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Resumen

El &cido galico, o acido 3,4,5 trihidroxibenzoico, es un compuesto polifenolico de origen
natural empleado para el tratamiento de enfermedades sistémicas, incluidas las inflamatorias,
pero con la probabilidad de generar citotoxicidad en microorganismos no patogenos al ser
administrado en altas concentraciones. El objetivo de la presente investigacion fue evaluar el
efecto citotdxico del acido galico en fibroblastos del ligamento periodontal. Se realiz6 un estudio
experimental in vitro, empleando concentraciones de acido galico de 1, 5, 10 y 20uM, con unos
tiempos de exposicion de 12, 24 y 48 horas, implementando la técnica de citometria de flujo con
yoduro de propidio y realizando controles positivo y negativo de muerte celular con peroxido de
hidrogeno y DMSO. El control negativo de muerte celular tuvo un promedio de 95,47% a las 12
horas y 93,83% a las 48 horas. Se efectian ensayos por triplicado en cada tiempo de exposicion
y concentracion del acido galico, donde la viabilidad celular permanecio en un intervalo del 90-
98,4%, con un comportamiento proporcional al incrementar la concentracién. En conclusion, el
acido galico tuvo un minimo efecto citotoxico en los fibroblastos del ligamento periodontal,
abriendo la puerta para su uso en la terapéutica periodontal.

Palabras clave: Acido gélico, Fibroblastos, citotoxicidad.
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Abstract

Gallic acid, or 3,4,5-trihydroxybenzoic acid, is a naturally derived polyphenolic
compound used for the treatment of systemic diseases, including inflammatory diseases, but with
the probability of generating cytotoxicity in non-pathogenic microorganisms when administered
in high concentrations. The aim of the present investigation was to evaluate the cytotoxic effect
of gallic acid on periodontal ligament fibroblasts. An experimental in vitro study was carried out
using gallic acid concentrations of 1, 5, 10 and 20uM, with exposure times of 12, 24 and 48
hours, implementing the flow cytometry technique with propidium iodide and performing
positive and negative controls of cell death with hydrogen peroxide and DMSO. The negative
cell death control averaged 95.47% at 12 hours and 93.83% at 48 hours. Triplicate assays were
performed at each exposure time and concentration of gallic acid, where cell viability remained
in a range of 90-98.4%, with a proportional behavior with increasing concentration. In
conclusion, gallic acid had a few cytotoxic effect on periodontal ligament fibroblasts, opening

the door for its use in periodontal therapeutics.

Key words: Gallic acid, Fibroblasts, cytotoxicity.
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Introduccion

Los recientes avances cientificos en materia de salud oral sugieren el uso y desarrollo de
compuestos quimicos que permitan generar un impacto positivo en el tratamiento de patologias
asociadas a procesos inflamatorios. Dada la novedad hoy en dia del uso de elementos de origen
natural, marcan el inicio de una ideologia ambiental y menos riesgosa de intervenir de manera
mas eficaz en patologias como la enfermedad periodontal, caries dental y otras de gran
importancia, sin generar dafio alguno en microorganismos no patégenos o del microbiota normal.

Dentro de la amplia gama de compuestos con propiedades prometedoras, y sintetizados a
partir de plantas y demas material organico aprovechable, se puede hacer alusion al &cido galico,
un agregado con una compleja estructura de anillos bencénicos y acido carboxilico y con una
apariencia fisica cristalina. Descubierto en el afio 1786 empleado desde entonces en la industria
alimentaria, cosmética y principalmente en la industria farmacéutica para la elaboracion de
productos medicinales. (Fernandes & Salgado, 2016)

Dado lo anterior, el &cido galico, un polifenol de amplio espectro perteneciente a la
familia de los flavonoides, se ha convertido en una opcion muy factible para el tratamiento de
enfermedades sistémicas relacionadas con procesos bacterianos y virales, oncolégicos,
cardiovasculares, metabdlicos e inflamatorios, como por ejemplo afecciones inducidas por
Staphylococcus aureus y Candida albicans, cancer, diabetes e hipertension. (Lima et al., 2016)

