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Resumen

Los flavonoides son compuestos producto del
metabolismo secundario de las plantas con el
proposito de aportar las diferentes coloraciones de las

plantas y que tiene gran importancia en la polinizacion.

Por otra parte, desde hace una centuria se han
investigado y se han encontrado importantes funciones
fisiolédgicas entre las que se encuentran sus
actividades anti-oxidantes, anti-inflamatorias y contra

el envejecimiento.

Debido a sus bondades, el ambito de la odontologia no
puede ser una excepcidn por este motivo en esta tesina
se realizara una revision bibliografica sobre los
flavonoides y sus efectos en la investigacion

odontologica.
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1. Introduccion.

Para la supervivencia de las plantas existen los metabolitos primarios los
cuales son los que se encargan de la produccion de lipidos, proteinas y
carbohidratos y a pesar de que los metabolitos secundarios no son necesarios
para la supervivencia, la planta los utiliza para el transporte de sustancias,
como mensajeros quimicos o polinizadores. Dentro de los metabolitos
secundarios encontramos a los terpenoides, alcaloides, y a los compuestos
fendlicos en este grupo también estan los flavonoides, los cuales no son

constituyentes energéticos de la dieta humana.

El primero que los descubrié fue el premio nobel Szent-Gyorgyi cuando aislé la
citrina de la cascara de limén, este investigador observé que regulaba la
permeabilidad y por este motivo le llamé sustancia P. Por otra parte, Mendel al
hacer sus experimentos de genética caracterizd a los flavonoides, encontré
que estas sustancias le dan color a las plantas y mas adelante Robert Boyle
en 1964 hizo una observacion del efecto que tenia sobre los pigmentos de las
flores el medio acido y basico. Antes de los afios cincuenta se les llamé
vitamina C2 por propiedades semejantes a la vitamina C. Actualmente se han

caracterizado mas de 9000 moléculas y ya no se les considera como vitaminas.

1.1 Flavonoides.

Los flavonoides son compuestos fendlicos, pigmentos, metabolitos secundarios
de las plantas y tienen funciones bioldgicas y farmacolégicas como mensajeros
quimicos, reguladores fisiologicos, e inhibidores del ciclo celular. En algunas
plantas funcionan como taxones, ademas en otras impiden la fotooxidacion de
la luz, atraen a animales polinizadores a través del color y olor, intervienen en
el transporte de la fitohormona auxina responsable del crecimiento y elongacién

celular.


http://es.wikipedia.org/wiki/Albert_von_Szent-Gy%C3%B6rgyi_Nagyr%C3%A1polt
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Sintetizados por dos vias la ruta del acido shikimico y la del acido malénico o
por las dos vias (Fig. 1). Quimicamente, tienen la estructura general de un
esqueleto de carbono-15, que consta de dos anillos de fenilo y el anillo

heterociclico. Se han identificado y aislado alrededor de 9000."

@
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Fig.1 Ruta del acido shikimico en la biosintesis del acido corismico.

Esta ruta se llevan a cabo 3 reacciones: Fosforilacion del shikimato, en donde se forma el acido
3-fosfoshikimico por accion de la shikimato quinasa y ATP; Conjugacion con una molécula de
fosfoenol piruvato por accién de la 3-fosfoshikimato 1-carboxiviniltransferasa, en donde se
forma el acido 5-enolpiruvilshikimico 3-P (EPSP) y Eliminacion del fosfato catalizada por la
corismato sintasa. (http://es.wikipedia.org/wiki/Ruta_del_acido_shik%C3%ADmico)

La denominacion de bioflavonoides proviene del latin flavus que significa
amarillo, este nombre se asigné debido a que primeras sustancias que se
aislaron eran de ese color, aunque actualmente se sabe que hay de una gran
variedad de colores incluidas violetas, azules, rojos asi como incoloros. Por
otra parte, son suplementos ya que el organismo humano no puede

sintetizarlos.

Se pueden clasificar en las chalconas, las flavonas, los flavonoles,
los flavandioles, las antocianinas, los taninos condensados y auronas. Se
diferencian en el nivel de oxidacion y la sustitucion del anillo C, y los
compuestos individuales de cada clase se diferencian en la sustitucion del
anillo A 6 B (Fig. 2).


http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Shikimato_quinasa&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Adenos%C3%ADn_trifosfato
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=3-fosfoshikimato_1-carboxiviniltransferasa&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Corismato_sintasa&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Ruta_del_ácido_shik%C3%ADmico
http://es.wikipedia.org/wiki/Chalcona
http://es.wikipedia.org/wiki/Flavona
http://es.wikipedia.org/wiki/Flavonol
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Flavandiol&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Antocianina
http://es.wikipedia.org/wiki/Tanino_condensado
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Fig 2 Clasificacion de los flavonoides.

Los flavonoides se dividen inicialmente en tres clases, dependiendo del sitio de union del anillo B con el
benzopirano (A): los flavonoides 1 (2-fenilbenzopiranos), isoflavonoides 2 (3-benzopiranos) y los
neoflavonoides 3 (4-benzopiranos). Los flavonoides 1 (2-fenilpiranos), a su vez, dependiendo del grado de
oxidacion y saturacion presente en el heterociclo se dividen en los siguientes grupos: Los isoflavonoides
(3-benzopiranos 2) son una clase distintiva de flavonoides, estos compuestos poseen un esqueleto, 3-
fenilcromano que es derivado biogenéticamente de una migracion 1,2-aril del precursor 2-fenilcromano. A
pesar de su limitada distribucion en el reino vegetal, los isoflavonoides son notablemente diversos en
cuanto a sus variaciones estructurales, no soélo en el numero y complejidad de los sustituyentes sobre el
sistema basico, también en los diferentes niveles de oxidacion y en la presencia de un heterociclo
adicional.

1.3 Distribucién y estado natural

Los flavonoides se sintetizan en todas las plantas terrestres, siendo las

rutaceas, poligonaceas, asteraceas, y apiaceas las principales familias;



FLAVONOIDES Y SU RELACION CON LA ODONTOLOGIA
Alumno: Rigoberto Almaguer Abundio
Tutora: Gloria Gutiérrez-Venegas

ademas en angioespermas, algas del género Charophyta, algunos hongos,
vinos, té, cervezas, cacahuates y chocolate. Depende de la época del afio, de
la cosecha del almacenamiento, de la madurez de la semilla y del tipo del
fruto. Muy pocas veces se encuentran varios flavonoides en una misma planta,
excepto en Lonchocarpus subglauscescensde donde se aislaron varios tipos de
flavonoides. Se sintetizan en el citoplasma y se encuentran en el nucleo de las
células mesdfilas y dentro de los centros de generacion de ROS.? Los
flavonoides del grupo de los flavonoles son los mas abundantes en los

alimentos.

En la planta, se localizan en las partes aéreas y en areas mas expuestas al sol,
se ubican en vacuolas. Y la mayoria de los flavonoides de las plantas estan en
combinacién con un azucar es decir son heterdsidos, o glucosilados,
frecuentemente los azucares presentes se componen de D-glucosa, D-

galactosa, L-ramnosa, L-arabinosa, el acido D-glucorénico.

Hay mas flavonoides en tejidos sélidos, que en el jugo, de naranjas y toronjas,
disminuye su concentracion en ciertas temporadas y en otras permanece igual,
en citricos como el limén se ha visto que dismunuye con la maduracion.® Por
otro lado los flavonoles estan presentes en una variedad de frutas y verduras,
mientras que las flavonas se encuentran principalmente en los cereales y
hierbas. Varios estudios clinicos han informado de que algunos flavonoides
tienen la capacidad de alterar el metabolismo de farmacos en estudios

realizados in vivo.*

1.4 Propiedades fisicas

Estudios sobre los flavonoides por espectroscopia, han revelado que la
mayoria de flavonas y flavonoles exhiben dos bandas de absorcion: banda |
(320 — 385 nm) representa la absorcion de anillo B, mientras que la banda Il
(250 — 285 nm) corresponde a la absorciéon de anillo A. Grupos funcionales

conectados al esqueleto del flavonoide pueden provocar un cambio en la

10
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absorcidon de estas a partir de los 367 nm en kaempferol (3,5,7, grupos del
oxhidrilo-4") a 371 nm en quercetina (3,5,7, 3', grupos del oxhidrilo-4") y 374

nm de miricetina (3,5,7, 3', 4', grupos del oxhidrilo-5’) .

Mientras mas sustituyentes oxigenados se encuentren en la flavona hay una

tendencia a absorber a mayores longitudes de onda (Fig.3).

Fig. 3 Barrido del espectro de absorcion de los flavonoides.
Imagen tomada de la pag.14 de: Carlota Eugenia Rodriguez Barba Tesis: DESARROLLO DE UN ESQUEMA DE
EXTRACCION DE FLAVONOIDES GLUCOSILADOS A PARTIR DE LIMON MEXICANO (CITRUS AURANTIFOLIA
SWINGLE), Facultad de Quimica, UNAM 2004

Su masa molecular media es de 222.343 g/mol, su punto de fusién es 96-98

grados centigrados o0 271°K, y su punto de ebullicion es de 185 °C (458 K).

Son solidos cristalinos de color blanco o amarillento, por ejemplo las flavonas,
flavonoles y auronas, que tienen conjugaciones y toman colores que
comprenden desde el amarillo muy tenue hasta el rojo. Las antocianidinas son
de colores rojo intenso, morado, violeta y azul. Las flavanonas y flavanonoles
debido al carbono quiral C-2 presentan el fendmeno de la rotacion optica. Los
glucésidos son en general sélidos amorfos, mientras que las agliconas y los
altamente metoxilados son cristalinos. La enolizacién del ciclo proveniente de la
ruta de la malonil CoA da origen al anillo aromatico A en las chalconas y

flavanonas.

En cuanto su solubilidad los flavonoides muestran variabilidad, los flavonoides

libres son solubles en disolventes organicos de distintas polaridades

11
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dependiendo de su grado de oxigenacion y escasamente solubles en agua, y
los flavonoides combinados con azucares son solubles en agua caliente,
alcoholes y disolventes organicos de alta polaridad. Cuando hay fenoles libres

se disuelven en disoluciones de hidréoxidos alcalinos.

Al afadirles alcalis (NaOH, KOH) a los grupos fendlicos de los flavonoides hace
que se produzca una coloracion amarilla y al adicionarles sales metalicas como

FeClz 6 AICI3 da un color verde o un fluorescente amarillo.b

1.5 Caracteristicas de los flavonoides

Sus caracteristicas dependen del grado de hidroxilaciéon, polimerizacion,
conjugaciones, sustituciones y clase estructural®. Presentan baja solubilidad en
el agua y lo que dificulta sus aplicaciones medicinales. Cuando son solubles en
agua, es decir son hidrofilicos, poseen un maximo de absorcién de luz a los
280 nm.

Estructura quimica

Son compuestos de bajo peso molecular, todos son fenilo-benzopironas con
dos anillos de benceno unidos a través de un pirano.” Sintetizados a partir de
una molécula de fenilalanina y 3 de malonil-CoA. Su esqueleto es C6-C3-C6.
Se extraen con solventes como el etanol, después se hacen extracciones
sucesivas con solventes de polaridad creciente como el hexano- cloroformo,
acetato de etilo y butanol.

Tienen una terminacion INA 6 OL2, ejemplo eridictiol y acacetina; pero un
nombre asi no da mucha informacion de estas sustancias, entonces también se
nombran por su nombre quimico por ejemplo la acacetina es 5,7-dihidroxi-4'-
metoxiflavona. Los glicésidos, que es un flavonoide y un carbohidrato, tienen
un nombre mas complejo que las agliconas. A pesar de su distribucién limitada
en el reino vegetal, los isoflavonoides son muy diversos en cuanto a

variaciones estructurales.

