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Calculandose que cada molécula de la misma es capaz de proteger 500 moléculas

de fosfolipidos. Cada antioxidante posee una afinidad hacia un determinado RL.

5.7 Estrés oxidativo y su relacién con el proceso inflamatorio

accion de los RL en los sistemas bioldgicos.

Los radicales libres son un mecanismo de gran importancia en la defensa contra
las bacterias. También ha podido comprobarse que estos reactivos pueden actuar
como mensajeros e inductores genéticos o provocar el desencadenamiento de la
sintesis de ciertas citocinas. La propia reactividad del O, hace que sea capaz de
interactuar con otra sorprendente molécula reguladora inorganica, conocida como
factor de regulacion derivado del endotelio y por lo tanto participa en el tono de
contraccion de la musculatura lisa de los vasos. Por otra parte, la inflamacién es
un mecanismo de defensa en contra de patégenos, Sin embargo, los altos niveles
de estas moléculas que junto con enzimas hidroliticas, citocinas y lipidos activos
provocan respuestas que conllevan a procesos de inflamacion crénica y en

ocasiones provoca dafios tisulares severos. **°

La presencia de infiltrado inflamatorio es una caracteristica constante en la
enfermedad periodontal. De esta forma, un mecanismo defensivo, bajo la
interaccién de diferentes factores, puede tomarse en lesivo para los tejidos
periodontales, y por lo tanto estan involucrados en la etiopatogenia de la

enfermedad periodontal inflamatoria.
5.8 Papel de las especies reactivas del oxigeno

Se considera que la fuente primaria de Especies Reactivas del Oxigeno en esta
enfermedad es la activacion de los polimorfonucleares. Estos son los leucocitos
predominantes en el epitelio del surco gingival y el tejido conectivo adyacente.
Bajo ciertas condiciones los factores locales (depdsito dental, placa) conducen la
migracion de los neutréfilos de la gingiva y el fluido gingival y provocan una
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ruptura de los tejidos blandos del periodonto; esta ruptura es inducida por las ERO

generadas por PMN activados (HOCI, radical anién superdxido, entre otros).

La lipoperoxidacion, la oxidacion de grupos funcionales de aminoacidos de
componentes de la matriz extracelular y la despolimerizacion las cadenas
constituidas de glucosaminoglucano por la accion de los radicales libres, lo que
representa el mecanismo desencadenante en el desarrollo de cambios
morfofuncionales en el periodonto y sus vasos sanguineos, como resultado final

tienen lugar la destruccion del colageno y la reabsorcion del tejido 6seo.

5.9 Desbalance Redox en la enfermedad periodontal inflamatoria

La enfermedad periodontal inflamatoria (EPI) inicia con una infeccién de la encia
ocasionando un respuesta inflamatoria denominada «gingivitis» que puede 0 no
extenderse a los tejidos mas profundos y dar lugar a la «periodontitis». Esta ultima
se caracteriza por pérdida 6ésea y movilidad, que pueden conducir finalmente a la
pérdida del diente, si no se establece a tiempo una terapéutica adecuada. Pero
este concepto de terapia adecuada ha sufrido modificaciones en los ultimos afios.
Anteriormente los procedimientos terapéuticos se basaban fundamentalmente en
el uso de técnicas quirargicas como el raspado y alisado radicular y el control
bacteriolégico.*® Sin embargo, se han acumulado suficientes datos que avalan el
concepto de que las EPI constituyen infecciones especificas (producidas por
determinadas bacterias periodontopaticas) que se desarrollan en un huésped
apropiadamente susceptible y por lo tanto la Academia Norteamericana de
Periodontologia ha recomendado el «control de la respuesta del huésped» como

coadyuvante a las dos anteriores.*’%*"

Una vez establecido el dafio, es poco probable que se logre la regeneracion
total de los tejidos periodontales, por este motivo la prevencion gana terreno.
Todas las formas de peridontitis en humanos son producidas por bacterias
predominantemente matiles, anaerobias y Gramnegativas, que colonizan el diente

cerca del margen gingival, las bacterias y las sustancias que ellas producen
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provocan reaccion inflamatoria en el tejido gingival subyacente y una gran
cantidad de PMN son atraidos a la zona de interaccién entre las bacterias y la
superficie tisular. Existen mecanismos de defensa local ante el ataque de estas
bacterias: barrera epitelial, saliva (accion de lavado, aglutininas y anticuerpos),
fluido crevicular (accibn de lavado, opsoninas, anticuerpos, sistema del
complemento y otros componentes del plasma), produccién local de anticuerpos,
recambio tisular elevado, presencia de flora noxal, migracion de PMN y otros
leucocitos. Aunque todos estos son importantes en la defensa local, ninguno es
tan importante como la accion de los PMN, como lo demuestra el hecho de que
minimas alteraciones en los neutrofilos resultan en periodontitis de comienzo

temprano y rapida progresion.*’

Por otra parte, la enfermedad periodontal activa los mismos mecanismos de
defensa sistémicos que cualquier otra infeccién en el organismo, como cambios en
el lecho vascular que resultan en la formacion de infiltrado inflamatorio, activaciéon
del sistema inmune, quimiotaxis de fagocitos, activacion de la cascada del
complemento y el sistema generador de quininas. Mientras su activacion
proporciona defensa contra los microorganismos los mismos sistemas participan
en la destruccion de los tejidos del huésped. A medida que avanza la enfermedad
periodontal se forma el exudado inflamatorio (neutrofilos, macréfagos, linfocitos y
células plasmaticas) y son destruidos el tejido conectivo de la encia, el ligamento y

el hueso alveolar (figura 5).
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Figura 5 Representacion esquematica de la incidencia de factores etiol6gicos locales para el
desarrollo de la Enfermedad Periodontal inflamatoria. (Figura tomada del articulo

desbalance redox en la enfermedad periodontal inflamatoria)

La placa dentobacteriana promueve la activacion de polimorfonucleares en los vasos sanguineos
que por quimiotaxis del endotelio se moviliza al periodonto en donde produce radicales libres y
proteasas que ocasionan el dafio periodontal.

PMN/M, células polimorfonucleares/macréfagos; iNOS, enzima oxido nitrico inducible; NOs, 6xido

nitrico; O2s-, radical anién superoxido; H,O,, peroxido de hidrégeno; HOCL, acido hipocloroso.