Si se toma en cuenta la accion del &cido galico en microorganismos patégenos y no
patogenos, se puede hacer referencia a la citotoxicidad que puede generar al aplicarlo en
determinadas colonias. Este evento adverso a nivel celular, y como es el caso de esta
investigacion, permite ser estudiado mediante la citometria de flujo con yoduro de propidio, un

método de laboratorio con medidas multiparamétricas, una amplia sensibilidad, objetividad y
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rapidez analitica, que permite determinar la cantidad de células vivas de manera porcentual, y en
cierta manera sus caracteristicas morfoldgicas por la tincion que se realiza. (Parra, 1997)

Estudios similares sobre la citotoxicidad del acido galico se han realizado en colonias
celulares provenientes de tejido intestinal, pulmonar y asociado a cicatrices hipertréficas, cuyos
resultados evidencian que, al aplicar este compuesto en concentraciones moderadas o bajas, no
genera un efecto indeseado sobre las colonias celulares, pero, al aplicarlo en concentraciones
promedio de 40 uM a 100uM, da paso a procesos de apoptosis celular y, por consiguiente, a una
disminucion significativa de la viabilidad celular de estos microorganismos de la microbiota
normal.

En consecuencia, la presente investigacion marca una pauta y el inicio de un analisis
riguroso sobre la posible aplicacion del &cido galico en diferentes productos de la terapéutica
periodontal, dando parametros sobre la posible afeccion de éste compuesto, no solo a
microorganismos patdgenos, sino también a células que se encuentran cominmente en los tejidos
de soporte dental, principalmente el ligamento periodontal, tales como los fibroblastos

periodontales.



15

1 Planteamiento del problema

Los flavonoides son compuestos polifenolicos derivados de las plantas, caracterizados
por ser metabolitos secundarios de bajo peso molecular transportados de esta forma a diversas
ubicaciones extracelulares o intracelulares. Los polifenoles naturales presentan innumerables
actividades bioldgicas, siendo destacadas su funcion antimicrobiana, antiinflamatoria e
inmunomoduladora. Debido a que los flavonoides no son sintetizados en primera instancia en el
cuerpo humano, es necesario su consumo ya sea mediante la ingesta de frutas, verduras, nueces,
semillas, o administrado en forma de compuesto quimico procesado (Fernandez et al., 2018).

Algunos estudios han indicado que los flavonoides son eficientes para el abordaje
clinico de enfermedades agudas o cronicas de tipo inflamatorio, cancerigeno, infeccioso, tales
como diabetes mellitus, endocarditis infecciosa, periodontitis y en otros casos funciona como
como antioxidante. Se ha demostrado que su accion sobre células orales como los fibroblastos
gingivales y células epiteliales redunda en su estimulacién y activacion mediando posibles
procesos antiinflamatorios y por otro lado, genera alteraciones en algunos microorganismos,
como por ejemplo determinadas especies de Streptococcus mutans y S. salivarius (Fernandez et
al., 2018).

Dentro de la amplia gama de polifenoles uno de los mas destacados es el acido galico,
ya gque ha demostrado su accidn inhibidora en la proliferacion de microorganismos patogenos,
por ejemplo, Streptococcus sobrinus, Mycobacterium tuberculosis, entre otros, y disminuye la
posibilidad de aparicion de enfermedades agudas o cronicas, tales como: hepatotoxicidad,
dislipidemia, endocarditis bacteriana, e incluso solo o en combinacion ha demostrado reducir la
liberacion de radicales libres. El acido galico se encuentra facilmente en plantas, tales como

gayuba (Arctostaphylos), mora, Caesalpinia Mimosoideae, asi como en nueces, zumaque,
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hamamelis, berros, corteza de roble, hojas de té, nueces de areca, entre otros. (AL Zahrani et al.,
2020).