12
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Clasificaciéon
La Unidn Internacional de Quimica Pura y Aplicada los clasifica segun su

esqueleto y via metabdlica en:

. Flavonoides, derivados de la estructura 2-fenilcromen-4-ona (2-fenil-
1,4-benzopirona).

. Isoflavonoides, derivados de la estructura 3-fenilcromen-4-ona (3-fenil-
1,4-benzopirona).

. Neoflavonoides, derivados de la estructura 4-fenilcumarina (4-fenil-1,2-
benzopirona).w2

Otra forma es en funcion de sus caracteristicas estructurales los flavonoides

se pueden clasificar en:
1. Flavanos, como la catequina, con un grupo -OH en posicién 3 del anillo C.

2. Flavonoles, representados por la quercitina, que posee un grupo carbonilo

en posicion 4 y un grupo -OH en posicion 3 del anillo C.

3. Flavonas, como la diosmetina, que poseen un grupo carbonilo en posicién 4

del anillo C y carecen del grupo hidroxilo en posicion C3.

4. Antocianidinas, que tienen unido el grupo -OH en posicion 3 pero ademas

poseen un doble enlace entre los carbonos 3 y 4 del anillo C.

1.6 Efecto de los flavonoides en los seres humanos

Los efectos en los seres humanos, desde luego hasta el momento, se sabe
que son benéficos ya que se han aislado mas de 9 000 moléculas y estan en
la dieta diaria del humano; se han estudiado en la ultima década, flavonoides
extraidos de plantas y se ha examinado su potencial en la salud de los
humanos los que estan presentes en los alimentos y en diferentes bebidas

que los contienen. Por ejemplo, en fibroblastos obtenidos de la piel humana

13
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son citoprotectores, e igual en queratinocitos, células endoteliales, y ganglios

sensoriales.

Al tener beneficios antioxidantes, anticancerigenos, cardiotonicos, se han
empezado a investigar mas de estas moléculas desde la caracterizacion
quimica, bioquimica, fisiologia y la fisiopatologia, logrando verdaderos
avances y su aplicacién en farmacologia, como el imatinib; junto con otras
aplicaciones en ingenieria alimentaria, herbolaria, pasando por tendencias

ornamentales.

Lamentablemente no todos los resultados positivos de los flavonoides se
pueden extrapolar a los humanos, ya que su de forma frecuente ha sido
estudiados en cuyos, en ratones y conejos. Aunque en el humano se han
realizado estudios epidemiolégicos sobre el consumo de alimentos ricos en
algun tipo de flavonoide que contrarresta con el indice de enfermedades
cardiovasculares y crénico degenerativas, como es el caso de los paises

mediterraneos.®

En los seres humanos participan inhibiendo enzimas que pueden provocar
dafo a células, hasta la regulacion en las plaquetas evitando que no se
adhiera, lo que conlleva a disminuir la formacion de trombos; intervienen en
las diferentes vias de sefializacién celular, ayudan al humano a evitar las
enzimas que le producen patologias como son diferentes toxinas; las especies
reactivas de oxigeno(ROS); la oxidacion de LDL; en la apoptosis de células

neoplasicas, entre otras cosas funciones.

Ciertamente no son nutritivos como las vitaminas, minerales, azucares y
proteinas pero son sinérgicos en la razén de prevencion de enfermedades.
Estan implicados en la expresion de genes para el metabolismo,
supervivencia, proliferacion celular, en defensa ante los oxidantes y

reparacion del dafo al ADN.

14
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1.7 Evidencias Epidemiolégicas del Efecto de los Flavonoides en el

Tratamiento de Enfermedades

El valor medio de ingesta de flavonoides se estima como 23 mg/dia, siendo la
quercetina el predominante con un valor medio de 16 mg/dia, es un valor
promedio pues se tiene que tomar en cuenta la dieta de las personas, y el
contenido de flavonoides en su dieta varia en cuanto a region geografica,

clima y variedad de plantas.

Hay una correlacion inversa entre el consumo de flavonoides y enfermedad
arterial coronal, en adultos mayores; es decir que los individuos con mayor
consumo de flavonoides tienen menor incidencia de cardiopatias en adultos
mayores. La quercetina es la que esta implicada en la prevencién de infarto,
se cree que los flavonoides se quedan en los vasos y ejercer ahi su accion

antiaterogénica.

Dados los niveles de consumo de grasas saturadas y colesterol en los
franceses tienen menos cardiopatias en promedio, por el consumo igual de
vino tinto el cual tiene quercetina, rutina, catequina, epicatequina, y otros
flavonoides. Estos compuestos inhiben la oxidacién catalizada por el cobre en

LDL se puede decir que casi el doble que el alfa-tocoferol (Tabla ).

Tabla | Correlacion de los efecto de los flavonoides en el riesgo cardiaco

CONSUMODETE 0ml/d 1-375ml/d  >375 mi/d

Infartos totales 24 77 45
Infartos nofatales 18 61 57
Infartos fatales 6 16 8
Riesgo relativo 1 0,58 0,30

Tabla tomada de: Ricardo O. Russoa y Dr. Mario Speranza Sanchez, Los flavonoides en la terapia cardiovascular,

Rev Costarr Cardiol 2006 enero - abril, Volumen #8, Revista #1.

Un estudio realizado en Holanda, documenté y analizé la asociacién entre la

ingesta de té y el riesgo de ateroesclerosis en la poblacion general (3454
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sujetos sanos, de ambos sexos mayores de 55 afios). En ese estudio se
encontr6 que existe una relacion inversamente significativa entre la
ateroesclerosis severa en la aorta, cardiopatias isquémicas, y el consumo de
té3'.En otro estudio se concluyd que las catequinas, ya sea de alimentos o de
té, reducen el riesgo de morir de cardiopatia isquémica, pero no de infarto

cerebral.

Kristen y cols?®, analizaron que el consumo de té durante un afio anterior a un
infarto era decisivo para la mortandad por infarto, es decir habia mas

posibilidades de vivir después del infarto.

Varios estudios''* sugieren que el consumo de 4 tazas de té ayuda en la
prevencion de enfermedades cardiovasculares, en sinergia con una dieta
balanceada, actividad fisica y la eliminacion de habitos dafinos. Otro dato
importante la existencia de un efecto negativo al hecho de combinar leche con

flavonoides.©

1.8 Afecciones Coronarias

Inhiben enfermedades cardiovasculares: En los afnos cincuenta los paises
mediterraneos tenian menor incidencia de enfermedades gracias a su dieta
rica en frutos secos, hortalizas, frutas y grasas saturadas.'"" Entre los

carotenos y vitamina E los flavonoides poseen mejor actividad antioxidante.

La cardioproteccién se da por la regulaciéon por diferentes tipos de enzimas
como la enzima 6xido nitrico sintasa (iNOS) y lalactato deshidrogenasa (LDH)
gque son enzimas citosolicas que se encuentra predominantemente en los
tejidos cardiacos. La variacion en el patrén de isoenzima LDH en suero se
considera como un criterio de diagndstico definitivo para la evaluaciéon del
dafio miocardico, porque la tasa de aparicion y desapariciéon LDH en la sangre

indica el tamano del infarto
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=V

Los mecanismos implicados en la posible accion beneficiosa de los
flavonoides del té sobre el riesgo cardiovascular, pueden estar relacionados
con sus propiedades antioxidantes [inhibicion de la oxidacion de las
lipoproteinas de baja densidad (LDL)], e inhibicibn de la agregacién
plaquetaria, con la modulacién de la funcién endotelial y con propiedades

antihipertensivas.

La arteroesclerosis se da por la oxidacion de LDL y se acumula en la itima
favorecida por macréfagos y el musculo liso que producen radicales libres. Ya
las LDL oxidadas fungen como entes quimiotacticos para monocitos vy
macrofagos. Los flavonoides neutralizan al anién superéxido, el radical
hidroxilo y el radical lipoperéxido previniendo la oxidacion de LDL. La
catequina y la quercetina funcionan como tampones, pues pueden captar
directamente especies reactivas de oxigeno (ROS), como superodxido (02°),
agua oxigenada (H202) o &acido hipocloroso (HOCI), ademas quelan iones

metalicos de transicion (hierro y cobre), lo que evitaria la formacién de ROS.

Los flavonoides como las teaflavinas cambian las propiedades quimiotacticas
y adhesivas del endotelio de esta forma evita que se adhieran monocitos al
endotelio evitando la formacion de placas de ateroma y regulan también la
expresion de las moléculas de adhesion intracelular (ICAM-1) y de moléculas
de adhesion vascular (VCAM-1), lo que contribuye a evitar que se forme el

ateroma.

Para impedir que se formen los trombos los flavonoides como quercetina,
fisetina, kaempferol, miricetina, inhiben su agregacién de las plaquetas. EGCG
del té verde inhibe al ion6foro de calcio A23187, que aumenta el flujo de calcio
y que hace que la plaqueta se agregue. Esto da como resultado una
disminucién en la produccién de inositol trifosfato (IP3) y un descenso en la
actividad de la fosfolipasa A2, contribuyendo de esta manera a evitar la
agregacion plaquetaria. Otra forma en la que los flavonoides impiden la

agregacion plaquetaria es inhibiendo a las proteinas cinasas activadas por
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mitégeno (MAPK)."2

La trombosis genera una amplia variedad de enfermedades cardiovasculares
y en su inicio implica la agregacion y adhesion plaquetaria, se ha observado
que la rutina que un flavonoide glucdsido derivado de quercetina, inhibe la
activacion de la fosfolipasa C, con esto inhibe la activacion de la proteina
quinasa C y A y la formacién de tromboxanos, lo que conduce a la inhibicion
de la fosforilacion de P47 y la movilizacion de Ca?*, asi la rutina inhibe la
agregacion plaquetaria.”® En la circulacion normal las plaquetas no pueden
agregarse a menos que haya un vaso dafiado, es ahi cuando se adhieren
ininterrumpidamente, liberan componentes activos, y de esta manera se

forman ateromas con el grave riesgo de un accidente cerebrovascular.

Los efectos terapéuticos de los flavonoides en la agregacion plaquetaria y la
presiéon arterial se han atribuido a la inhibicibn competitiva de la

fosfodiesterasa de nucleétidos ciclicos (PDE)."

1.9 Efecto de los Flavonoides como Antioxidantes

Como ya mencioné en lineas anteriores entre los carotenos y vitamina E, los
flavonoides presentan mayor actividad antioxidantes.’ Ya que al inhibir a la
lipooxigenenasa, xantina oxidasa, la NADPH oxidasa, la fosfolipasa A2, la
ciclooxigenasa, la mieloperoxidasa, al ser quelantes y secuestradores de
radicales libres, cumplen con su funcién antioxidante. Igualmente y paralelo a
esto estimulan a la enzima superoxido dismutasa y a la catalasa las cuales

igual tienen propiedades antioxidantes®.

La estructura O-dihidroxi en el anillo B es que le da estabilidad a la forma
radical y participa en la deslocalizacion de los electrones, es una de las
caracteristicas de los flavonoides para que puedan actuar como antioxidantes.
Por otro lado la doble ligadura en conjuncion con la funcién 4-oxo del anillo

C41-42 y el grupo 3-y 5-OH con funcién 4-oxo en los anillos A y C ejercen la
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funcion antioxidante de los flavonoides.' La quercetina por ejemplo es 5
veces mas antioxidante con parangon con las vitaminas E y C. La vitamina C
reduce la oxidacion de la quercetina, y la quercetina reduce la oxidacion de la
vitamina E. Los flavonoides retiran aniones superoxidos, peroxidos lipidicos o

hidroperoxidos, radicales hidroxilos.