6 Expresiéon de la enzima 6xido nitrico sintasa

Muchas células inflamatorias, fibroblastos, células endoteliales vasculares y
osteoclastos también producen especies reactivas del oxigeno. El superdxido
generado es convertido al potente peroxido de hidrégeno, radical hidroxilo y
oxigeno singlete!’**"3,

La expresion de la oxido nitrico sintasa inducible (iINOS) en respuesta a un
estimulo inflamatorio produce un gran cumulo de 6xido nitrico (NO) que puede
actuar como molécula citotéxica contra la invasion de microorganismos y puede
estar relacionada con efectos tanto beneficiosos como perjudiciales sobre los
tejidos, al estudiar cuantitativamente la actividad de la INOS en células de
muestras de tejidos gingivales normales, en gingivitis por placa dentobacteriana y
en periodontitis cronica localizada, se encontré6 un incremento significativo del
namero de células positivas a esta enzima en las muestras de gingivitis y
periodontitis en comparacion con las normales. En todos los grupos los PMN
mostraron inmunorreactividad intensa para la INOS independientemente del
estadio de la enfermedad, y el porcentaje de PMN positivos a la iINOS crecio

significativamente en la enfermedad periodontal comparado con el grupo control,
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por lo que se concluyd que la INOS se incrementa en la enfermedad periodontal y

ademas se sugiere que los PMN representan una via de activacion adicional de la
INOS y probablemente una fuente importante de NO en la enfermedad peridontal
inflamatoria. EI NO en la saliva de pacientes con periodontitis es significativamente
mas alto que en individuos sanos. Una relacibn muy significativa se encuentra
entre la presencia de bolsas y las concentraciones de NO. La reaccion del NO con
el superoxido produce peroxinitrito que es también capaz de dafar las moléculas
biolégicas' "8

No existen dudas de que una alteracion de la funcion de los polimorfonucleares
conduce a un incremento en la incidencia y progresion de la enfermedad

periodontal inflamatoria. Otras evidencias que apoyan este planteamiento son:

1) Pacientes con enfermedad periodontal muestran incremento de
polimorfonucleares en nimero y actividad.

2.) Sustancias eficaces en la terapéutica periodontal poseen propiedades
antioxidantes. Este es el caso de las tetraciclinas cuya utilidad en el tratamiento
periodontal es clasica, pero se ha descubierto que no se debe sélo a su poder
antimicrobiano, sino también a su poder antioxidante e inhibidor de proteasas
leucocitarias.

3.) Sustancias con propiedades antioxidantes son eficaces en la terapéutica
periodontal. Con estos fines se encuentra patentado el uso de las vitaminas A, E y
C, el &cido retinoico, la coenzima Q, la enzima superéxido-dismutasa y flavonoides

de diferentes extractos de plantas.!’9*%°

Los PMN del fluido gingival y también los periféricos de los pacientes con
diferentes formas de periodontitis producen una mayor cantidad de radical
superéxido y por lo tanto tienen una respuesta oxidante incrementada con relacion
a los de los controles sanos. Algunos estudios han demostrado que paralelamente
existe un nivel de defensa antioxidante similar al de los controles y por tanto el
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efecto protector o destructivo de los PMN pudiera asociarse a la capacidad de

respuesta antioxidante de los tejidos frente a un estrés oxidativo.'#83

El incremento en la produccion de especies reactivas del oxigeno que se ha
encontrado, depende del estimulo. De forma mas consistente los estudios
demuestran que la estimulacion del receptor Fcy con bacterias opsonizadas con
IgG provoca esta respuesta tanto en pacientes con periodontitis de aparicion
temprana como con periodontitis del adulto. Con otros estimulos los resultados
son contradictorios. Se ha propuesto que este efecto se debe no a un incremento
del nimero de los receptores Fcg sino a un incremento de su afinidad provocada
por una mayor movilidad en la membrana o por interacciones con otros receptores

que afloran desde la misma, como por ejemplo moléculas de adhesion.

La enzima mieloperoxidasa (MPO) en el fluido gingival de pacientes con
periodontitis presenta una actividad incrementada. Esta es una enzima que se
encuentra en los granulos de los PMN y que es responsable de la produccion de
especies reactivas del oxigeno (acido hipocloroso) de manera secundaria al
sistema NADPH-oxidasa. La MPO en contacto con células epiteliales y
fibroblastos gingivales es capaz de provocar la lisis de los mismos mientras las
especies reactivas del oxigeno producidas por los PMN son capaces de degradar
los glicosaminoglicanos de la matriz extracelular del tejido que forma la encia.
Ambos efectos evidencian el poder destructor de los PMN*"°.

Las ERO también son capaces de incrementar la reabsorcion 0sea. Estudios
recientes sugieren que no estan directamente involucradas en la reabsorcion, sino
gue juegan un papel importante en la activacibon de los osteoclastos

fundamentalmente a través del incremento de su formacion.

En su conjunto estos datos permiten plantear que la participacion del estrés
oxidativo en esta enfermedad es un hecho. De una parte, los factores etiolégicos
generales provocan una disminucion de las defensas antioxidantes y por otra

parte, los factores etioldgicos locales en intimo contacto con la encia, provocan la
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migracion y activacion de los PMN. En estas condiciones, la liberacion de ERO

gue provienen de PMN y otras células inmunoldgicas conduce a dafios oxidativos
a biomoléculas que desencadena en cambios morfofuncionales en el tejido que

conforma el periodonto y sus vasos.

6.1 Hiperactivacion de polimorfonucleares causas extrinsecas e

intrinsecas

Un aspecto de gran polémica es el referente a si la hiperactivacion de los PMN se
debe a defectos celulares intrinsecos o a factores extrinsecos que promueven esta
alteracién.'’® Las causas de origen extrinseco implican aquellas ajenas a las
caracteristicas intrinsecas de la célula. Se han propuesto varias causas posibles,

entre las que se encuentran:

* Insuficiente produccion de citocinas anti-inflamatorias: primero se describid la
disminucion de IL-4 que no fue avalada por investigaciones posteriores.
Actualmente se considera que pueden estar disminuidos el antagonista del
receptor de IL-1, el factor de crecimiento transformante-beta, el interferon-y y la IL-
10.

