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RESUMEN

Los flavonoides, compuestos fendlicos, son los pigmentos responsa-
bles de la coloracion de las flores, frutos y hojas, presentes en las uvas
y en otros frutos como las moras, frambuesas, arandanos entre otros.
Tienen actividad antioxidante comprobada. El dafio tisular oxidativo
y la apoptosis, pueden ser atenuados por las antocianinas, un sub-
grupo de los flavonoides, en células aisladas cultivadas de tejidos ora-
les humanos. En este trabajo se describen las bases farmacolégicas
para la aplicacion de las mismas en el tratamiento de las patologfas
orales donde estd comprobado el stress oxidativo como via patogé-
nica de las mismas.

Palabras clave: Flavonoides - antocianinas - enfermedades orales -
antioxidantes - stress oxidativo.

ABSTRACT

Flavonoids are poliphenolic compounds and they are the responsible of
the colour of dark grapes and of many other fruits as blueberries,
strawberries, bilberries. They bave antioxidant effects. Oxidative tissue
damage and apoptosis can be attennated by anthocyanins, a group of
Slavonoids, in isolated cells cultured from human oral tissues. In this
report we describe the pharmacologic bases for the use of anthocyanins
in those oral diseases where oxidative stress has been shown to have a

pathogenic roll.

Key words: Flavonoids - anthocyanins - oral diseases - antioxidants -
oxidative stress.

En diversas patologias de la mucosa oral,
se ha demostrado la presencia del stress
oxidativo implicado en sus procesos fisio-
patogénicos. En la mayoria de estas enti-
dades la etiologia se desconoce, pero se
incluye al proceso inflamatorio en la pato-
genia de todas ellas. Las patologias en las
cuales ha sido demostrado el stress oxida-
tivo son: liquen oral (1, 2, 3, 4), Sindrome
de Sjogren (5) estomatodinia (6, 7, 8, 9),
leucoplasia oral (10), periodontitis (11),

Ulceras orales (12, 13, 14, 15, 16) y muco-
sitis (17, 18, 19, 20).

El uso de antioxidantes aplicados local-
mente en la mucosa oral, como los flavo-
noides que /ato sensu son pigmentos pre-
sentes en la uva, podria ser de utilidad
para tratar estas afecciones orales inflama-
torias. Los extractos de semillas de uva
(ESU) y los extractos provenientes de los
hollejos de las uvas (EHU) contienen estos

principios activos con actividad antioxidan-
te, también presentes en otras frutas,
vegetales, chocolate, té, etc. Se ha deter-
minado que una persona consume en pro-
medio 180-1000 mg /dia de estas sustan-
cias combinadas (21).

De todos los principios activos descu-
biertos en la vid indudablemente los com-
puestos fendlicos (Figura 1) han desperta-
do gran interés desde el punto de vista de
la investigacion farmacologica (22).
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color a lo largo del tiempo, encontrandose
en gran medida relacionada con su com-
posicién en compuestos fendlicos presen-
te en los granos de uvas con actividad
antioxidante. Estos compuestos se clasifi-
can en dos grandes subgrupos. (25)

# A. No flavonoides, estos compo-
nentes presentan un anillo bencénico (C6-
R), incluyen dos grandes familias: los aci-
dos fenoles y los estilbenos. La estructura
bésica de los compuestos fenolicos es la
siguiente:

Figura 1: Fenoles adquiridos con la dieta

Los &cidos fenoles se encuentran en los

La uva (Vitis vinifera) es quizés la especie  Composicion quimica. hollejos, en la pulpa de la baya y en las
mas utilizada por las antiguas civilizaciones ~ Antioxidantes presentes en Vitis  semillas, y se subdividen en acidos benzoi-
que poblaron la Tierra (23). Hipécrates, vinifera cos y acidos cindmicos. Ambos pueden

Teofrasto, Dioscorides, Galeno y Plinio hicie-  Se ha estudiado intensivamente la capaci-  estar en forma libre o bien esterificada con
ron mencion de sus propiedades medicinales.  dad de los vinos tintos para mantener el el 4cido tartarico u otros componentes (26).

SRl

Estilbeno Tabla 1: Principales estilbenos. (25)
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Estructura flavonoles

Los estilbenos se encuentran relaciona-
dos con mecanismo de defensa de los fru-
tos contra los ataques fungicos y se
encuentran solamente en el hollejo. Los
principales componentes son: resveratrol,
piceida, astringina, resveratrolésido y pice-
tanol. Han cobrado importancia debido a
los efectos beneficiosos que el resveratrol
y otros componentes fenolicos parecen
tener en la salud humana (27). La estruc-
tura quimica de los principales estilbenos
(25) se detalla en la Tabla 1.