1.10 Efecto de los Flavonoides en el Tratamiento de Cancer

El estrés, tensiones externas y el envejecimiento hacen que las especies
reactivas de oxigeno (ROS) como iones de oxigeno, radicales libres,
superoéxido [O 27] e hidroxilo [OH] y peroxidos como [perdoxido de hidroégeno
(H202]. Las ROS causan dafio oxidativo a las proteinas, lipidos, enzimas y
moléculas de ADN, lo que provoca desorden en el crecimiento y diferenciacién

celular, y en la proliferacion desregulada de células.™®

El tratamiento de cancer no provoca un alto indice de supervivencia, y es la
segunda causa de muerte en humanos relacionada con mortandad por
enfermedad. Sin embargo, se ha visto en cientos de experimentos el efecto
de distintos tipos de flavonoides en la prevencion de cancer, aunque no todos
los estudios se han hecho in vivo o comprobado su eficacia en humanos, ya la
mayoria de los estudios in vivo se ha hecho en ratas. Por otra parte, lo que
un tipo de flavonoide es capaz de lograr en ciertas patologias o tipos de

cancer no lo es en otro flavonoide.

Hay varios mecanismos de accién de los flavonoides en la iniciacién y
propagacion de la carcinogenicidad, como modificar las influencias de las

hormonas. Algunas formas son:

1. Modificacion de la proteina p53 mutante y proteinas Ras e inhibicion
de las proteinas de choque térmico,

2. Intervienen en el ciclo celular y generan la muerte de células
cancerigenas,

3. Inhibicidn de la cinasa de la tirosina,

4. Capacidad de union del receptor de estrogeno,
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5. Por sus propiedades redox, quelantes de metales de transicion y
radicales libres, estructura quimica, '°

6. Ya sea en combinacién o solos, los flavonoides pueden inhibir
BCR/ABL.

Como es el caso del tratamiento del con 3 hidroxi-flavona que en combinacién
con mesilato de imitanib logra la apoptosis en células de la leucemia mieloide
crénica (CML),?° que es un tipo de cancer que afecta a las células de la
sangre o0 médula 6sea, mediante la inhibicibn de BCR/ABL, una tirosina
quinasa. A BCR/ABL se le han encontrado muchas mutaciones y esto hace

resistencia a los farmacos.

Se ha comprobado en cancer de prostata PC-3 ayudan a lograr la apoptosis
de ése tipo de células en fases S y G2/M del ciclo celular, pero las isoflavonas
previenen el cancer de prostata?'. En especifico la fisetina, que es un flavonol
presente en frutas y hortalizas, como la fresa, la manzana, caqui, uva, cebolla

y pepino inhibe la proliferacion celular y desarrollo de tumores.?

Los flavonoides, son capaces de regular a la baja expresién de la proteina
p53 mutante a niveles casi indetectables en lineas celulares de cancer
mamario humano. Algunos flavonoides presentan efectos en humanos para
inhibir a las tirosinas quinasas como la quercetina. Las tirosinas quinasas son
una familia de proteinas que desregula el crecimiento normal de las células y

se encuentra cerca de la membrana.

Otra forma de intervencién de los flavonoides es en las proteinas de choque

térmico, que cuando se unen con p53 mutante, permiten asi a las células del
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tumor evitar la deteccion del ciclo celular; también las proteinas de choque
térmico hacen que las células cancerigenas puedan vivir ante tensiones
corporales. Los flavonoides impiden la produccién de proteinas en varias
células malignas como en las de cancer de mama, leucemia y cancer de

colon.?3

La acido graso sintasa (FAS) se incrementa en varios tipos de cancer,
sobretodo en etapas tempranas y en tumores avanzados, pero es inhibido en
células de cancer de prostata por el flavonol epigallocatechin-3-gallate que

también impide la lipogénesis.

En células linfoides, la quercetina detiene el ciclo celular, es antineoplasica, e
impide el crecimiento en células de tumor maligno in vivo. Estas células
cancerigenas, entre las que se incluyen las de tipo gastrico (HGC-27, NUGC-
2, 7-NKN y MKN-28), de leucemia P-388, de colén, de mama inhiben la
transduccion de sefales en células cancerigenas, particularmente las de tipo
ovarico. Se ha propuesto que la funcién de la quercetina es la interaccion con

el estrogeno Il en sitios de union de la proteina Erg-1 y Erg-2 (EBS).

La isoflavona genisteina daidzeina suprime el desarrollo de cancer mamario,
la flavonona hesperidina inhibe la azoxymethanol la cual induce cancer
mamario y de colon. El acido elagico, robinetin, quercetina y miricetina han
demostrado inhibir la colonizacion de BP-7, 8-diol-9 y 10-epoxi-2 sobre la piel

del raton.

Varios tipos de flavonoides impiden el desarrollo de las células de cancer de
pulmén, en particular rhamnohexoside kaempferol, rhamnohexoside
quercetina, la rutina y quercetina-di- (rhamnohexoside) impiden el crecimiento
de las células A549 de ratas a través de la detencion de la fase de ciclo

celular G2/M vy la induccién de apoptosis. La quercetina impide el crecimiento
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de células H 460 en ratas promoviendo apoptosis a través de la ruta del factor
de transcripciéon NF- kappa B. Mientras que el kaempferol rhamnohexoside
igualmente impide el crecimiento de células H460 y A 549 NSCLC, actuando

en las fases S y G2/M y promoviendo su apoptosis. %*

2. ldentificacién de los Flavonoides

Los flavonoides se identifican usando espectroscopia RMN, pero su pureza y
bioactividad a veces son inversas. El aparato 1TH RMN (qHNMR) es un
detector cuantitativo universal que determina los niveles de pureza. Hay

discrepancias con otro aparato el HPLC.

Por el método de cromatografia se pueden separar flavonoides tales como
isoscutellarein 'y 8-hidroxiluteolina o glucésidos hipolaetina, y seis
biflavonoides, entre ellos amentoflavona, hinokiflavona, cupressoflavone, y

metil-biflavonas

La evaluacidon cuantitativa de cada compuesto se lleva a cabo utilizando
curvas de regresion, mediante el uso de dos patrones auténticos. Se calculan
utilizando estandares como el de rutina en un rango de concentracién entre 0
y 7,3 g.Las cantidades biflavonoides se calculan en 350 nm utilizando

amentoflavona como compuesto de referencia en el intervalo de 0-3,4 g.

Se utilizan aparatos como el de HPLC-DAD, y con un cromatdgrafo liquido HP
1100L equipado con un detector DAD y gestionado por una estacion de
trabajo HP 9000 (Agilent Technologies, Palo Alto, CA), acoplado a un
espectrometro de masas HP MSD 1100 con una interfaz API / electrospray
(Agilent Technologies). Los espectros se registran en el modo de ion negativo,

el establecimiento de la energia de la fragmentacion entre 80y 180 V
Las condiciones de operacion del espectrometro de masas son: temperatura

del gas, 350°C; caudal de nitrogeno, 7 Lmin " ; presién nebulizador, 30

psi; temperatura de cuadrupolo, 40 ° C; y la tension capilar, 3.500 V.?®
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2.1 Biosintesis y Funciones

El paso critico para la sintesis de la mayoria de los flavonoides es el
flavanona, que en la ruta de los flavonoides es la en la segunda enzima la
chalcona isomerasa (CHI) la cual cataliza la conversion estéreo especifica de

una chalcona a un flavonone.?®

Los flavonoides son sintetizados en las plantas a partir del aminoacido
fenilalanina por medio de la ruta biosintética: via general fenilpropanoide. Esta
importante via genera gran numero de compuestos que tienen en comun un
grupo fenilo estructural. Los metabolitos secundarios derivados de esta via
incluyen, a los flavonoides, taninos, fenoles, acidos benzoicos, estilbenos,
ésteres de cinamatos y cumarinas. Una secuencia de reacciones convierte la
fenilalanina a derivados de coenzima A (CoA) y sucesivamente a acidos
cinamicos substituidos. Estos son subsecuentemente transformados a otros

metabolitos.

Especificamente los flavonoides se derivan de la conjugacion de p-cumaril Co
A con tres moléculas de malonil-CoA para transformar naringenin chalcona, la
cual es considerada precursora de todos los flavonoides. Tres moles de
malonil coenzima A provenientes del metabolismo de glucosa se condensan
por medio de la enzima chalcona sintetasa para formar el anillo A de la
estructura basica de los flavonoides. El anillo B y el C también vienen del
metabolismo de la glucosa, pero por la via general fenilpropanoide, a través
de la fenilalanina, la cual es convertida a acido cinamico y luego a acido

cumarico.
Posteriormente el acido cumarico convertido en p-cumaril CoA se condensa
con tres moléculas de malonil CoA, en un unico paso enzimatico, para formar

naringenin chalcona.

La narigenina chalcona se convierte rapidamente a su forma flavonona,
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denominada narigenina. La naringenina sufre modificaciones enzimaticas
adicionales para dar lugar a otros flavonoides: las reacciones dan lugar a los
demas flavonoides son reduccion, oxidacion, hidroxilacion, O-metilacién, C-

glucosilacion, O-glucosilacion, sulfonacion, rearreglo y polimerizacion. 7

2.2 Extraccion y Aislamiento

La extraccion de los componentes fendlicos, incluyendo los métodos y el tipo
de solvente de extraccién, generalmente depende del tipo de compuesto
fendlico y del disolvente, el rendimiento de la extraccion de fenoles y el
contenido de flavonoides es mayor dependiendo de la polaridad del
disolvente. En ese sentido se utiliza metanol como disolvente polar, acetona

como medianamente polar y hexano como disolvente no polar.

La extraccion de los diferentes flavonoides se realiza a partir del material
fresco o incluso seco, siempre y cuando no se altere su composicién. El
procedimiento depende de donde se quiera extraer por ejemplo si es de una
cascara de lima primero se seca, se muele, se tamiza para un determinado
tamario, (el tamafo de la particula es importante, de 2 cm? se toma como
Optimo), se anade el disolvente metanol, acetona y hexano, se homogeniza,
se ozoniza 30 mn, se centrifuga a 4000 rpm durante 15mn a 4 °C, se recupera

el sobrenadante y al precipitado se vuelve a centrifugar.?®

Si la flavona esta en aceite o en ceras se obtiene mediante lavados con un
disolvente apropiado, como por maceracion y luego por extraccion con algun

disolvente dependiendo la polaridad de la flavona. %°

Los disolventes poco polares como cloroformo, diclorometano, éter dietilico o
acetato de etilo extraen flavonoides, flavonoides metoxilados y agliconas,
Disolventes con mas polaridad como como el metanol, etanol, acetona,
DMSO o agua extraen los glucosilados que es lo mas comun en extractos de

plantas o también flavonoides que tienen mas grupos hidroxilos. Se deben
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extraer vy solubilizar en disolventes polares. Por ejemplo para la manzanilla
(Matricaria recutita L.) son un procedimiento de 1 h a 70+ 0.5°C, proporcion de
disolventes de 80:20 (metanol:agua). Los glucésidos aumentan su solubilidad

en agua y soluciones alcohdlicas acuosas.

3. Los Flavonoides Mediadores de la Inflamacion

La inflamacién es una respuesta del tejido a una lesién ya sea fisica, quimica
o bioldgica, es protectora, que conlleva a la liberacion de sustancias como
bradiquinina, prostaglandina, histamina y serotonina. La IL 1 permite que se
codifique la COX-2, asi como la fosfolipasa A2 y el 6xido nitrico sintetasa
inducible. Sin la inflamacion la infeccion se disemina por el cuerpo o llegar
hasta enfermedades cronicas como la fibrosis pulmonar, aterosclerosis, artritis

reumatoide o hipersensibilidad.

La enzima ciclooxigenasa es la responsable de que el acido araquiddnico se
convierta en prostaglandinas mediante una reaccién catalizada por la accion
de la fosfolipasa A2. Los flavonoides inhiben enzimas propias de la sintesis de
las prostaglandinas®. Por ejemplo, la chalcona es 14 veces mas potente para
inhibir la COX2 que la flovona®', las dos son flavonoides. También flavonoides
inhiben ademas de COX2 el sintasa de 6xido nitrico inducible (iNOS), y la

proteina cinasa C32.