* Presencia de superantigenos bacterianos en la pared de las bacterias
periodontopatégenas. Aunque se sabe que muchas de las bacterias
periodontopatdégenas poseen en su superficie moléculas con estas caracteristicas
no se ha podido determinar su participacion en la enfermedad periodontal
inflamatoria.”® Sin embargo, Bacterias periodontopéaticas (Porphyromonas
gingivalis, Fusobacterium nucleatum), en contacto con PMN sanos pueden

provocar un incremento de la respuesta oxidativa.

Ademas se ha reportado que el lipopolisacarido bacteriano de Porphyromonas
gingivalis provoca una disminucion de la induccién de la apoptosis en los PMN lo

cual incrementa su tiempo de vida media.
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La accion de determinados factores propios de los PMN también puede incidir en

las causas de su hiperactivacion. En este sentido han sido significativos los
estudios realizados en una forma de enfermedad periodontal inflamatoria de

aparicion temprana: la periodontitis juvenil localizada (PJL).

Al aislar los PMN de individuos afectados con PJL se observé que en un gran

porcentaje de estos pacientes esas células poseian las siguientes caracteristicas:

» Disminucion de su capacidad gquimiotactica asociada a un menor numero de
receptores quimiotacticos. También esta disminuida GP-110, una glicoproteina de

la superficie celular involucrada en la locomocion de los PMN.

* Incremento de la adherencia determinada por un incremento de la expresion de
moléculas de adhesién celular que permiten la unidon del PMN al endotelio. Por
ejemplo, las beta2-integrinas: LFA-1, Mac-1 y CR4.3. Un incremento de la
expresion de moléculas de adhesion celular también se ha observado en
fibroblastos gingivales expuestos a la nicotina, un importante factor de riesgo de
enfermedad periodontal inflamatoria.

* Incremento de la producciéon de radical superéxido. Esto puede deberse a los
defectos en las vias de sefializacién que conducen entre otros al incremento de la
actividad de la proteina cinasa C la cual esta a su vez involucrada en la activaciéon
de la NADPH-oxidasa. Si se tiene en cuenta que este PMN sera incapaz de arribar
al sitio de infeccion y se quedara adherido al endotelio, este incremento de la
produccion de especies reactivas del oxigeno en esa localizacidon potenciara

entonces su capacidad destructiva.

» Disminucion de la destruccién intracelular de bacterias periodontopaticas debido

posiblemente a defectos en la fusion fagosoma-lisosoma.*#*3

Todas estas caracteristicas conducen a un PMN disfuncional cuya normalidad no

puede restablecerse al colocarlos en suero de individuos sanos. Esto apoya la
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teoria de la causa intrinseca del defecto. Sin embargo, poco después que se

demostrara la disminucién de la capacidad quimiotactica, se conocié que el suero
de pacientes con PJL al ponerse en contacto con PMN funcionales de individuos
sanos tiene la capacidad de producir todas las alteraciones descritas
anteriormente. Con el posterior desarrollo de los conocimientos sobre las citocinas
y su papel en los procesos inmunoldgicos se sospechd que estas moléculas
pudieran ser responsables de este efecto. Asi, al poner en contacto los PMN
sanos con citocinas pro-inflamatorias como la IL-1 y el TNF-alfa en
concentraciones muy bajas (15-150 pg/ml), se obtuvo un PMN disfuncional con
similares caracteristicas a las descritas para los pacientes con PJL. Ademas, la
adicion de anticuerpos contra estas citocinas al suero de pacientes con PJL
bloqued parcialmente su efecto inductor de alteraciones en los PMN sanos. Todos
estos experimentos apoyan la teoria de la participacion de factores séricos y en
particular las citocinas en las alteraciones que presentan los PMN de los pacientes

con pJL 183184

La alteracion en el patrén de secrecion de IL-1beta pudiera implicar un defecto
genético del macrofago y explicaria la naturaleza familiar de la PJL. Se sabe que
la respuesta a LPS bacteriano esta determinada genéticamente y que es
especifica para cada tipo bacteriano en particular. Se ha postulado que el
polimorfismo en la region promotora de los genes de citocinas es importante en la
modulacién de la magnitud de la respuesta secretora de citocinas estimulada por
LPS. Recientemente se identificé un genotipo especifico de IL-1 que se asocia con
la severidad de la enfermedad periodontal inflamatoria. La enfermedad severa fue
identificada en no fumadores cuando el alelo 2 del polimorfismo IL-1A-889 estaba
presente con el alelo 2 del polimorfismo +3953 del gen de IL-1beta. Los monocitos
de individuos homocigoéticos para el alelo 2 de IL-1beta +3953 produjeron 4 veces
mas IL-1lbeta y los heterocigoticos 2 veces mas que las células de individuos
homocigoticos para el alelo 1. Fue esta la primera vez que se definié un marcador
genético que identifica a adultos que ante un reto bacteriano son altamente

susceptibles a la periodontitis severa.
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6.2 Papel de las citocinas

Debido a que una fuente importante de IL-1 y TNF-a son los PMN que a su vez
desempefian un importante papel en la inflamacion y la reparaciéon, se ha
investigado el impacto de la produccion de citocinas por parte de estas células
provenientes de pacientes con enfermedad periodontal inflamatoria. Se detect6
que los monocitos de pacientes con periodontitis juvenil localizada, tienen
concentraciones incrementadas de ARNm o de las propias citocinas (IL-1alfa/beta,
TNF-alfa, IL-6, IL-8) en respuesta a lipopolisacarido bacteriano proveniente de
bacterias  periodontopaticas. Ademas, se han encontrado elevadas
concentraciones de estas y otras citocinas en el fluido gingival y homogenados de
tejidos periodontales inflamados. Adicionalmente en pacientes adultos con EPI, la
invasion de la Porphyromonas gingivalis desencadena la liberacion de citocinas
como la IL-8 y TNF-alfa, que estimulan la elevacion del numero de PMN vy el
incremento de su actividad. Por lo tanto, se ha concluido que los macréfagos de
estos pacientes producen una respuesta hiperagresiva ante bacterias
periodontopaticas Otra fuente potencial de citocinas inflamatorias son los
fibroblastos gingivales que desempefian funciones como células inmunoldgicas
accesorias. Se ha detectado que pueden liberar IL-1beta ante la presencia de
lipopolisacérido bacteriano.***%’

El aumento de la produccién de citocinas puede producir en el ambito local una
pérdida 6sea excesiva y dafo tisular del periodonto, que puede originar diferentes
alteraciones que a su vez estan relacionadas con la conexién entre la enfermedad

periodontal inflamatoria y las enfermedades sistémicas.