% B. Flavonoides: son pigmentos
hidrosolubles, responsables de la colora-
cion de las flores, frutos y, a veces, de las
hojas. Se encuentran asi las chalconas,
auronas, flavonoles amarillos con los anto-
ciandsidos rojos, azules o violetas. Si no

Antocianos

Tabla2: Principales flavonoles (25)

son directamente visibles, contribuyen a la
coloracién por su papel de copigmentos,
como ocurre con las flavonas y flavonoles
incoloros que copigmentan y protegen a
los antociandsidos. Los flavonoides se acu-
mulan en las vacuolas y segun las especies
se concentran en la epidermis de las hojas
y en la cuticula foliar, asegurando la defen-
sa de los tejidos contra los efectos nocivos
de las radiaciones ultravioletas (28)

Estos compuestos presentan dos anillos
bencénicos y un heterociclo central.

Incluyen cuatro grandes familias: flavo-
noles, flavanonoles, flavonas, antocianos y
flavanoles. Esta Ultima contiene a los tani-
nos condensados o procianidinas (29)

Numerosos flavonoides y muchos feno-
les reaccionan con los radicales, impidien-
do de ese modo las degradaciones debi-

ixlsii

Tabla 3: Antocianos de vid. (25)

das a su intensa reactividad. Parece ser
que la capacidad antioxidante de un flavo-
noide depende de su afinidad por los radi-
cales y por tanto de su estructura (in vitro);
los flavanoles son mas activos que los fla-
vonoles que, a su vez, son mas activos que
las flavanonas (28).

#i1. Flavonoles: son los responsables del
color amarillo de la piel de las uvas blan-
cas y se encuentran presentes en el holle-
jo (30), en forma de aglicona o de hetero-
sido, si bien algunos autores consideran
que las agliconas son solo producto de la
hidrolisis durante los procesos de extrac-
cion (29). Los principales flavonoles pre-
sentes en vid son: kaempferol, quercitina,
miricetina e isoramnetina. En la Tabla 2 se
muestra la estructura quimica.
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2. Flavanonoles y flavonas, de estruc-
tura similar a los anteriores, su estructura
quimica difiere en que no poseen el doble
enlace del heterociclo (25).

#13. Antocianos (del griego anthos -flor-y
kyanos -azul-): este término fue utilizado
por Marquat en 1835 para designar a los
pigmentos azules de las flores, posterior-
mente se descubrio que los colores violeta,
purpura, magenta y los tonos rojos, rosa-
dos y escarlatas presentes en numerosas
flores, frutos, hojas y raices se deben tam-
bién a estos pigmentos. En 1913,
Willstatter y Everest propusieron que el
término anticianina se empleara para el
glicésido y antocianidina para la aglicona.
Actualmente se utilizan indistintamente
los términos antocianina y antociano para
referirse al mismo pigmento (31).

Estos pigmentos se encuentran en
forma de heterdsidos (antociandsidos) y
sus geninas (antocianidoles) son derivadas
del cation 2 - fenilbenzopirilio, mas
cominmente llamado cation flavilio (28).
Estan considerados dentro del grupo de
los flavonoides porque poseen el esquele-
to caracteristico C6-C3-C6 y el mismo ori-
gen biosintético, pero difieren en que
absorben fuertemente en la region visible
del espectro (31). Su estructura quimica es
la siguiente:

Segun los substituyentes en R1y R2 se
tiene la estructura de los diferentes anto-
cianos. En otras especies existen otros
antocianos como la pelargonina. En el
género Vitis se hallan: cianidina, peonidi-
na, delfinidina, petunidina y malvidina

(25). Enla Tabla 3 se muestra la estructura
de los antocianos presentes en vid:

Las agliconas de los antocianos se
denominan antocianidinas; la cianidina es
la mas comun y responsable del color
magenta; el violeta y azul se deben a la
delfinidina (con un grupo hidroxilo mas).
Cada antocianidina se presenta con unida-
des de azUcar, y la variacion esta en el tipo
del azcar, en el nimero y en la posicion
en la que estan unidos (31).

Soélo la aglicona presenta caracteristicas
cromdforas. En la uva se localiza en los
hollejos y en las variedades tintéreas tam-
bién se encuentran en la pulpa. En el
género Vitis, el antociano mayoritario es el
monoglucésido de malvidina; hasta el
momento se han determinado la presencia
de 17 formas distintas (32).