3.1 Efecto de los Flavonoides en Sistemas Enzimaticos

Los sistemas enzimaticos en general, estdan formados por la enzima
propiamente dicha (apoenzima), el sustrato o los sustratos, un grupo proteico
(o coenzimas) y sustancias activadoras. La estructura formada por la
apoenzima y la coenzima se denomina (holoenzima) enzima o bioenzima, sin
embargo, con cierta frecuencia se reconocen sistemas enzimaticos que no

tienen grupo prostético o activadores reconocidos.
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La intervencion en distintas fases de las vias de sefalizacion hace que los
flavonoides tengan distintas funciones y participen en regular distintas
enzimas ya sea en procesos de hidroxilacién, metoxilacion, prenilacién, o
glicosilacion. Al eliminar radicales libres inhiben a iINOS dando un efecto
antialérgico, al inhibir el metabolismo del acido araquidonico (AA), les da la

caracteristica de antiinflamatorios y antitrombdéticos.

Intervienen en la inhibicion de enzimas como las cinasas, ATPasas,
fosfolipasas, ciclooxigenasas, inhibiendo la produccién total en procesos

inflamatorios, de igual manera en las fosfodiesterasas.

Los flavonoides interactuan en varias fases de la inmunidad del organismo
ante lipopolisacaridos (LPS) ¢ ante acido lipoteicoico (LTA), u otros factores
de virulencia que ante la accion del organismo por defenderse se destruye 6
genera a nivel sistémico los signos cardinales de la inflamacion y otros
sintomas. Como ejemplo impide que la respuesta ante LPS el organismo
produzca en fibroblastos la L6 que quizd en el afan del organismo por
destruir el patdégeno destruye en hueso en el periodonto en forma de

resorcion.

3.2 Cinasas

Las cinasas, también llamadas kinasas debido a una traduccion errénea del
inglés kinases, son enzimas que modifican a sustratos mediante la
fosforilacién, la cual consiste en transferir un grupo fosfato desde el ATP a un

sustrato especifico.

Las proteinas cinasas transfieren un fosfato en posiciéon gamma del ATP a un
residuo de un aminoacido, entre los que se encuentran la serina: Ser,
treonina: Tre, tirosina: Tyr e histidina: His a sus grupos hidroxilo e imidazol®3.
De los residuos Ser/Tre estan los modulados por Ca,?* de igual forma
necesitan un i6n metalico ya sea Mg?* o el Mn?*. Se puede aumentar o

disminuir la actividad de una proteina, estabilizarla o marcarla para su
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destruccion, localizar dentro de un compartimento celular especifico, y puede

iniciar o interrumpir su interaccion con otras proteinas.

La fosforilacién de las proteinas, la adicion de un grupo de fosfato a una
cadena del aminoacido, es una accion regulatoria muy importante para la
transduccion de sefales que controlan el crecimiento y division celular,
procesos que se encuentran activados en el cancer, omitiendo las funciones
de las fosfatasas y de las cinasas, reproduciéndose las células sin sefales

externas o factores de crecimiento.

Por la razéon de que cada grupo de fosfato lleva consigo dos cargas
negativas, la adiciéon de un fosfato puede alterar la forma de la proteina. La
forma alterada de una proteina es a menudo relacionada con la actividad
alterada de la proteina. La habilidad de cambiar la conformacion de una
proteina entre dos formas diferentes permite un control regulatorio sobre la

actividad de la proteina.

La fosforilacion por las quinasas es un proceso reversible, y las proteinas
pueden ser desfosforiladas (remocién de un grupo de fosfato) por enzimas
qgue se conocen proteina-fosfatasa; Estos dos procesos son el “switch” de las

sefales celulares (Fig 5) .

RESIDUO TIROSINA
DE CINASA

TIROSINA + ATP

R OH
RESIDUQ DE SERg::Eg:[NA
SERINA: R=H "‘}
TREONINA: R=CH3 + ATP

Fig. 4 Reaccion quimica catalizada por cinasas.
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A. Estructura del ATP, B. Reaccioén catalizada por las proteinas cinasas, Parte del esquema de la pag. 4 de Roa

Huerta M.34

La clasificacién es algo compleja por ejemplo de acuerdo a su sustrato:
- Glucoquinasa:
El substrato es glucosa.
Glucosa + ATP ——> Glucosa 6 (P) + ADP
- Hexoquinasa:
El substrato es una hexosa (esta enzima es menos especifica que la
glucoquinasa).
Hexosa + ATP ——> Hexosa (P) + ADP
- Fosfofructoquinasa (PFK):
El substrato es fructosa (P) .
Fructosa 6 (P) + ATP —> Fructosa 1, 6 bis (P) + ADP (PFK-1)
- Proteina quinasa:
El substrato es una proteina.
Proteina + ATP —— > Proteina-(P) + ADP
- Tirosin quinasa:
El substrato es un residuo de tirosina en una proteina.
Por reacciones
---Reaccion de la Piruvico quinasa:
> Piruvato + ATP

(P)-enol piruvato +ADP.

---Reaccion de la fosfogliceroquinasa:
(Esta reaccion es una excepcion entre las reacciones catalizadas por

quinasas, ya que es reversible)

1,3 bisfosfoglicerato + ADP< > 3 fosfoglicerato + ATP

Algunas enzimas aumentan su actividad cuando son fosforiladas, mientras
que en otras la actividad disminuye. Lo opuesto es valido tambien para la
desfosforilacion de enzimas: mientras que algunas enzimas aumentan su

actividad cuando son desfosforiladas, en otras la actividad disminuye.
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Otra clasificacion es por su familia que son ocho:

. Familia AGC: abarca las cinasas enlazadas a proteinas G.

. Familia CAMKs: abarca las cinasas reguladas por calmodulina.

. Familia CMGC: abarca las cinasas dependientes de ciclinas.

. Familia CK1: abarca la caseina-cinasa.

. Familia RGC: abarca los receptores asociados a guanilato-ciclasa.
. Familia STE: abarca las MAP-cinasas.

. Familia TK (cinasa): abarca las tirosina-cinasas.

. Familia TKL: abarca las proteinas de tipo tirosina-cinasas.

La via de las MAPK cinasas de proteina activada por mitdgeno es de
relevancia en el sefialamiento celular, apoptosis, transcripcion, traduccion,
sintesis de acidos nucleicos, dinamica del citoesqueleto y sistema inmune: y
su activacion a nivel sistémico se relaciona a respuestas de hiperosmoralidad
e hipo, agentes genotoxicos, luz ultravioleta, mediadores inflamatorios, choque
de calor y estiramiento mecanico; también se relacionan con la patogésis de

cancer, distrofia muscular, diabetes, Parkinson, desordenes neuroldgicos. 3°

Las cinasas reguladas por las sefiales extracelulares 1 y 2 (ERK 1/2), las
cinasas de la porcion amino terminal c-jun (JNKs 1,2 y 3), las p38 (a,B, y), las
ERK 7/8, las ERK 3/4, y las ERKS5, son las 6 subfamilias de las MAPK en

mamiferos.®® (Tabla Il)

Tabla Il Componente de la Via de sefializacion de las proteinas activadas por mitogeno

Clasificacion Integrantes

MAPK ERK, Fus3, Hog1, JNK, p30

MAPKK MEK1, MEK2, SEK1 (MKKr, JNKK)

MAPKKK ASK1 (MKKK5), DLK (MUK), MLK3 (SPRK),
PAK, TAK1,

Sustratos proximales Grb2, SOS

Proteinas asociadas a GTP Ras, Rac, Cdc42

Mitégenos Factor de crecimiento epidermal, insulina,
trombina, factor de crecimiento derivado de
plaquetas, hormona tiroidea

"Components of the MAPK Pathway" by Alizay31 - Own work. Licensed under CC BY-SA 3.0 via Wikimedia Commons
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http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Components_of the_ MAPK_Pathway.png#/media/File:Components_of_the_M
APK_Pathway.png

La PKM2 es el punto control en la glicdlisis, pero flavonoides como la
miricetina, quercetina 3-B-D-glucdsido, neoeriocitrin, (-) - galato de catequina,
fisetina, (x) -taxifolin y (-) — epicatequina son potentes inhibidores y

activadores por lo cual son importantes agentes anticancerigenos.®”

Los flavonoide extraidos de Orostachys japonicus (A. Berger), tienen
mecanismos de accion de apoptosis en la leucemia humana induciendo en la
via de sefalizacion de MAPK, esta planta es utilizada popularmente en paises
orientales.® También los flavonoides al inhibir a MAPK en las plaquetas

inhiben su agregacion plaquetaria, y con esto evitan trombos.3°

La modulacién de la via MAPK por parte de hesperidina y kaempferol impide
la replicacion del virus de la gripa tipo A%°, kaempferol regula principalmente a
ERK y hesperidina a p38 y a JNK. Este hallazgo promete una nueva

generacion de farmacos antivirales.

3.3 ATPasas

La hidrolisis de ATP es producto de la accién de un conjunto de enzimas que
da como resultado ADP, este proceso es llamado desfosforilacién y se libera
energia que se utiliza para las reacciones quimicas que de otra forma no se

lograrian.

Algunas de estas enzimas son proteinas integrales de membrana, es decir,
son ATPasas transmembrana y mueven solutos en contra del gradiente de
concentracion. Ingresan a la célula moléculas necesarias para el metabolismo
y llevan hacia afuera toxinas, desechos y solutos.

Se pueden clasificar en 5 subtipos, la F-ATPasas estan en las mitocondrias,

cloroplastos y bacterias, son productores de ATP, utilizando el gradiente
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generado por la fosforilacion oxidativa en mitocondrias y la fotosintesis en
cloroplastos.

La V-ATPasas se encuentran en vacuolas eucriontas participando en la
bomba de protones del lisosoma. A-ATPasas estan en arqueas, P-ATPasas
estan en bacterias, hongos y transportan iones en membranas, E-ATPasas

estan en la superficie celular e hidrolizan ATP extracelular.

La ATP sintasa es un complejo enzimatico encargado de proveer a la célula la
energia necesaria para realizar todos sus procesos vitales mediante la sintesis
de ATP, aunque también puede llevar a cabo la hidrdlisis de éste, por lo que al

complejo también se le nombra ATPasa.

ATPasa/ATP sintasa esta presente en la membrana interna de las
mitocondrias eucaridticas y actua como el motor de la célula mediante la
sintesis de ATP. También puede funcionar en la direccion inversa, la hidrdlisis

de ATP y el bombeo de protones bajo ciertas condiciones

Los flavonoides de Scutellaria baicalensis Georgi impiden las enfermedades
neurodegenerativas en cerebros murinos modulando ATPasas, junto con el
estrés oxidativo.*! El resveratrol un flavonoide que se encuentra en la vid, vino
blanco, pulpa, semillas, inhibe en el cerebro e higado de murinos a la
ATPasa/sintasa. La quercetina inhibe la ATPapa bovina y porcina. Igualmente
las isoflavonas genisteina, daidzeina y biocanina inhiben la ATPasa en

mitocondrias de cerebro murino*?

Varias catequinas como la epicatequina y epigalocatequina tienen efecto
inhibidor sobre la actividad FoF1-ATPasa, mientras que los ésteres de galato,
incluyendo (-) galato de epigalocatequina (EGCG) y (-) galato de epicatequina
(ECG) son potentes inhibidores.
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3.4 Fosfolipasa A2

Las fosfolipasas A2 pertenecen al grupo de las estereasas y son enzimas que
liberan acidos grasos como el araquidonico y lipofosfolipidos , catalizando la
hidrdlisis de los fosfolipidos esterificados en el segundo carbono (sn-2) acilo-
ester en la cadena principal de glicerol. Después por modificacion por
cicloxigenasas el acido araquidonico se modifica a través de la via
lipoxigenasa y la via ciclooxigenasa en compuestos icosanoides que incluyen
prostraglandinas y leucotrienos. Estas ultimas moléculas son responsables de

la inflamacién y por ende del dolor en varias patologias.