La IL-1 es la citocina mas estudiada de la enfermedad periodontal. Las
concentraciones de IL-1 disminuyen después del tratamiento de la enfermedad

periodontal. Entre las funciones de la IL-1 estdn: aumentar la concentracién de
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prostaglandinas E2 (PGE2) por los fibroblastos gingivales, aumentar ARNm para

la procolagenasa en los fibroblastos y activacion de los osteoclastos para la
reabsorcién 6sea. Por su parte la PGE2 produce reabsorcién dsea in vitro y se ha
comprobado que sus concentraciones en el fluido crevicular se correlacionan con

periodos de actividad periodontal.*#®2%2

6.3 Accion de las proteasas

Debido a que la destruccion de la matriz extracelular es una caracteristica
determinante en la progresion de la enfermedad periodontal inflamatoria, las
enzimas proteoliticas adquieren gran relevancia en la patogénesis de esta
enfermedad. En primer lugar, son liberadas por los PMN activados y en
combinacion con las especies reactivas del oxigeno constituyen el principal
mecanismo germicida de estas células. Las proteasas salen al medio extracelular
en forma inactiva y su activacion es mediada por las propias especies reactivas
del oxigeno. También pudieran estar implicadas las proteasas liberadas por las
células residentes del tejido periodontal tales como los fibroblastos, las células
endoteliales y las del ligamento periodontal fundamentalmente. Adicionalmente el
acido hipocloroso liberado por la Mieloperoxidasa inactiva la alfal-antiproteinasa el
principal inhibidor de proteasas circulantes. Otra fuente muy importante de
proteasas son las propias bacterias periodontopaticas cuya capacidad de evadir la
accion de los inhibidores enddgenos, de producir disfuncién de los mecanismos
inmunologicos defensivos y de dafar directamente el tejido, las convierte en
candidatas, importantes. Por lo pronto, existen disefios terapéuticos para esta
enfermedad basados en la inhibicion de la actividad proteolitica los cuales se

encuentran en continuo desarrollo.'%*

La relacion entre la activacion de PMN con el desarrollo de la enfermedad
periodontal inflamatoria en la generacién de especies reactivas del oxigeno, asi
como la accion combinada de las citocinas y proteasas junto a otros mediadores

conducen al deterioro del periodonto y la pérdida dentaria. EI conocimiento a
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mayor profundidad de estos mecanismos permitira comprenda con mayor claridad

la fisiopatologia de la enfermedad periodontal inflamatoria y asi definir estrategias
terapéuticas mas eficaces, dentro de las que pudieran considerarse las terapias

antioxidantes locales o sistémicas (Figura 6).
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Figura 6 Representacion esquematica del origen y accion de las proteasas en la Enfermedad
Periodontal Inflamatoria. (Figura tomada del articulo desbalance redox en la enfermedad
periodontal inflamatoria)

O2e-, radical anién superéxido; H,O,, peréxido de hidrégeno; HOCL, acido hipocloroso.

6.4 Efecto de los flavonoides en la enfermedad Periodontal

Las reacciones donde intervienen oxidantes y radicales desempefian un papel
esencial en el origen de las formas de vida aerobias y son una parte integral de la
homeostasis celular. Sin embargo debido a los efectos téxicos colaterales, de
forma muy temprana en la evolucion se desarrollaron las enzimas y factores
antioxidantes que son capaces de controlar la presencia y efectos de estos
productos. Oxidantes y antioxidantes tienen una clara funcién en el organismo y

un desequilibrio en estos delicados balances resulta en muchas alteraciones
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bioquimicas y celulares que pueden crear condiciones patolégicas. Asi mismo, el
papel de los radicales libres del oxigeno como factor clave en el envejecimiento
bioldgico. Pero existen moléculas que pueden cambiar esos procesos de oxido
reduccion, entre los que se encuentran los flavonoides ya que son capaces de
eliminar un amplio rango de especies reactivas del oxigeno, nitrdgeno y cloro,
tales como el superdxido, el radical hidroxilo, el radical peroxilo, el acido
hipocloroso, actuando como agentes reductores. Ademas pueden quelar iones de
metales de transicion, que al actuar rompiendo la reaccidn en cadena, actian
como consumidores del radical hidroxilo, el peroxinitrito y el acido hipocloroso,

actuando como agentes reductores.*#>*%

6.5 Vimang y Oleozdn

El vimang, es un extracto que se obtiene de la corteza del &rbol Mangifera indica.
Su composicién quimica, constituye polifenoles, terpenoides, polialcoholes, acidos
grasos y microelementos, lo que le confiere un elevado efecto protector
antioxidante. También se ha descrito su poder inmunomodulador. Extractos de las
hojas y tallo de esta planta han mostrado efecto anti-inflamatorio, asi como
actividad antibacteriana contra la microbiota oral anaerdbica, frecuentemente,

vinculada con la enfermedad periodontal.*®

El oleozdn se obtiene a partir de la ozonizacion del aceite de girasol. Esta formado
por hidroperoxidos y 0zonidos, sustancias que poseen caracter germicida, pueden
favorecer el metabolismo y regular la defensa celular. El oleozon, posee la
propiedad de estimular determinados sistemas enzimaticos antioxidantes, lo cual
se debe a una importante activacion de reacciones oxigeno dependiente del
metabolismo y del ciclo de Krebs y a una influencia directa sobre la funcién redox
de la cadena respiratoria mitocondrial. En estomatologia se ha empleado en el
tratamiento de variadas afecciones en la gingivitis ulcero necrotizante aguda y la
gingivitis herpética aguda Estomatitis Aftosa, conductos radiculares infectados y

en alveolitis con buenos resultados. El empleo de estas sustancias es una forma
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de tratamiento mas inocua, eficaz y economica. En un estudio con catequinas
obtenidas del té verde muestra una mejora de la enfermedad periodontal, asi
mismo, sefala la concentracibn minima inhibitoria y la actividad bactericida de
catequinas del té verde contra el pigmento negro de los bacilos Gram-negativos

anaerobios.