Otro aspecto a tener en cuenta es el
hecho de que los antocianos presentan un
equilibrio en funcion del pH entre formas
quimicas diferentes que condiciona su
color (32 y 33). Asi, en pH muy &cido la
forma mayoritaria es el cation flavilio de
color rojo, cuando el pH del medio
aumenta se transforma en la base quino-
na de color violaceo y en la forma carbinol,
incolora. Ambas reacciones tienen lugar
simultdneamente de acuerdo con sus
constantes de equilibrio (25).

i 4. Flavanoles (taninos condensados o
procianidinas): Los flavanoles representan
una compleja familia compuesta por dife-
rentes formas isémeras de la catequina y
sus polimeros (29).

La estructura basica de la catequina pre-
senta dos carbonos asimétricos por lo que
existen 4 isémeros (+)/(-) catequina y epica-
tequina. Ademas, el anillo aromatico exter-
no puede presentar un tercer grupo OH,
dando lugar a las correspondientes (+)/(-)
galocatequina y epigalocatequina. Por otra
parte, el grupo OH en posicion 3 del hete-
rociclo puede estar galoilado, es decir que
puede estar esterificado con una molécula
de &cido galico, por lo que también se pue-
den incluir los 3- galatos de (+)/-) (galo)
catequina y epi (galo) catequina.

En la uva los mayoritarios son (+)-cate-
quina, (-) epicatequina y el 3-galato de (-)-
epicatequina. A continuacion se muestra
la estructura quimica de los mondémeros
del flavanol (Figura 2):

Los flavanoles polimeros reciben el
nombre de taninos condensados y corres-
ponden a cadenas de diferente nimero de
unidades de los diversos flavanoles mono-
meros mediante enlaces C4-C8 o C4-C6.
(35). Su estructura es la siguiente (25):

R1 = H: Procianidinas

R2 = OH: Prodelfinidinas

A los polimeros de flavanol o taninos
condensados se los denomina procianidi-
nas, debido a que en medio muy &cido
dan lugar por hidrdlisis a cianidina.
Cuando estdn formados por unidades
galocatequinas y/o epigalocatequinas se
obtiene por hidrdlisis acida delfinidinas,
designadas prodelfinidinas (36).

Los taninos de los hollejos estan consti-
tuidos por procianidinas y prodelfinidinas
y en las semillas se encuentran Unicamen-
te procianidinas parcialmente galoiladas
(37).

Actividad terapéutica de taninos. Estos
compuestos aplicados por via tépica,
impermeabilizan las capas mas externas
de la piel y las mucosas, protegiendo las
capas subyacentes, tienen también un
efecto vasoconstrictor sobre pequefios
vasos superficiales. Al limitar la pérdida de
fluidos e impedir las agresiones externas,
los taninos favorecen la regeneraciéon de
los tejidos en caso de heridas superficiales
o de quemaduras. Se ha demostrado tam-
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Figura 2:
Estructura quimica
de los mondmeros
del flavanol

bién el efecto antiséptico, antibacteriano y
antifungico (28).

Maffei Facino y cols. (38), comproba-
ron que el poder antioxidante de las pro-
cianidinas presentes en las semillas de
Vitis vinifera se debe a su capacidad de
atrapar los radicales HO., iniciadores de
las reacciones de lipoperoxidaciéon y los
radicales R., RO. y ROO., responsables de
la propagacion y mantencion de las reac-
ciones que producen el dafio microvascu-
lar, mediante la aplicacion de dos modelos
diferentes para la generacién de los radi-
cales libres, uno quimico y otro fisicoqui-
mico. Con el método quimico demostra-
ron que las procianidinas poseen actividad
antilipoperoxidativa dosis dependiente, al
inhibir la formacion de TBARS (thiobarbi-
turic acid reactive substances) en un 98%
a la concentracién de 5 pmol/l. El efecto
inhibitorio de procianidina, expresado
como la concentracion inhibitoria 50
(CI50 = 2,5 pymol/l, es superior al de cate-

quina (CI50 = 50 ymol/l), la unidad mono-
mérica de procianidina usada como refe-
rencia. El segundo método consiste en la
induccién de la lipoperoxidacién por ultra-
sonido, este método permite diferenciar
las distintas fases del proceso peroxidativo
(39).