Las enzimas que hidrolizan el puente sn2-éster se llaman fosfolipasas A2,
pertenecen a la familia de las fosfolipasas, a la superfamilia de las lipasas y a
la megafamilia de las hidrolasas.** Asi mismo, forman parte de la inmunidad

innata.

Tienen varias funciones biolégicas como provocar la contraccion de los
musculos lisos en el sistema cardiovascular y el parénquima pulmonar
inducen la proliferacion de células, estan asociadas con una variedad de
afecciones inflamatorias como la artritis reumatoide, el shock endotodxico, el

sindrome de distrés respiratorio y varios tipos de cancer gastrointestinal.

En las ultimas 2 décadas se han caracterizado 5 isoformas de PLA2%:

1.- Secretorias de bajo peso molecular, las actuan preferencialmente sobre
microvesiculas emitidas por las células cuyas membranas han perdido la
asimetria fosfolipidica.® (Tabla IlI)

2.- Citologicas de alto peso molecular

3.- Fosfolipasas independientes del calcio

4.- Acilhidrolasas que catalizan especificamente el factor activador de
plaquetas (PAF)

5.- Fosfolipasas lisosomales
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Tabla lll Localizacion y funciones de diferentes tipos de PLA2s.

PLA2s Localizacion Efectos fisiolégicos
Grupo | ol|Jugo pancreatico, pulmén, |Digestién de fosfolipidos, contraccion muscular
pancreatica higado, rifién, bazo, suero lisa, proliferacién celular, migracién celular

. o . |Produccién de potentes mediadores lipidicos de

Fluido sinovial, plasma, pulman, la inflamacién, activacion de linfocitos T

higado, plaquetas, macrofagos, eliminacién dé bacterias, migracion celular’

polimorfonucleares . o 9 ’
degranulacion de mastocitos

Grupo Il o
inflamatoria

?
PLA2-8 PLA2- Cerebro, testiculos, intestino,
10 corazon, placenta, higado "
Insectos Venenos Digestion, neurotoxicidad, miotoxicidad,efectos
Serpientes anticoagulantes

Tomado del articulo: Yolanda C. Valdés Rodriguez, Miguel Bilbao Diaz, José L. Leén Alvarez y Francisco Merchan
Gonzélez,Origen e importancia de la fosfolipasa A2 de secrecién, Rev Cubana Farm 2002;36(2):121-8

Aun asi se encuentran varias clasificaciones ya sea de localizacion celular o
tisular: citosdlicas y secretorias, o por su dependencia al calcio: dependientes

de calcio e independientes de calcio.

Se activa de alguna manera cuando interactua con formas agregadas del
sustrato, por ejemplo en micelas o en bicapas, interacciones electrostaticas e
hidréfobas son sospechosos de estar involucrados en la unién de la enzima a
la membrana“. El primer paso en el mecanismo de por el cual transcurre la
activacion de la PLA2 son los virus, parasitos, bacterias, endotoxinas, etcétera
que hacen que el factor de necrosis tumoral alfa, la interleucina 1y 6 (IL1, IL6)
y los lipopolisacaridos, provocan su activacion en monocitos, macrofagos,

condrocitos, osteoblatos, células endoteliales.

La quercetina es un inhibidor eficaz de PLA2 en leucocitos de humano y
conejo, la quercitina, el kaempferol 3-0-galactosido y scuetellarin igualmente
inhiben la PLA2 pero en sitios sinoviales humanos, con valores de ICso que
van desde 12,2 hasta 17,6 ym.*’
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La inhibicion de fosfolipasa A2 conduce a la disminucion de icosanoides. La
quercetina, el kaempferol, galantina, naringerina y otros flavonoides son
antiinflamatorios por su intervencion en las enzimas del acido araquidonico,*®
pero los mecanismos por los cuales los flavonoides inhiben a la PLA2 no son

muy claros.

PLA 2 tiene una union flexible y los flavonoides interactuan en el sitio
hidrofobico cerca de la unién de la hélice N-terminal, ademas hacen contactos
electrostaticos-hidréfilos con la enzima. La particularidad de los flavonoides es

su independencia de unioén vy la inhibicion de Ca catalitica?*.

3.5 Lipooxigenasas y ciclooxigenasa

Lipooxigenasa:

La araquidonato 5-lipooxigenasa ¢ 5-lipooxigenasa (5-LO) 6 (LO), es una
enzima humana, transforma a leucotrienos los acidos grasos. Es activada por la
proteina activadora de la 5-lipoxigenasa (FLAP). Del acido araquidonico (AA)
produce la serie 4 de leucotrienos proinflamatorios: LTB4, LTC4, LTD4, LTEA4;
del acido eicosapentaenoico (EPA) produce la serie 5 de leucotrienos anti-
inflamatorios (LTB5, LTC5, LTD5, LTES.

Cilcooxigenasa:

La Ciclooxigenasa (COX) o prostaglandina-endoperoéxido sintasa, es
una enzima que permite al organismo producir unas sustancias
llamadas prostaglandinas a partir del acido araquidonico. Puede actuar como
peroxidasa o como dioxigenasa y es ihibida por los AINES.

La enzima COX 1, es contitutiva en plaquetas, células endoteliales, tracto
gastrointestinal, microvasculatura renal, glomérulos y tubulos colectores; se
encuentra dentro de la célula en el citoplasma o cerca del reticulo plasmico, en
la region perinuclear y en la membrana nuclear, la COX2 no es detectable en la

fisiologia normal solo en procesos inflamatorios, Su expresion aumenta de dos
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a cuatro veces cuando se estimula, y los glucocorticoides no la inhiben; es
responsable de la regulacién del flujo sanguineo renal, excrecidon de sodio y de

la proteccion de la mucosa gastrica.

Con la enzima COX 2 posee una homologia de mas del 90%, y se expresa
constitutivamente en diferentes puntos del aparato genital masculino y femenino
y durante los procesos relacionados con la ovulacién, la implantacién ovular, la

induccion del parto y la reproduccion.

La COX 3 deriva del gen que codifica a la COX1, el PTGS1 ( COX1 ), con la
diferencia de que la COX-3 conserva un intrén que no es retenido en la COX-1,
es la COX recientemente descubierta, se encuentra mas en la corteza cerebral

humana y el acetaminofen es el mas selectivo hacia ella.

La eficacia de la inhibicién varia enormemente; asi, un unico flavonoide puede
inhibir una enzima a bajas concentraciones, pero puede necesitar de
concentraciones 100 veces superiores para inhibir otra. La quercetina (flavonol)
inhibe a la ciclooxigenasa y la lipooxigenasa, siendo mas potente contra la
lipoxigenasa. De igual manera, Amentoflavona, una de las biflavonas y
Ginkgetin  (biflavona) inhiben la ciclooxigenasa comparable a la

indometacina.*®

Silibina inhibe fuertemente la 5-LO de granulocitos humanos y de las células de
Kupffer humanas y de ratas, pero se necesitan concentraciones de hasta 3 y 4
veces mas altas que esta para lograr la mitad de la inhibicion maxima en la via
de la CO en las células endoteliales y en los granulocitos humanos

El cirsiliol, la gossypetina, la hypoletina y sus glicdsidos, son muy efectivos

inhibiendo la L, e igualmente kaempferol y quercetina®®
3.6 Fosfolipasa C (PLC)

Son un conjunto de enzimas hidrolasas intracelulares que participan en la

transduccion de senales, hidrolizan el enlace diester fosférico, participan en el
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=

metabolismo de los fosfatidilinositol  bifosfato (PIP2) y las vias calcio-
dependientes de la senalizacion celular relacionados con lipidos, igualmente en
los mecanimos que producen inositol trifosfatos (IP3) y diacilglicerol (DAG) y
que activan a la proteina cinasa C (PKC)con un total de 13 isozimas
individuales que difieren una de la otra en su modo de activacion, tiene seis

isotipos (B, v, O, €, C, n) , antes de liberar fosfato libera el diacilglicerol.

La flavona (ugonin U), un flavonoide aislado de Helminthostachys zeylanica
estimula PLC,%'pero la quercitina inhibe la produccion de IP3 inhibiendo a
PLC en células musculares de las vias respiratorias, de ahi la propiedad
broncorelajante de la quercetina con importancia en el tratamiento del asma

alérgica y reducir la dependencia a beta agonistas de accién corta.>?

La rutina inhibe la activacion de la fosfolipasa C, con esto inhibe formacion de
la proteina quinasa C y A tromboxano, lo que conduce a la inhibicion de la
fosforilacion de P47 y la movilizacion de Ca 2 +, asi la rutina inhibe la
agregacion plaquetaria,® de esta forma previene la rutina un accidente cerebro

vascular por un ateroma.

4 Fosfodiesterasa de nucleoétidos ciclicos

Las fosfodiesterasas (PDE) o nucleasas son enzimas hidrolasas que catalizan
la ruptura de los enlaces fosfodiéster como los que se establecen en los acidos
nucleicos entre la pentosa de un nucleétidoy el grupofosfato de otro (Tabla
V).

PDE degrada AMPc a 5 -AMPc, siendo el AMPc un producto de la adenolato
ciclasa (AC) apartir de ATP; PDE regula de esta manera la concentracion
dentro de las células del AMP ciclicoy del GMP ciclico (nucleétido ciclico
fosfodiesterasas).Hay cinco isoenzimas Se clasifican segun el tipo de acido
nucleicoy el tipo de enlace que hidrolizan y los farmacos usados como

inhibidores de las fosfodiesterasas son cafeina, aminofilina, sildenafilo, etc.
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Ribonucleasas del ARN; desoxirribonucleasas del ADN; Exonucleasas.
Escinden el ultimo nucledtido del extremo 5' o 3' de un polinucledtido, pueden
degradar por completo un acido nucleico lineal; Endonucleasas. Cortan los
enlaces fosfodiéster situados en el interior de los polinucleétidos;
Meganucleasas: modifican las proteinas y son capaces de arreglar la mutacion
que este perjudicandola y provocando una determinada enfermedad.

Tabla IV Caracteristicas de la isoenzimas de PDE.

Familia isoenzima Principal distribucion tisular

PDE 1: Ca2+f{CaM acrivada Cerebro, miscule liso, corazdin, testiculos

PDE 2: GMPc estimulada Corteza adrenal, cerebro, corazén,
endorelio

PDE 3: GMPc inhibida Corazon, musculo liso, tejido adiposo,

plaguetas, linfocitos T, macrofagos,
células dendriticas, endotelio

PDE 4: AMPc especifica Epitelio bronquial, miasculo liso bronguial
v vascular, endotelio, linfocitos T,
monocitos, eosindfilos, basofilos,
neutrdfilos, sistema reproductivo, piel,
MEUTonas.

PDE 5: GMPc especifica Musculo liso, plaguetas, fibroblasto
de pulmdn, cerebelo.

PDE 6 (fotorreceptor): GMPc especifica Retina

PDE 7: AMPc especifica (alta afinidad) Musculo esquelético, células
inmunitarias, cerebro

PDE 8: AMPc especifica (alta afinidad)  Células inmunitarias, higado, rifdn,
testiculos, tiroides

PDE 9: CMPc especifica (alta afinidad)  Cerebro, rifidn

PDE 10: Especificidad dual Cerebro, testiculos
PDE 11: Especificidad dual Cerebro, prostata, testiculos, miasculo
esguelético

Cuadro tomado del articulo de Julio Cortijo Gimeno®*
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Fig. 5 Mecanismos de transduccion de sefiales del receptores acoplados a proteinas G, canales dependientes
de nucleétidos ciclicos y péptidos natriuréticos. Diagrama Elisabet Reyes Irisarri®®
En el esquema se muestra que los receptores acoplados a proteinas G, se acoplan las proteinas G que activan al

efector final que es la adenilato ciclasa (AC) cuya funcion es la sintesis de adenosin monofosfato ciclico (AMPc) que
activa a la proteina cinasa A (PKA) o a Exchange protein activated by cAMP/ proteina intercambiadora de nucleétidos
de guanina activada por AMPc (Epac) y la fosfodiesterasa (PDE) produce 5-AMP. Por otra parte, los péptidos
natriuréticos activan la produccion de guanilato monofosfato ciclico (CMPC) que por accion de la fosfodiesterasa (PDE)

se produce 5’GMP vy la activacion de la la proteina cinasa G (PKG) y la activaciéon de respuestas celulares.