Se utilizé hidroxipropilcelulosa es una banda organica echa a partir de la celulosa,
la cual es el principal polisacarido constituyente de la madera y de todas las
estructuras vegetales, presenta mayor solubilidad en agua lo cual se puede usar
en tratamientos en boca pues en medio hiumedo como el de la cavidad oral se
puede utilizar, a esta banda de celulosa se le afiadié catequinas del té verde como
un sistema de administracion de liberacion local lenta prolongada se aplico en
bolsas periodontales una vez por semana durante 8 semanas. Los efectos
clinicos, microbioldgicos y enzimaticos de la catequina se determinaron.
Catequinas del té verde mostraron un efecto bactericida frente a Porphyromonas
gingivalis y Prevotella, la profundidad de la bolsa y la proporcion de nuevos
procesos operativos se redujeron notablemente en el grupo con tratamiento
mecanico hasta un 70%, Catequinas del té verde mostro una accion bactericida
frente a nuevos procesos operativos y el uso combinado de tratamiento mecanico
y un sistema local de liberacion prolongada lento fue eficaz en el mejorar del

estado periodontal.

Pycnogenol es un fitoquimico que se extrae de la corteza del pino maritimo
francés. Es una mezcla de procianidinas oligoméricas y monomeéricas, acido
cafeico, acido galico y otros precursores de procianidinas. Pycnogenol se ha
utiizado en paises europeos como suplemento dietético por su actividad
captadora de radicales libres. El extracto ha sido demostrado tener la capacidad.
Pycnogenol ha demostrado proteger a las células endoteliales vasculares de las
lesiones inducidas por un oxidante organico, t-butilo. Se ha demostrado que
aumenta los niveles de glutatién intracelular y mejora las actividades de las

enzimas antioxidantes. Varios estudios han sugerido sus efectos protectores sobre
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los trastornos cardiovasculares inhibe la oxidacion de las lipoproteinas, y el radical

hidroxilo inducida por dafo en el ADN. Se ha observado su eficacia en el control
de las reacciones inflamatorias asociadas con eccema alérgico, dermatitis de
contacto, prurito de larga duracidén. Excelente mejoria clinica se obtuvieron con los
suplementos de Pycnogenol, sin efectos secundarios adversos observado. La
propiedad antiinflamatoria de procianidinas. Ha demostrado mejorar los trastornos
ginecologicos como la endometriosis y la dismenorrea al reducir los colicos
menstruales, dolor abdominal. También se ha demostrado mejorar la funcion
inmune y hematopoyético y para mejorar problemas de aprendizaje y déficit de
memoria en el acelerado envejecimiento de ratones. Lo que sugiere su exclusiva

propiedad anti-envejecimiento.

El descubrimiento inicial de Pycnogenol se remonta al afio 1535, cuando el
explorador francés Jacques Cartier y sus hombres arribaron en Quebec, Canada.
A falta de frutas y verduras, se desarrolld el escorbuto y sus encias sangraban las
encias y los dientes se caian. Indios de la region prepararon un té derivado de la
corteza de los pinos especificos propios de la zona. Cartier y su tripulacion
bebieron el té y en pocos dias las encias dejaron de sangrar. En este estudio, una
goma de mascar disponibles comercialmente que contienen Pycnogenol fue
evaluado por su efecto sobre el sangrado gingival y la formacion de placa en

sujetos humanos.

Mark Feldman y colaboradores utilizan 4-Hydroxycordoin de chalcona que es un
metabolito secundario de las plantas y es relativamente raro. Ya que hay muy
pocos informes sobre la actividad biologica de esta molécula. El tratamiento con
este compuesto muestra una marcada actividad antibacteriana en contra de los
tres  principales patdgenos periodontales, Porphyromonas gingivalis,
Fusobacterium nucleatum y Prevotella intermedia. Por otra parte, el compuesto
mostré un efecto anti-adhesién, ya que inhibe la fijaciébn de P. gingivalis a las
células epiteliales orales. Posee también la capacidad para inhibir la secrecion de

mediadores de la inflamacion inducida por el lipopolisacarido de Aggregatibacter
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actinomycetemcomitans. El efecto anti-inflamatorio observado se ha asociado con

una reduccion de la activacion del factor nuclear kB (NF-kB) p65 y la proteina
activadora-1 (AP-1).

Sin embargo, solo un namero limitado de especies bacterianas se han asociado
fuertemente con las diferentes formas de periodontitis, que incluyen Actinobacillus
Aggregatibacter, Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas gingivalis, Prevotella
intermedia, Tannerella forsythia y Treponema denticola. La acumulacion y
proliferacion de estas especies de bacterias en las bolsas periodontales son los

pasos iniciales en la aparicion de las lesiones periodontales.

6.6 Los flavonoides en el tratamiento de la enfermedad

periodontal

Los primeros reportes sobre el estudio de flavonoides en padecimientos
periodontales se remontan desde el afio de 1951, en donde se realizan estudios
del papel de rutina en estudios clinicos y se sus beneficios, en esos reportes se
refiere a los flavonoides como vitamina P.2%42

En el aflo 1982, investigadores del Hospital de la Administracion de Veteranos de
Wadsworth en conjunto con investigadores de la Universidad de California,
estudiaron el efecto de agentes antimicrobianos de origen Chino y su relacion con
farmacos del Oeste.”*? La planta Scutellaria baicalenis llamada también Huang-
chin, ha sido, de las hierbas mas comunmente utilizadas en China para tratar
abscesos periodontales y periodontitis, asi como, la infeccion de heridas. Existen
reportes que datan desde 1882 en donde se trata de determinar la composicion de
extractos de esta planta pero no es sino hasta el afio de 1965 que se reporta, que
seis cristales obtenidos de esta planta presentan un glucurénido (C2;H18011) que
se hidroliza en un flavonoide (Ci15H100s5). En reportes previos, citados en este
mismo texto, sefialan que extractos de esta hierba son muy efectivos en controlar

respuestas inflamatorias mediante la disminucién de la liberacion de histamina en
58



sl
FLAVONOIDES MEDIADORES EN LA ENFERMEDAD PERIODONTAL w

UNAM
1904

linfocitos, muestra también que disminuye la fagocitosis y la permeabilidad
vascular. Estos autores reportan que extractos de esta planta tienen también
actividades bacteriostaticas cuando se utilizan en concentraciones de 2%. Sin
embargo, se requieren concentraciones de 3.13% para presentar actividades
bactericidas y mencionan también que la penicilina y fluoruro de estafio realizan el

mismo efecto solo que en menores dosis.