Accion farmacolégica

Las antocianinas son compuestos vasoac-
tivos con comprobada actividad antioxi-
dante y antielastasa -esto fue descripto
por Jonadet M. et al. en 1983 (40) y por
Meunier M. et al., en 1989 (41). En tal
sentido, han demostrado poseer propie-
dades captadoras de radicales superédxido
e hidroxilo e inhibidoras de la peroxida-
cién lipidica. A posteriori las antocianinas
son consideradas como "los principales
antioxidantes del reino vegetal" ya que
bloquean la propagacion de radicales
libres, reforzando asi la accién antiprotea-
sa, e impiden que los radicales libres inac-

tiven las antielastasas naturales, tal como
lo reportara Rios Cafnavate J (42) en 1995.
Masquelieur J., en 1990, observé que las
antocianinas pueden inhibir varios grupos
enzimaticos, tales como elastasas, colage-
nasas, hialuronidasas y betaglucoronida-
sas (43). Maffei Facino R. et al., en 1994,
comunicaron que todas estas enzimas
intervienen en la constitucion de la matriz
extracelular de la piel y en el recambio de
los principales componentes estructurales
de la matriz extravascular: coladgeno, elas-
tina y acido hialurénico (44). También ejer-
cen un efecto inhibitorio no competitivo
con la enzima xantina oxidasa, la que se
encuentra relacionada con la formacion
de aniones superoéxido.

Las antocianinas fueron testeadas en
diferentes pruebas de toxicidad aguda y
crénica, demostrando una alta seguridad.
La dosis letal 50 (DL50) fue calculada en
ratas y cobayos, siendo la misma de 4.000
mag/kg. Bertelli A., comunicé en 1982 que
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la administracion oral de 60 mg/kg diarios
de antocianinas durante seis meses a ratas
y durante doce meses a perros no produjo
efectos tdxicos, teratogénicos ni mutagé-
nicos (45). Se puede emplear, para uso
externo, la infusion de las hojas a razén de
una cucharada de postre por taza (23 y
24).

Analizando la bibliografia con respecto
a la actividad antioxidante de los flavonoi-
des, se encuentra que in vitro el compor-
tamiento de los flavonoles es mas activo
que el de las flavanonas. Son flavonoles:
quercitina, kenferol, rutina, antocianinas.

Relacionando estos hallazgos con el
conocido efecto nocivo del tabaco sobre el
epitelio oral, se ha investigado el efecto
del extracto de tabaco en la peroxidacion
lipidica, la reduccién del citocromo ¢, la
fragmentacion del ADN vy la muerte por
apoptosis de los queratinocitos del epitelio
oral normal, y se ha determinado el efecto
protectivo de determinados antioxidantes
seleccionados. Las células, aisladas y culti-
vadas de tejido oral normal, tratadas con
el extracto de tabaco, fueron tratadas con:
vitamina C (75 pM), vitamina E (75 uM),
un combinacién de C y E (75 uM de cada
una), y extracto de antocianinas de las
semillas de uva (100 yg/ml) y se determiné
su actividad antioxidante contra el stress
oxidativo y el dafio tisular. Los resultados
demostraron que el extracto de tabaco
produce dafo tisular oxidativo y apoptosis
que puede ser atenuado por antioxidantes
que incluyen a la vitamina C, a la vitamina
E, a la combinacion de ambas y al extrac-
to de semillas de uva. El extracto de semi-
llas de uva mostroé una proteccion mayor
que las de la vitamina C y E, solas o com-
binadas (46).

La inhibicion del anién superdxido y del
radical hidroxilo, en condiciones similares,
fue del 78-81% para las antocianinas, del
12-19% para la vitamina C, y del 36-44%
para la vitamina E succinato. Estos resulta-
dos demuestran que el extracto de semi-
llas de uvas es un captador de radicales de
oxigeno libre mas potente que las vitami-
nas Cy E (47).

TOXICIDAD

Numerosas investigaciones han demostra-
do la ausencia de efectos toxicos en los
tratamientos realizados hasta la fecha
con antocianinas. Como parte de un pro-
grama para investigar la seguridad de los
extractos de semillas de uva (ESU ) y los
extractos de piel de las uvas (EHU) se les
estudio la actividad clastogénica in vivo a
estos productos y o la disrupcion de los
aparatos mitéticos, detectando micro
nucleos en los eritrocitos policromaticos
de médula dsea de ratas BR. A los anima-
les se les dio 500, 1.000 y 2.000 mg/ kg.
Para ninguno de los extractos se encon-
tro diferencia estadisticamente significati-
va que demostrara aumento de micronu-
cleacion, con lo que se evaluo como
negativos a estos dos productos en el
ensayo de micro nucleos en médula 6sea,
en las condiciones del ensayo (48).