Al inhibir a PDE los flavonoides tienen efectos terapeuticos disminuyendo la
agregacion plaquetaria y la presion arterial, elevan los niveles de AMPc y la
activacion de proteina cinasa A. También al inhibir PDE unducen a hidrdlisis de
lipidos en el tejido adiposo y en el higado, su estructura es estéricamente y
electrostaticamente compatible con el sitio catalitico de AMPc, PDE3 y PDEA4.
Pueden entonces ser una eleccion concomitante el tratamiento de la
enfermedad cardiovascular, asi como las condiciones asociadas como la

obesidad, esteatosis hepatica y diabetes tipo 2.%

Gnaphaliin flavonase encuentra en las hierbas y especias. Gnaphaliin es un
constituyente de Helichrysum italicum (planta de curry),y tiene una preferencia
para inhibir la degradacion del GMPc relaja la aorta y traquea de cuy, mas que

el sildenafil, en el mismo sitio de union inhibiendo a PDE5.%”
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4.1 Adenilato ciclasa

El adenilato ciclasa o llamado igualmente adenilil ciclasa (AC) Una enzima de
la clase liasa que cataliza la formacion de AMP ciclico y pirofosfato de ATP,

se han detectado 10 isoformas, la numero Ill es la mas abundante en
mamiferos y 5 son sencibles al calcio®, al magnecio y a subunidades beta
gamma de proteina G. AC es una enzima que forma parte de la cascada de
sefalizacion de la proteina G que transmite sefiales de exterior al interior de la
membrana celular. Se enumeran con numeros romanos Yy catalizan la
conversion de trifosfato de adenosina (ATP) a 3 ', 5'-AMP ciclico (cAMP). El
principal producto del AC es el ATP *°

Los flavonoides crisina, apigenina disminuyeron la respuesta de plaquetas
AMP ciclico a la prostaciclina, un efecto atribuido a la inhibicién de la adenilato
ciclasa. Las flavonas 7-hidroxiflavona, apigenina, galangina y kaempferol

fueron menos activas.®®

4.2 Sialidasa

La familia de enzimas denominadas trans-sialidasa (TS), 6 neuraminidasa
(NA), 6 simplemente sialidasa comprende miembros en pesos moleculares en
un rango de 120 a 200 KDa. Es un importante factor de virulencia al catalizar la
transferencia de acido sialico de glicoconjugados del hospedero a moléculas
aceptoras en la membrana plasmatica de parasitos, bacterias y envoltura virica,
por lo cual provoca infeccidon y patologénesis. Por ejemplo esta molécula es
expresada en grandes cantidades en la superficie de los tripomastigotes, las
formas infectivas del parasito T. cruzi. Ademas, la TS es secretada por éstos,
sugiriendo que la regulacion de la expresion de esta molécula media la

infeccion, apoptosis y desorganizacion de la histoarquitectura de 6érganos.

De igual forma otros microorganismos patdgenos colonizan las distintas
mucosas, tales como: Corynebacterium diphteriae, Vibrio cholerae,
Streptococcus pneumoniae y Streptococcus agalactiae; y se asocian con la

patogénesis de distintas enfermedades, entre las que podemos citar peritonitis,
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céblera, septicemia, gastritis, enfermedad periodontal y enfermedad respiratoria.
Por lo tanto, puede decirse que las sialidasas mejoran la capacidad de los
microorganismos para colonizar y destruir tejidos, jugando un rol importante en

la nutricion bacteriana, interaccion celular y evasion de la respuesta inmune.

Codificada en humanos como un factor de virulencia por el gen neuraminidasa
NEU1, escinde terminales de acido sialico de glicoproteinas y glicolipidos,
forma el complejo heterotrimérico junto con beta-galactosidasa y la catepsina A
en el lisosoma, y juega un papel fundamental en la nutricion, las interacciones
celulares. Mucinas salivales y fibronectinas son ricos en acido sialico, de igual
forma en el plasma el acido sidlico es abundante y el plasma es el principal

componente del fluido crevicular.

Comunmente los acidos sidlicos estan en posiciones terminales en la molécula
de glicano en superficies de células eucariotas, donde juegan un papel
importante en procesos bioldgicos como interacciones célula-célula, y
pequefos reconocimientos célula-molécula, algunas bacterias como producto
de su evolucién utilizan esos acidos como nutrientes, o para modificar su
superficie con lipopolisacaridos, y asi aparentar que son células huésped para

eludir la respuesta inmune.

Sia pg (PG0352) es una alfa neuraminidasa exo fungiendo como un factor de
virulencia importante en la formacién de biofiilm y patogenicidad de P.
gingivalis, bacteria etiologica de la periodontitis cronica, que es capaz de

degradar factores de complemento C5 y C3, habita en surcos gingivales.®?

Una serie de agentes sialidase antivirales se han desarrollado y estan
disponibles comercialmente, como zanamivir y oseltamivir para el tratamiento
de la influenza. Sin embargo, el desarrollo de inhibidores de sialidasa
bacteriana se ha tenido mucho menos éxito. Pero flavonoides, polifenoles
naturales geranilados que muestran efectos inhibitorios significativos contra Cp-
nani, una sialidasa de Clostridium perfringens. Esta bacteria causa diversas

enfermedades gastrointestinales. La estructura cristalina del dominio catalitico

40


http://en.wikipedia.org/wiki/Glycoproteins
http://en.wikipedia.org/wiki/Glycolipids

A
g
UNAM W

1904

a,

4

FLAVONOIDES Y SU RELACION CON LA ODONTOLOGIA
Alumno: Rigoberto Almaguer Abundio
Tutora: Gloria Gutiérrez-Venegas

=

de Cp-NaNi fue inhibida por diplacone, también conocido como C o Propoline
nymphaeol A, es una flavanona de geranilo, genera un complejo enzima-
inhibidor estable.®*Los flavonoides extraidos de Paulownia tomentosa tienen
propiedades cinéticas notables contrasialidase de Clostridium perfringens,

diplacone es el inhibidor mas eficaz entre estos flavonoides.

Los flavonoides como, lutonarin, saponarin, Isoorientina, orientin, isovitexin,
isoscoparin-7-O- [6-sinapoyl] glucdsido, isoscoparin -7-O- [6-feruloyl] glucésido,
isovitexin-7-O- [6-sinapoyl] glucdsido, y isovitexin-7-O- [6-feruloyl] glucésido
aislados de cebada inhibieron a la actividad de la sialidasa®*Medicamentos
antivirales autorizadas contra la influenza A y B inhiben la propagacion viral en

el cuerpo humano de sialidasa.

Actividad de la neuraminidasa permite la liberacion de los viriones mediante la
escision de acido sialico terminal de las glicoproteinas en la superficie de la
célula huésped.Kaempferol, quercitrina, isoquercitrina, hyperoside, rutina, y
luteolina-7-glucésido se ha comparado la actividad de flavonoides con
oseltamivir para inhibir NA en virus de la gripa y se ha confirmado la inhibicién.
De igual manera, la baicaleina inhibe la neuramilidasa del virus de la influenza
tipo A (AHN1/H3N2).%°

4.3 Oxido nitrico sintasa

Oxido Nitrico Sintasa 6 (NOS) es una enzima con tres isoformas; dos
constitutivas: la endotelial (ONSe) y la neuronal (ONSnN) y una inducible (ONS;,
que esta por lo regular cerca del apartado de Golgi) y requiere la presencia de
cofactores como: flavin mononucleétido (FMN), flavin adenina dinucleétido
(FAD), tetrahidrobiopterina (H4B) 6 (TBH) y NADP, calmodulina (CaM), para
formar 6xido nitrico (NO) a partir del grupo guanidino del aminoacido semi
esencial L-arginina en su conversion a L-citrulina. Esta accion puede ser
inhibida por los mismos aminoacidos como Ila N-mono-metil-L-arginina
(LNMMA), la N-nitro-L-arginina metiléster (L-NAME) y otros.
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Las 3 isoformas son homodimeros codificados por NOS1, NOS2 y NOSS3,
entre el 50 y 60% de homologia en la secuencia de sus aminoacidos; se
localizan en células endoteliales, macrofagos, neuronas, hepatocitos,

plaquetas.

Cuando esta la calmodulina (CaM) los electrones de NADPH son llevados por
el FAD y por el FMN hacia el grupo hemo, la L- arginina se convierte en N-
hidroxialanina y luego en NO y L-citrulina. NOS produce una mezcla de aniones
superoéxido (O2) y éxido nitrico que reacciona con peroxinitritos (ONCO-) esto
provoca toxicidad. Cuando no hay TBH la NOS genera peroxido de hidrogeno
(H202), superoxido y oxido nitrico, lo cual da como resultado el NO "in vivo" :
nitrito (NOz2") y nitrato (NO3"). Y cuando CaM no esta presente el citocromo C
recibe los electrones de NAPDH.® (Tabla V)

Tabla V Isoformas de 6xido nitrico sintasa.

Isotorma Otro nombre Peso molecular Regulacion Local izacion

NOStpol  nNOS obNOS 155 Kda Ca " fealmodulina Weuronas del SNC
v SNF, nevroglias,
islotes del pancreas

MOS tpa 11 INOS 125 Kda Expresion inducida Macrofagos, hepatocitos,
por citocinas y endotooanas, — células musculares hsas,
neutrofilos v otros,

MOS tipo 111 eMOS 135 Kda Ca ™ fealmodulina Endotelo vascular, nion,
plagquetas.

El deido nitrico puede interactuar con diversas biomoléculas ¥ marcadores celulares
izial - . 5,8 :
fiswlbgicos que provocan diferentes efectos, ™ como se muestra en la siguente tabla:

OXIDO NITRICO
DMA GC-5 Oy
Citostaticofcitolsis Regulacion de mecamismos de  Cambio de la bioactividad
transduccion. Activador de N, de NO.
Dafio osadativo.

ENZIMAS Hb
Modulacion de sus funciones  Disminuyendo la bioactividad
Diel NO

Abreviaturas: GC-5 (Guamdil ciclasa soluble), O (anon superdsado), DNA [.ir:da
desoxirnbonucleico), Hb (hemoglobina).

Cuadro tomado del articulo: Dora Ferrer Viant, Dra.Cecilia Jorge Fonseca, Ramoén Enrique Garcia Rodriguez y Pavel
Francisco Martinez Anglada. OXIDO NITRICO. IMPORTANCIA BIOLOGICA Y PARTICIPACION EN ALGUNAS
FUNCIONES CARDIOVASCULARES Y HEMATOLOGICAS.MEDISAN 1998;2(3):45-53%"
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La flavona inhibe a NOS en su actividad enzimatica en las células de cancer de
mama induciendo apoptosis, asi impidiendo su proliferacién. Igualmente la

quercitina inhibe la actividad de INOS en células de cancer de bucal en

humanos.

Acacetina es una flavona  O-metilada encontrada  en Robinia
pseudoacacia(algarrobo negro), Turnera diffusa (damiana), Betula
pendula (abedul), y en el helecho Aspleniumsuprime actividades

transcripcionales de Stat-1 y Stat-3 mediante la inhibicion de fosforilaciones en
residuo tirosina (Tyr), y luego reduce expresiones de abajo objetivos iINOS y
eNOS en células endoteliales de vena umbilical humana, asi como cancer de
pulmén humano y células de cancer de préstata.