Un afio después, en 1983, Parisi y Pritchard*?

reportan que especies de
Streptococcus milleri, son capaces de hidrolizar a la rutina en un mutageno
denominado quercetina (otro flavonoide que afios después se ha demostrado que

muestra actividades benéficas).

Posteriormente, otro grupo de investigadores®** efecttian estudios con el
flavonoide 3-metoxi-5,7,3,4 tetrahidroxiflavano en un modelo experimental de
periodontitis realizado en hdmster dorados, encontrando que el tratamiento con
este flavonoide (200 mg/kg durante tres veces al dia) no tiene efectos en el control
de la placa dentobacteriana pero si promueve una disminucion en la resorcion del

hueso alveolar.

Otros investigadores®*® mostraron que el tratamiento con amben y glascorbina,

disminuye lesiones necroticas-ulcerativas.

Por otra parte, el grupo de Makimura®®, de la Facultad de Odontologia de
Matsuda en Japon, reporta que extractos de epicatequina y epigalocatequina
disminuyen la actividad de colagenasa por lo que podrian ser utilizados en el

tratamiento de la enfermedad periodontal.

En 1995, afios posteriores al primer reporte de Scutellaria baicalensi, el grupo de
Chung?!’ de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Corea, reporté que
extractos metanodlicos de la raiz de esta planta y sus flavonoides wogonina,

baicaleina y baicalina, inhiben la sintesis de prostaglandina inducida por
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interleucina-1 en fibroblastos gingivales. Asi mismo, promueven el proceso de

cicatrizacion estimulando la sintesis de colagena.

Componentes de extractos provenientes del té verde®®

, como catequinas y
polifenoles han sido utilizados para evaluar su efecto en la regulacion de la
inflamacion de la encia. Demostrando que a las personas a las que se les
suministro extractos de té verde presentaron una disminucién en el indice de placa
y en el sangrado del surco gingival. Los resultados de esta investigacion sugieren
que la aplicacion del té verde puede influir de manera positiva en el control de la

inflamacién de la encia.

Por otra parte, extractos de la planta Perilla frutescens Britton var. Japonica Hara
muestran actividad antimicrobiana contra Streptococcus cariogénicos y contra el
periodontopatégeno Porphyrmonas gingivalis, mostrando una mayor actividad en
los compuestos fendlicos. Por lo que se sugiere que las semillas de perilla pueden
usarse con un agente antimicrobiano en el control de la caries y la enfermedad

periodontal.?*°

En otra serie de investigaciones®, se ha reportado que gomas de mascar
elaboradas a partir de un fitoquimico con actividades antioxidantes, denominado
picnogenol promueven una disminucion en el sangrado gingival y en la formacién

de placa dentobacteriana.

En otras investigaciones®*, se ha demostrado que la catequina presente en el té
verde muestra actividades bactericidas contra Porphyromonas gingivalis y
Prevotella, cuando la catequina se aplica en tiras de hidroxi-propil-celulosa, lo que
provoca una liberacion local lenta. Asi mismo, la actividad peptidasa del fluido

gingival se mantiene al minimo durante el tratamiento con este flavonoide.

Otros estudios®® sefialan que flavanoles y sus oligémeros aislados de la cocoa

presentan efectos inmunomodulatorios en la produccién de IL-1beta, IL-2 y de IL-
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4. Lo que sugiere que estos compuestos pueden reducir el riesgo a desarrollar

caries o enfermedad periodontal.

Otros investigadores®?® disefiaron una pelicula que liberaba ipriflavona de forma
sostenida en las bolsas periodontales. Para lo cual realizaron un sistema de
monocapa de composita hecha de micromatrices de (D,L-lactido-co-glicolida)
humedecida con ipriflavona: En este estudio investigaron, en estudios realizados
in vitro, la influencia del pH, fuerza i6nica y la actividad enzimatica en la
degradacion de la pelicula. Encontrando, que la degradacion y liberacion del
flavonoide es directamente proporcional a la estructura de la pelicula y que la

liberacién se prolonga hasta por 20 dias.

Por otra parte, investigaciones realizadas en la Universidad de Yonsei en Corea,
en donde se estudié un extracto parcialmente purificado de la corteza de la planta
Ulmi hance (OImo) y sus ingredientes activos consistentes en una mezcla de
oligdmeros de procianidina (monémeros de 3 a 12 flavan-3-ol con peso molecular
de 1,517 con una polimerizacién promedio de 5.3) sobre sus acciones inhibitorias
contra proteasas liberadas por tejidos periodontales o por microorganismos
periodontopatdégenos. Realizaron esta investigacion, porque como es bien
conocido que las enzimas matriz metaloproteinasas (MMP) y las proteasas
bacterianas, juegan un importante papel en la destruccion de los tejidos gingivales.
Por lo que inhibidores de estas proteasas podrian ser utilizados en el tratamiento
contra la enfermedad periodontal. Para evaluar los efectos inhibitorios se
realizaron estudios de zimografia con gelatina y la actividad de la matriz
metaloproteinasas se evalud tanto en el fluido crevicular de adultos afectados con
periodontitis como en el medio condicionado de un cultivo de ligamento
periodontal, ya que estos tejidos liberan proMMP-2 y la forma activa de MMP-2
cuando se trata con periodontopatégenos como Treponema lecithinolyticum. Asi
mismo, las proteasas se obtuvieron de Porphyromonas gingivalis y Treponema

denticola. Estos investigadores encontraron que los extractos de oligdbmeros de
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procianidina obtenidos del Olmo, mostraron un potente efecto inhibitorio sobre las
MMP liberadas por el fluido crevicular (MMP-8 y MMP-9) y sobre las proteasas de

T.denticola y P. gingivalis.?**

Otras investigaciones sefialan que compuestos polifendlicos aislados del té verde
(Camellia sinensis) contrarrestan los efectos toxicos de metabolitos liberados por
Porphyromonas gingivalis. Se encontr6 que dosis de 1 a 2 mg/ml inhiben
completamente la produccion de n-butirico y acido propiénico. Siendo la (-)
epigalocatequina, el componente principal, y el que inhibié la produccion de acido
fenilacético a una concentracion de 0.5 mg/ml. Sin embargo, los flavonoides
también presentes en el té verde como: (+) catequina, (-) epicatequina, (+)
galocatequina y (-)-epigalocatequina no inhibieron las produccion del acido
fenilacético se que obtiene apartir de las reacciones de L-fenilalanina y acido
fenilpiravico. Lo que sugiere que el grupo 3-OH, juega un papel relevante en la

regulacién del metabolismo de Porphyromonas gingivalis.?*®

Otras investigaciones?”® se han abocado a estudiar el efecto de la baicalina sobre
la acciones de IL-1beta en la sintesis de pro-MMP-1 y MMP-3, mediante ensayos
de ELISA, en células obtenidas del ligamento periodontal. Encontrado que la
baicalina promueve una disminucion de manera dependiente de la dosis, en la
secrecion de pro-MMP-1 en células tratadas con IL-1 beta. Sin embargo, la
baicalina no interfiere en la sintesis de MMP-3 de las células obtenidas del
ligamento periodontal. Con esta investigacion se sugiere que la baicalina podria

participar en la prevencion y tratamiento contra la enfermedad.