Aunque los seres humanos han ingeri-
do antocianinas fendlicas por siglos, sin
efectos adversos reportados, la literatura
en toxicologia contiene poca evidencia
formal respecto a su seguridad.

Como parte de un programa para
investigar la seguridad del ESU y del EHU,
estos productos fueron incorporados a la
dieta de las ratas y se las alimento al
menos tres meses, para evaluar la toxici-
dad subcronica. Al final del estudio se
realizd necropsia con evaluacién micros-
copica de todos los 6rganos. No hubo

cambios relacionados con el tratamiento

que puedan ser de significacion toxica.
Entonces una concentracion en la dieta
del 2,5% de ESU o del 2,5% de EHU se
consideré como de un nivel donde no se
observan efectos colaterales adversos.
Esto fue equivalente a 1,78 g/kg./peso
corporal/dia de uno de los dos extractos
en machos y a 2,15 g/kg./pesocorporal
en ratas hembras (26). Se estudio la acti-
vidad antioxidante del ESU y de otros
compuestos referentes midiendo su capa-
cidad para captar el radical catién ABTS;
los compuestos mas efectivos fueron en
orden: extracto de semillas de uvas> ruti-

na>catequina>diosmina> = acido ascor-
bico. Los efectos radio protectivos se ana-
lizaron usando el test de micronucleo
para la actividad anticlastogénica,
midiendo la reduccién de la frecuencia de
eritrocitos policromaticos multinucleados,
evaluados en médula 6sea de ratas
expuestas a rayos X.

La mayor capacidad para captar el
radical ABTS y la actividad anticlastogéni-
ca, puede ser explicada por un gran
numero de estructuras conjugadas entre
los grupos catecol en los anillos y los gru-
pos 30H libres del esqueleto polifendlico
polimérico, y ademds por la estabilidad
del radical aroxil flavonoide generado en
el proceso (49).

Se investigd ademas al ESU en su efec-
to preventivo en el tratamiento con radi-
cales de oxigeno libre y para valorar su
propia induccion de dafio cromosémico
en lineas celulares linfoblasticas huma-
nas. El extracto estaba compuesto en el
89% por proantocianidinas con un grado
de polimerizacion de entre 2 a 15y no se
observé dafo cromosbmico, o sea no es
genotdxico y demostrd un efecto preven-
tivo del dafio producido por H202 a tra-
vés de una accion de captacion directa de
H2 02 (50).

La ingestion de extracto de semillas de
uvas rico en proantocianidina se realizé
durante seis meses en mujeres japonesas
y demostré su seguridad y efectividad
para el tratamiento del cloasma (51).

CONCLUSION

Como sintesis se puede citar que los radi-
cales libres se han implicado en mas de
cien condiciones humanas que incluyen:
artritis, shock hemorragico, ateroesclero-
sis, edad avanzada, isquemia e injuria de
reperfusion de varios 6rganos, enferme-
dades de Alzheimer y Parkinson entre
otras. Un gran numero de antioxidantes
sintéticos y naturales han demostrado
inducir efectos beneficiosos en la salud
humana y para prevenir enfermedades. Se
ha estudiado la habilidad del extracto de

UNCuyo



Compuestos fendlicos, actividad antioxidante. Bases farmacolégicas y
su aplicacion en medicina general y oral.

proantocianidina proveniente de semillas
de uva en modelos in vitro e in vivo com-
parado con vitamina C, E'y  carotenos.
Estos experimentos demostraron que el
ESU es altamente biodisponible y posee
una proteccién significativamente mayor
contra los radicales libres. Ademas se
demostrd su citotoxicidad para las células
de adenocarcinoma de mama, pulmén y
estdmago, mientras mejora el crecimiento
y la viabilidad de las células normales de la
mucosa gastrica. El ESU también demos-
tré excelente proteccion contra el dafio

inducido por sobredosis de acetaminofe-
no en higado y rifdn regulando el gen
bcl-X (L), el dafio del ADN y presumible-
mente reduciendo el stress oxidativo. El
ESU demostré excelente proteccién con-
tra la injuria por isquemia y reperfusion e
infarto de miocardio en ratas. Ademas, se
ha demostrado que sobre regula el gen
bcl (2) e infla regula el oncogen c.myc. La
aplicacién tépica en voluntarios aumenta
la proteccion solar y su administracion
crénica como suplemento dietario alivia la
pancreatitis cronica en humanos. Estos

resultados demuestran que el ESU provee
una excelente proteccion contra el stress
oxidativo y la injuria mediada por radica-
les libres (52, 53, 54).
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