Epigalocatequina-3-galato (EGCG) suprime la produccién de NO vy la actividad
iINOS en colangiocarcinoma (CCA) y células de carcinoma mamario murino, La
flavona 2-fenil-4H-1-benzopiran-4-ona en los macrofagos murinos y hepatocitos

de rata, inhibe la expresion de iNOS.%8

Apigenina-7-glucésido se utiliza para tratar enfermedades respiratorias de vias
superiores por que inhibe la secrecion de iNos, se encuentra en Chinesis
Lobelia ,Teucrium gnaphalodesy té de diente de ledn.®®Flavona frena la

sintesis de NO mediante la inhibicion de la actividad enzimatica NOS.

4.5 Los Flavonoides moduladores de las vias de senalizacion

Los flavonoides fungen como moléculas de sefal repelente o atrayente de
bacterias patdgenas o benéficas, ya que las vias de sefnalizacion celular tienen
varias funciones como movimiento, metabolismo, diferenciacioén, proliferacion,
muerte y supervivencia; aunque no se puede generalizar su funcién. Por
ejemplo, algunos flavonoides tales como 3 ', 4'-dihidroxi-4-methoxydalbergione,
4-methoxydalbergion, cearoin, y crisina, inhiben la expresion de ARNm

inducida por IL-33 de genes inflamatorios. Por otra parte la baicaleina en el
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cancer gastrico reduce la via de sefalizacion de p38, reduciendo asi los niveles
de expresion de MMP 2y 9.7°

Igualmente la naringenina es un potente inductor de la germinacion, y pisatina
un isoflavonoide de guisante también induce germinacién interviniendo en el

AMPc , disminuyendo la actividad de la fosfodiesterasa. "

Tabla VI Flavonoides y quimiotaxis.

Tabla tomada del articulo de Garcia Jimenez 72

Cabe senalar que todas las interacciones planta-microorganismo o huésped-
parasito implica un reconocimiento mutuo entre sustancias secretadas por la
planta o el huésped y por el microorganismo, es decir, un didlogo molecular se
intercambian sefales. En todas las interacciones ya sean benéficas o

patégenas estan involucrados 2 mecanismos adherencia y quimiotaxis.

La luteolina impide Ila actividad de las vias de sefializacion celular (IGF y
PI3K) importantes para el crecimiento del cancer en las células de cancer de
colon,” por lo cual es un flavonoide preventivo. La quercetina regula la via de
sefalizacion fostidil inositol 3 cinasa (PI3K / AKT) en ratones con linfoma de

Dalton inhibiendo por lo tanto el crecimiento del linfoma.

Flavonoides en la caries

La caries es una enfermedad multifactorial en donde se desmineralizan los
tejidos del diente por los acidos de los residuos de alimentos en cavidad bucal.
La destruccion quimica dental se da por la ingesta de azucares, acidos
contenidos en bebidas y alimentos, también a errores en las técnicas de

higiene asi como pastas dentales inadecuadas, falta de cepillado dental, o a
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mala técnica de cepillado , ausencia de hilo dental, y a una influencia genética;
pero también a la mala o falta de praxis en la salud publica por parte de
dentistas, médicos y gobiernos, aunado a entornos culturales y econémicos
propicios para el desarrollo de esta patologia.

Aun asi, se han desarrollado varias medidas preventivas a fin de controlar la
insurgencia de la caries dental, medidas tales como fluoruros tdpicos o
sistémicos, selladores de fisuras, y enfoques dietéticos, pero no son suficientes
para controlar la enfermedad, que como ya se mencioné tiene una etiologia
multifactorial. Ademas los microorganismos involucrados han desarrollado

resistencia (por el mal consumo) a antibidticos.

Biofilms compuestos de especies virulentes son responsables de una amplia
gama de infecciones, incluyendo los que se producen en la boca. La caries
dental es una enfermedad infecciosa, que afecta a nifios y adultos en todo el
mundo. Esta enfermedad ubicua y es consecuencia de las interacciones entre
los microorganismos y sus productos, la saliva, y carbohidratos de la dieta, lo
que conduce al desarrollo de biofilms virulentas sobre superficies susceptibles

de dientes.

La formacion de biofilms cariogénicos es un proceso dinamico que depende
de la produccion de un derivado de exopolisacaridos (EPS). Bacterias orales
incluyen estreptococos, lactobacilos, estafilococos, Corynebacteria, diversos

anaerobios y levaduras.

Streptococcus mutans es el principal agente etioldgico de la caries dental, y se
adhiere a la superficie del diente a través de la sortasa A (srta) mediada por la
proteina de la pared celular anclado-Pac. Adhesién a la superficie del diente
por S. mutans y la formacién de un biofilm son los pasos iniciales en el
desarrollo de caries, por lo cual la inhibicion de la actividad srta impide la

adhesion de S. mutans, y la frecuencia de la caries dental.
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Streptococcus mutans y sacarosa son importantes en el desarrollo de biofilms
cariogénicos. La bacteria es un productor de exopolisacaridos, y es altamente
acidogénica y tolerante de estrés ambiental. Sacarosa sirve como sustrato para
la sintesis de EPS y la produccién de acido. Dentro del complejo microbioma
oral, S. mutans no siempre es el organismo mas abundante. Sin embargo,
puede rapidamente formar biofilms cariogénicos. Cuando la sacarosa esta
disponible  S. mutans sintetiza glucosiltransferasas (GTFS) que estan
presentes en la pelicula (GtfC) y en las superficies bacterianas (GtfB), produce
grandes cantidades de EPS in situ mediante la utilizacion de sacarosa como
sustrato.

EPS formadas en superficies proporciona sitios de union bacterianos, para la
posterior colonizacion y la acumulacion local de S.mutans y otros organismos
en la superficie del diente. Con el tiempo, la EPS acumulado forma una matriz
polimérica altamente cohesiva y protege las bacterias incrustadas

Por otra parte, la morina, quees un constituyente de flavonoides tipo flavonol,
que se obtiene de muchas hierbas y frutas chinos, siendo antioxidante y anti-
inflamatorio, e inhibe la actividad Staphylococcus aureus, interceptando en la
secuencia aminoacidica entre las proteinas srta de S. aureus N315
(NP_375640.1) y de S. mutans UA159 (NP_721500.1) alcanza 29%. Ademas,
los conservados de cisteina 184 y la histidina 120 residuos que son esenciales

para la actividad de S. aureustambién se encuentran en S. mutans UA159.74

Otros flavonoides tipo isoflavonoides como el neovestitol y vestitol (NV)
inhiben el desarrollo del biofilm por S. mutans in vitro e interrumpen el
desarrollo de la caries dental in vivo, reducen significativamente la acumulacién
de S. mutans en biopeliculas en las superficies de hidroxiapatita, posiblemente
a la inhibicion parcial de la actividad Gtf. Aplicados tépicamente NV son
eficaces en la reducciéon de la incidencia y gravedad de la caries dental en
roedores.”Por otro lado, las proantocianidinas (PA) bioflavonoides
ampliamente disponibles en las frutas, verduras, nueces y semillas, pueden
hacer una modificacion de la dentina desmineralizada usandolos antes de

aplica una resina y se ha encontrado que mejora la unién resina-dentina Sin
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embargo, no se completa la matriz de colageno en la parte inferior de la capa
hibrida. Esto es debido a la falta de correspondencia entre la profundidad de la
desmineralizacion de la dentina y adhesivo de resina que no tiene tanta
profundidad, por lo cual no es de primera opcion, ademas las interfaces de
union son desconocidas.PA es capaz de inhibir, no sélo la producciéon de
acidos organicos y la formacién de biopeliculas por las bacterias cariogénicas,
sino también la progresion de la caries en las raices artificiales al afectar el

equilibrio de desmineralizacion y remineralizacion bajo las condiciones de pH.

PA es ligeramente acido en solucidén y su estabilidad es influenciado por la
magnitud del pH. Afecta positivamente el potencial de remineralizacion de la
dentina desmineralizada y como pre-acondicionador depende de la

concentracion y el pH del acondicionador a base de PA.”®

La quercitina junto con alcaloides extraidos de Withania somniferainhibe la
capacidad cariogénica, inhibiendo de adhesién de S. mutans. Whithania es una
planta de la familia de las solanaceas, ampliamente utilizada como un remedio
para una variedad de dolencias en la India y Nepal; pero igualmente como un

agente para el control para enfermedades dentales.’”

Igualmente, la antocianina y procianidina son eficaces contra Fusobacterium
nucleatum y S. mutans inhibiendola formacién de biopeliculas. Por otra parte,
kaempferol, quercetina, la quercetina 3-glucésido del extracto crudo de las
partes aéreas (hojas y tallo suave) de la hierba salvaje planta Phytolacca
americana, ya utilizada como medicina tradicional tienen propiedades
anticariogénicas relevantes. La quercetina extraida de esta planta en las
células bacterianas Gram positivas de S. mutans penetra la pared celular y la
membrana citoplasmatica perturando su supervivencia e inhibe el crecimiento
de S. mutans y Porphiromonas gingivalis. Por otra parte, compuestos tales
como kaempferol inhiben el crecimiento deP. gingivalis y Prevotella intermedia,

al mismo tiempo impide el crecimiento de S. mutans en un gran porcentaje.”®
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Otra planta medicinal con importancia medicinal en cariologia puede ser
Terminalia chebula de la familia Combretaceae que se ha utilizado
ampliamente en Ayurveda, Unani y en la medicina homeopatica. El fruto
maduro seco de Terminalia chebula tradicionalmente se ha utilizado en el
tratamiento del asma, dolor de garganta, vomitos, hipo, diarrea, pilas de la
sangria, la gota y el corazén y la enfermedad de vejiga, es una de las plantas
mas versatiles que tienen un amplio espectro de actividades farmacoldgicas y
medicinales. Tiene compuestos con estructura quimica diversa y su extracto
acuoso inhibe el crecimiento bacteriano de la placa dentobacteriana por accion
de la quercitina, y otros fenoles.”°Los flavonoides 1-methoxyficifolinol,
licorisoflavan A, y 6,8-diprenylgenistein aislados de Glycyrrhiza uralensis

(CLE) tienen efectos bactericidas sobre S. mutans. &

La clorhexidina no se puede utilizar para el tratamiento y prevencion de caries
por el efecto indeseable de manchar el esmalte, por eso es justificado el uso de
extractos inocuos para la prevencion de caries. Como es el caso del extracto
de Plantago lanceolata que se utiiza como té en Taiwan y Europa para efectos
anticaries y antiinflamatorios, pues reduce la microflora de Streptococcus y

Lactobacillus como S. mutans y Lactobacillus casei.?’

El género Plantago (Plantaginaceae) comprende aproximadamente 275
especies con una distribucion cosmopolita. = Contiene flavonoides como

kaempferol, quercitina, ramnetina, naringenina y taninos.

Enfermedad Periodontal

La periodontitis que puede cursar al inicio con gingivitis, es un proceso
infeccioso-inflamatorio multimicrobiano, localizado en las encias y en el
soporte del diente o lo que es propiamente dicho el periodonto: encia, cemento
dentario, ligamento periodontal y hueso alveolar. El periodonto es una unidad

biofuncional del sistema masticatorio.
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Un hospedador susceptible influye en el inicio de la enfermedad junto con
ciertas bacterias provenientes de la placa subgingival que son esenciales para
el desarrollo de la misma. Estas enfermedades se han clasificado en gingivitis,
limitadas a las encias y periodontitis, extendidas a tejidos mas profundos. La
clasificacion de las enfermedades periodontales ha ido variando a lo largo de
los anos por el International Workshop for a Clasification of Periodontal
Diseases and Conditions®.La periodontitis es la causa principal de pérdida de
dientes en adultos mayores a nivel mundial 8, y aumenta el riesgo de

enfermedades cardiovasculares y diabetes mellitus.