Por otra parte, extractos de proantocianidinas obtenidos de semillas de uva, han
mostrado efectos en la regulacién del colesterol, efectos anti-oxidantes, anti-
tumorales y cardioprotectores. Sin embargo, no se ha caracterizado con certeza
su papel en hueso. Por lo que investigadores del Departamento Pediatrico en
Japon, evaluaron el efecto de estos flavonoides en la estructura 6sea de la
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mandibula de ratas®*’. Para analizar el efecto de los flavonoides, se dividieron a
las ratas en dos grupos: a un grupo lo sometieron a una alimentacién balanceada
y al otro grupo el dieron una dieta baja en calcio, encontrado que los roedores que
recibieron una dieta baja en calcio y que fueron tratados con el flavonoide,
mostraron un incremento significativo en la calidad y dureza 6sea. Por lo que estas
investigaciones sugieren que las proantocianidinas podrian tener efectos en el

tratamiento contra osteoporosis.

Siguiendo con estas investigaciones un grupo de investigadores de la escuela de
Periodoncia en Yonsei en Corea®®, evalu6 el efecto de epigalocatequina en la
expresion de MMP-2, MMP-9 y MMP-13 en osteoblastos estimulados con
Porphyromonas gingivalis. Encontrando que a dosis de 20 pM de

epigalocatequina, se inhibe la formacién de osteoclastos y la expresién de MM-9.

Asi mismo, la regulacion del recambio de matriz extracelular es un evento de gran
importancia en la cicatrizacion y el progreso de la enfermedad periodontal.
Algunos estudios sefialan que la regulacion de activador plasmindgeno tipo
uroquinasa, que es una serin-proteasa- que se sintetiza como zimégeno
denominado plasmina, se encuentra sujeto al control de factores de crecimiento y
citocinas, provee un potencial proteolitico que conlleva a la degradacién de matriz
extracelular en el periodonto y al desarrollo de la enfermedad periodontal. Entre
los factores que regulan la expresion de esta proteasa se encuentra el factor de
crecimiento epidermal (EGF). En fibroblastos gingivales humanos se ha
demostrado que el tratamiento con curcumina y genisteina inhiben la produccién
de uroquinasa inducida por EGF. Asi mismo, estos investigadores encontraron
que el efecto de EGF en estas células es mediado por dos de las proteinas
activadas por mitdgeno, a saber, la cinasa amino terminal c-JUN (JNK) y la cinasa
extracelular activada por mitdgeno (ERK). Lo que sugiere que los efectos de EGF
sobre la expresion de la serin-proteasa son regulados por EKR y JNK y que los

fitoestrégenos curcumina y genisteina modulan estos efectos.?*
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En otro orden de ideas, los masticadores de Areca tienen una baja prevalencia de
padecer enfermedad periodontal, lo que se sugiere que compuestos presentes en
estas estructuras podrian tener efectos sobre el funcionamiento de sistema
inmune. Se ha demostrado que extractos libres de cascara de la nuez de areca
enriquecidos en el alcaloide arecolina y el componente fendlico (+)-catequina no
tienen efectos en la viabilidad de los neutréfilos. Sin embargo, arecolina y (+)
catequina inhiben la actividad fagocitica de Aggregatibacter
actinomycetemcomintans de los neutréfilos de manera dependiente de la dosis,
desde dosis de 50 pg/ml. Lo que sugiere que la inhibicion de extractos de areca en

la fagocitosis de neutréfilos podria contribuir en la salud periodontal.?*°

Por otra parte, en la cavidad oral, los nitritos son reducidos a oOxido nitrico por
algunas bacterias que provocan dafios en el periodonto, se ha demostrado que
quercetina a una dosis 1 pM inhibe la produccidon de é6xido nitrico y por tanto el
tratamiento con este flavonoide, protege al periodonto del dafio por radicales

libres.?%!

Otros estudios con Baicalina, el flavonoide purificado de la planta medicinal
Scutellaria baicalensis muestra actividad anti-bacterial, anti-inflamatoria y efectos
analgésicos y también bloquea la activacién del factor de transcripcion NFkB.
Ligamento periodontal de humanos es un tejido conectivo que se encuentra entre
el hueso alveolar y el diente. El receptor activador de NFkB (RNAKL), que es un
miembro de la familia del factor de necrosis tumoral (TNF), juega un importante
papel en la osteoclastogénesis de precursores osteoclastos a osteoblastos
maduros. Algunas investigaciones muestran que baicalina desde dosis muy bajas
(1 ng/mL) bloquea la expresion de RANKL y de ciclooxigenasa-2 (COX-2) en
células derivadas del ligamento periodontal estimulado con IL-1beta. Estos datos
sugieren que baicalina es efectiva en el control de la enfermedad periodontal y en

la resorcion 6sea.?*?
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Otros estudios muestran que luteolina bloguea las acciones del lipopolisacéarido
obtenido de Aggregatibacter actinomycetemcomitans en fibroblastos gingivales®*.
Asi mismo, durante el proceso de fagocitosis por estimulacibn de componentes
bacterianos, los macréfagos activan diversos procesos celulares, entre los que se
encuentra la produccién de especies reactivas del oxigeno y especies reactivas de
nitrdgeno. El incremento en la concentracion de estas especies provoca dafios en
los tejidos. El flavonoide, proantocianidina obtenido de semillas de la uva presenta
un amplio espectro de actividades bioldgicas entre las que se encuentra el control
de la expresion de la enzima Oxido nitrico sintasa y por tanto del 6xido nitrico en
macrofagos estimulados con lipopolisacéarido, por lo que estos resultados sugieren
que las propiedades anti-oxidantes de este flavonoide, podria actuar como un
agente en la prevencion de la enfermedad periodontal®*.