Las bacterias anaerobias gran-negativas mas importantes y prevalentes en el
area subgingival son el Actinobacillus actinomycetemcomitans (Aa), Porphyro-
monas gingivalis (Pg), Prevotella intermedia (Pi), Tannerella forsythensis (Tf) y
Fusobacterium nucleatum la cual tiene adherencia a virus y bacterias gram

positivas y negativas.

El biofilm y las bacterias que contiene estan implicadas en la formacién de las
bolsas periodontales, la destruccidén del tejido conectivo vy la reabosorcion el
hueso alveolar. Esto se realiza por que las bacterias estimulan a las células
epiteliales, fibroblastos y monocitos con su componente estructural de su
membrana externa llamado lipopolisacarido (LPS) de las bacterias Gram
negativas y que no se encuentra en Gram positivas, si la superficie
aproximada de una bacteria oscila entre 6-9 uym2 el LPS corresponderia a las

% partes de la superficie bacteriana.

La molécula se compone de dos regiones principalmente, un glucolipido
llamado lipido A y un heteropolisacarido conocido como el nucleo o core unidos
entre si por el azucar acido 2-keto-3-deoxioctanato (KDO). El lipido A se le
reconoce como la fraccién bioldégicamente activa de la molécula, se trata de un
disacarido (glucosamina) unido a acidos grasos que por lo general son acido
caproico, laurico, miristico, palmitico y estearico los cuales estan insertos en la

membrana externa de la bacteria.?*
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Fig. 6 Esquema sobre el proceso de la periodontitis, hecho por el autor de esta tesina

Ya en el hospedero la proteina de union al LPS (LBP) captura el LPS y forma
el complejo denominado complejo LPS-LBP para asociarlo con CD 14
proteina de monocitos, macréfagos, polimorfonucleares y células endoteliales
para que lo reconozca TLR4/MD-2, TLR 4 interacciona con proteinas de
dominio TIR (Receptores Toll Interleucina 1) de ahi la MyD88 y la TRIFactivan
a FNk-b.

NFk-B esta en el citoplasma pero funge en el nucleo, es una proteina dimero
de la familia Rel unido a una proteina inhibidora (IkbB); NFk-B que es muy
investigada desde 1986 por su importancia ante reacciones de apoptosis y de
ROS, pero al mismo tiempo y paraddjicamente es antiapoptico y apoptica por
las reacciones que provocan los genes diana (ver tabla) regulados por NFk-b
en su transcripcién en el nucleo. Se compone de cinco proteinas Rel A, RelB,
c-Rel,P105/p50, P100/p52, 4 inhibidores |IkB-alfa, IkB-beta, IkB-épsilon y Bcl-3.
Y los que pueden fosforilizar a las proteianas inhibidoras son |IKK-alfa, IKK-
beta, IKK-gama o NEMO, MAPK o p38, y la cinasa inductora de NFk-b (NIK).

Estas ultimas son activadas ya sea por luz o por citocinas.
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Tabla VIl Genes diana de NFk-b

Citocinas/Tactores de crecimienio

Interlevcing Lo (IL-Leeh, [L- 1B, 1L-2, 1L-3, 106, IL-8, IL-12, TNF-c linfologina, interferdn-g, factor estimulador
de colonias de granulocitos, factorestumulador dz colonias de macrofagos, factoresimulador de colonias de macrd-
fagos-granulocitos.

Receptores solubles de citocinns

Cadena e del receptor de 1L-2

Proteinas de estres

Proteina de suero amiloide A, factor de complemento B, ¢-1 glicoproteina acida C3 y C4, enzvimas antioxidanies
como superixido dismutasa (SOD), catalasa (Cat), glutation (GSH), la cadena pesada de ferritina (FHC )
Maoléculas de adhesion

Molécula de adhesicn intracelular 1, molécula de adhesién celular vascular 1, selectina

Moléculas inmunoreguladoeras

Cadena & ligera de inmunoglobulinas, complejo mayor de histocompatibilidad. receptor de oflulas T (e y B,
microglobuling B, cadena invarante. ransporiador asociado con en antigeno procesador, subunidad del proleoso-
ma (LMP2), éxido nitrico sintetasa inducida, inhibidoras de 8B, p53, A0,

Cuadro tomado de la pag. 135 de Nancy P. Echeverri R, Ismelia Mockus S.%°

NFk-B regula la transcripcion de genes de las IL-6 y MMP-3 (y un gran numero
de otros genes implicados en la inflamacion y dafo tisular). IL 6 en cargada de
la estimulacién de la resorcion 6sea y la IL 8 es un quimioatrayente y activador

de los neutrdfilos, que inducen a la creacién de MMP-8.

La MMP-3 en la encia esta asociada con el desarrollo de la periodontitis, y
puede ser una enzima que causa la destruccion del tejido, clave en otras
enfermedades inflamatorias, incluyendo la artritis Por otra parte, los fibroblastos
de la periodontitis agresiva también producen metaloproteinasas de la matriz
(MMPs), incluyendo MMP-3, que degrada muchos componentes de la matriz

extracelular.

Mecanismo de Accion de los flavonoides

Los flavonoides intervienen en distintas fases de la enfermedad. Diversas
investigaciones senalan la baicaleina, un flavonoide del grupo de flavonas,

aislado aislado de Scutellaria radix, interviene en el comportamiento de

Porphyromonas gingivalis, el cual es un patégeno en asociado a la patogénesis
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periodontal de adulto, interactua con TLR 2 y 4y de esta forma puede suprimir

la induccién de metaloproteinasa-8 (MMP-8) por IL-8 en neutréfilos humanos.

La baicaleina es un inhibidor de la LOX12 Y 15, disminuye la generacién de
AA, promueve la apoptosis e inhibe la proliferacion de células cancerosas.
Protege a las células del neuroblastoma humano contra la neurotoxicidad
inducida por 6-hidroxidopamina®. La baicaleina desregula la expresion de la IL
6 en cargada de la estimulacion de la resorcion 6sea y la IL 8 es un
quimioatrayente y activador de los neutréfilos, que inducen a la creacion de

MMP-8, aqui suprime la induccion

Se puede sugerir que el uso de la baicaleina es adecuada en la terapia para la
periodontitis. También inhibe la activacién de IKK, NFkB, MAPK, p38 y JNK
inducida por LPS. FACTOR KINASA 1 IRAK 1, proteina quinasa MAPK, c-Jun
N-terminal quinasa (JNK), igualmente puede desregular los genes
independientes y dependientes de MyD88%. EI arandano ( Vaccinium
macrocarpon ) es rico en polifenoles, en particular proantocianidinas que
inhiben la produccion constitutiva IL-17 estimulada por IL-6 y IL-8,

IL-8 promueve la inflamacion al actuar como un quimioatrayente para los
neutrofilos. IL-6 es producido por los fibroblastos en la encia inflamada, y su
expresion se incrementa en los sitios periodontales enfermas, IL-17 puede
aumentar la produccion tanto de IL-6 y IL-8 por los fibroblastos gingivales
humanos, la IL-17 estimula la produccion de células epiteliales gingival

humano de la IL-1B y factor de necrosis tumoral (TNF) -q,

Las proantocianidinas, inhiben agregacion conjunta de las bacterias orales y la
formacion de biofilm, las lesiones periodontales se caracterizan por la
infiltracion de linfocitos T cooperadores, macréfagos y linfocitos B y células
plasmaticas, dependiendo de la etapa de la enfermedad, la participacion de dos
principales subpoblaciones de células T cooperadoras (Th1 y Th2), que tienen

perfiles diferentes de la secrecidon de citoquinas.El extracto de arandano tienen
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componentes pueden regular fibroblastos respuestas inflamatorias en

especialen la periodontitis agresiva.

Las proantocianidinas de arandano son los inhibidores de la ciclooxigenasa-2
inhiben NF-kB activacion, Sin embargo, inhibidores de la ciclooxigenasa-2 por
el gran riesgo al infarto al miocardio e insuficiencia renal se limitan su uso
como agentes anti-inflamatorios, 0o que sugiere que podrian ser utiles en el

tratamiento de la inflamacion periodontal®.

Un tratamiento es un material que impida la adhesién de bacterias como
Porphyromonas gingivalis y Fusobacterium. En ese sentido las proantocinidinas
del zumo de arandano, inhiben la adherencia de ambas especies de bacterias
sobre las células epiteliales y para inhibir la agregacion conjunta de una
manera dependiente de la dosis y NDM elimina la expresién de TNF-a por los
macrofagos que fueron expuestos a P. gingivalis y F. nucleatum, sin perjudicar

su viabilidad. Ademas, NDM aumenté la fagocitosis de P. gingivalis.

Los resultados indican que el uso de leche en polvo descremada puede
mantener posibles modalidades de proteccion y/o prevencién de la enfermedad
periodontal. Los mecanismos subyacentes a este hallazgo tal vez pueden ser
las propiedades anti-adhesivas de NDM o su potencial efecto sobre la
inflamacion®. El flavonol isorhamnetina de la planta psicodélica Tagetes llcida
(caléndula mexicana) nativa de México y América Central, inhibe la produccién
de la IL-6 por los macréfagos murinos Isorhamnetina regula la expresion de la
isoforma de la hemo oxigenasa (HO-1), tanto a nivel de transcripcion de genes
y la traduccion en células estimuladas conLPS obtenido de

Prevotella intermedia.

Mientras que la protoporfirina IX de estafio, bloqued el efecto de inhibidor de
isorhamnetina en la produccién de IL-6. Isorhamnetina no pudo evitar que el
LPS activara a p38, c-Jun N-terminal. Isorhamnetina no inhibié la actividad

transcripcional NF-kB en el nivel de inhibidor de la degradacion kappa B-a (IkB
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a). Isorhamnetina suprimié a p50 de NF-kB senalizacion en la inhibicion de la
translocacion nuclear y la actividad de union al ADN y al activador de

transcripcion 1 de sefalizacion (ATF).%
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Conclusiones

Los flavonoides no solo tienen propiedades en sus modalidades clasicas
estudiadas en manera ya sea preventiva, en el transcurso de la enfermedad y
convalecientes en la inflamacion, infeccidén, neoplasias, sepsis, cardiopatias,
gastropatias; sino también caracteristicas para la mejor amplitud de Ia
memoria, tratar la depresion y la curacion de ceguera.

La variedad de la utilizacion en que se ven incluidos a los flavonoides es por
que participan en de distinta maneras y de distintas formas, ya sea como
segundos mensajeros, en la traduccién, transduccion, en las vias de
sefalizacion, en sistemas enzimaticos tales NOS, NFk-B3, MAPK, TNF, COX’s,
LO, proteina C y proteina G.

Quiza sea hasta que se logre determinar la dosis efectiva de los flavonoides
para que el humano pueda mantener la homeostasis, evitando el dafo que
acarrea el estilo de vida implantado por los factores culturales vy
socioecondémicos. Pero aun asi podemos afirmar que el esfuerzo en
investigacion hasta hoy dia realizada no la podemos menospreciar en el ambito
odontoldgico y en la salud publica bucal, la cual es un filon de bonanzas para
el tratamiento y prevencion oportuna.

De igual manera, gracias a la combinacién de flavonoides y medicamentos
para el tratamiento de cancer y otras patologias hace mas efectivos los
tratamientos en casos donde si no existiera esta combinacién llegariamos a la
fatal conclusién de que entonces casi no hubiera esperanza.

Es decir el estudio de flavonoides abre oportunidad al humano no solo como
tratamiento alternativo, o para correlacionar el efecto de tratamientos
tradicionales ya sea de México, paises orientales, o de la India, u otros; sino
para regresarnos a una dieta mas sana y equilibrada y quiza me atreveria a

decir menos consumista.
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