En otras investigaciones se ha demostrado de baicalina bloquea la degranulacion
de leucocitos polimorfonucleares inducida por interleucina-8 (IL-8), de igual
manera, promueve una disminucion en la liberacion de MMP-8. Por lo que
baicalina podria tener efectos en el control de enfermedad periodontal®®.

Por otra parte, extractos de arandano enriquecidos en proantocianidina bloquean
la produccién e IL-8, II-6 y PGE2 en fibroblastos gingivales tratados con

lipopolisacarido obtenido de Aggregatibacter actinomycetemcomitans. #*°

En otro reporte®®”, el grupo de investigadores mencionados anteriormente,

reporta que extractos de ardndano bloquean la sintesis de MMP-3, MMP-9 y
elastasa en fibroblastos gingivales humanos tratados con lipopolisacarido obtenido

de Aggregatibacter actinomycetemcomitans.

En otras investigaciones®*® se ha demostrado que (-)-epigalocatequina galato, el
principal flavonoide presente en el té verde, induce apoptosis de osteoclastos y la

modulacién de la activacion de caspasas en células tumorales. Se demostrado
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también que (-)-epigalocatequina galato en osteoclastos diferenciados a partir de
RAW 264.7 inhibe de manera dependiente de la dosis la supervivencia de los
osteoclastos. Con esta investigacion la (-)-epigalocatequina previene la resorciéon
del hueso alveolar mediante la inhibicion de la supervivencia de osteoclastos a

través de la apoptosis mediada por caspasa.

En otras investigaciones®®, se ha demostrado que el flavonoide quercetina
obtenido del cempasuchil, bloquea las acciones de lipopolisacaridos obtenidos de
Porphyromonas gingivalis en fibroblastos gingivales humanos. Por otra parte,
investigaciones realizadas en la Facultad de Odontologia de Hong Kong muestran
que el flavonoide naringenina bloguea el crecimiento de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans y de Porphyromonas gingivalis en muy bajas

concentraciones®*°,

En un estudio realizado en Fukuoka en Japén, ?** consistié en estudiar el efecto
del consumo de la soya y las isoflavonas en la prevalencia de la enfermedad
periodontal, para realizar este estudio se evaluaron a 3956 japonesas en el rango
de edad de 18 a 22 afios, los resultados de esta investigacion sefialan que la

ingesta de isoflavonas produce un decremento en la enfermedad periodontal.

Estudios realizados en el Departamento de Periodoncia en la Escuela de
Estomatologia de la Universidad de Wuhan en China, mostraron que baicalina
disminuye la expresion de COX-2 y de la enzima 6xido nitrico sintasa en ratas que

padecen enfermedad periodontal y la pérdida de hueso alveolar®*,

Por otra parte, polifenoles obtenidos de manzana inhiben la produccion de PGE2
en células epiteliales gingivales de humanos estimuladas con Porphyromonas
gingivalis. Los polifenoles presentes en la manzana se caracterizaron como 2-[(2-

metilpropanoil)-floroglucinol)] 1-O-beta-D-glucopirandésido, quercetina 3-O-beta-D-
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glucopiranésido  (isoquercitrina) 'y  kaemperol  3-O-beta-glucopiranosido

(astragalina), los cuales bloquearon la produccién de PGE2 inducida por PGE2%%,

Por otra parte, carvacrol es una chalcona dimérica presente en una planta
medicinal muy popular en Brasil, Lippia sidoides y Myracrodruon urundeuva, que
ha mostrado tener actividades anti-microbiales y anti-inflamatorias, modelos de
ratas con enfermedad peridodontal se observado que el tratamiento con carvacrol
inhibe la pérdida del hueso alveolar y el crecimiento de microorganismos

periodontopatégenos.?**

Asi mismo, la quercetina obtenida de la hoja de Lotus, inhibe el crecimiento de
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Actinomyces viscosus, Porphyromonas
gingivalis, Fusobacterium nucleatum y Actinomyces nucleatum de manera

dependiente de la dosis y desde dosis de 0.125 mg. ?*°

Estudios realizados con naringenina obtenida del tomate inhibe la sintesis de
citocinas promotoras de respuesta inflamatoria en macréfagos y en células de la
sangre, asi mismo bloquea la fosforilacion de las serina 63 y 73 del proto-
oncogene Jun que forma parte del factor de transcripciéon AP-1. 24

En otras investigaciones, el tratamiento con baicalina en ratas con enfermedad

periodontal, muestra que inhibe la expresién de MMP-2 y MMP-9 2%
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7 Conclusiones

Los flavonoides son moléculas a las que se les ha demostrado una gran variedad
de efectos entre los que se encuentran regular las respuestas inflamatorias, inhibir
el desarrollo de tumores, asi como la regulacién de la presién sanguinea. Muchos
de estos efectos se atribuyen a la estructura quimica, debido al anillo catecol que
posee una importante capacidad secuestradora de radicales libres, asi mismo el
carbonilo en posicion 4 y la conjugacion del doble enlace entre los carbono 2y 3y
la presencia de grupo OH de la posicion 5 contribuye en actuar como
antioxidante. La conjugacion del anillo piranico incrementa la estabilizacion de los

radicales formados,

Entre las multiples funciones de los flavonoides se encuentran las de su
comportamiento como antioxidante para lo cual influye su concentracion efectiva
en el sitio donde la ERO se formada, la estabilidad del flavonoide al donar atomos
de hidrégeno; la solubilidad en lipidos para ser capturados en membranas y de
esta forma reparar el dafio oxidativo. Sin embargo, aun debe tomarse con cautela
los efectos de los flavonoides y realizar investigaciones encaminadas en
establecer las dosis efectivas y los efectos toxico de los flavonoides por dosis
elevadas, ya que en dietas vegetarianas las dosis minimas quedan rebasadas.

Por otra parte, desde el siglo pasado se han realizado un gran numero de
investigaciones que sefialan que los flavonoides presentan propiedades
importantes en regular la expresion de citocinas que promueven respuestas
inflamatorias 'y que inhiben el crecimiento de  microorganismos
periodontopatdgenos. Sin embargo, ain no se cuenta con resultados concluyentes
que permita utilizarlos de forma cotidiana en el tratamiento contra la enfermedad

periodontal.
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