El 4cido galico, un polifenol reconocido por su abundancia en el reino vegetal y su
aplicabilidad en la industria alimentaria y la medicina, ha sido objeto de estudios in vivo e in
vitro por parte de la comunidad cientifica, debido a que ha presentado en las Gltimas
investigaciones propiedades que, de una u otra forma, han permitido abordar de manera eficaz
alteraciones sistémicas, tales como enfermedades relacionadas con procesos oncologicos y del
metabolismo. Su efecto antioxidante, gastroprotector, neuroprotector, y no menos su propiedad
antiinflamatoria, lo posicionan como un compuesto estrella capaz de inhibir la funcionabilidad
de mediadores celulares, como por ejemplo, las prostaglandinas, interleucinas y el factor de
crecimiento tumoral TNF-a (Kahkeshani et al., 2019).

Con respecto a su toxicidad, diversas investigaciones han mostrado que el &cido galico
a pesar de ser catalogado como un compuesto de origen natural empleado con fines clinicos,
puede generar una respuesta no correspondiente al objetivo terapéutico, en algunos sitios,
microorganismos o complejos celulares presentes en el individuo donde es aplicado, como
cualquier biomaterial. Han observado que la citotoxicidad del acido galico varia dependiendo de
la concentracion a ser administrada. Haute et al. encontraron que una concentracion de 1000 uM
de 4cido galico no generé algun efecto sobre la viabilidad celular de los neutréfilos. Por otro
lado, Truzzi y cols. demostraron que concentraciones de 235,13 uM producia una citotoxicidad
significativa en tres lineas celulares diferentes e ilustraron que el acido galico, a una
concentracion de 117,57 uM era citotoxico en un modelo intestinal con presencia de capas
mucosas, fibroblastos intestinales y monocitos. Finalmente, Jinrong Bai et al, en el afio 2021,

indicaron en su investigacion que el suministro de &cido galico en bajas concentraciones es



17

seguro y eficaz para un namero significativo de células, pero, en concentraciones relativamente
altas ejercian un efecto negativo en las mismas (Bai et al., 2021).

Los fibroblastos son células polimoérficas con un gran potencial tanto clinico como
investigativo. Estas células son las principales del ligamento periodontal, el cual rodea la porcion
radicular del diente, y es el encargado de producir y mantener la insercién del tejido conectivo
que provee anclaje firme del diente dentro del alvéolo, siendo asi uno de los tejidos mas
afectados con secuelas dejadas por la enfermedad periodontal (Acosta, 2006).

Hasta ahora se han realizado estudios que permiten establecer posibles alteraciones o
efectos citotoxicos en fibroblastos, no propios del ligamento periodontal, al ser expuestos al
acido gélico en elevadas concentraciones. Los resultados son prometedores en estos tipos
celulares. Sin embargo, en fibroblastos derivados de ligamento periodontal no ha sido estudiado.
Teniendo en cuenta el potencial terapéutico de este medicamento, vale la pena estudiar la
citotoxicidad relacionada con esta linea celular, con posibilidades terapéuticas para enfermedad
gingival o periodontal.

1.1 Pregunta de investigacion

¢Cudl es el efecto del &cido géalico en la viabilidad celular de los fibroblastos del

ligamento periodontal, al ser estimulados, en diferentes concentraciones y tiempos?



2 Objetivos

2.1 General
Evaluar la viabilidad celular del acido galico sobre fibroblastos gingivales ATCC CRL-
2014 mediante citometria de flujo con yoduro de propidio in vitro.

2.2 Especificos

Determinar si las concentraciones y tiempos de acido galico generan viabilidad en los

fibroblastos gingivales ATCC CRL-2014.

18
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3 Justificacion

Esta investigacion se enmarca en la linea de Ingenieria tisular, del grupo de investigacion
en Salud Oral de la Facultad de Odontologia, que busca hacer énfasis en todos los eventos
microbiologicos y/o bioquimicos que se llevan a cabo en los tejidos que integra el complejo
dento-maxilo-facial, mediante el uso de nuevas tecnologias e ideas innovadoras, asi como su
implementacion a largo plazo y su aporte significativo a los avances médico-cientificos del
momento.

A lo largo de la historia, el hombre ha generado a partir de su capacidad cognoscitiva
diferentes alternativas medicinales que, teniendo en cuenta sus fines terapéuticos, han permitido
contrarrestar un sin fin de alteraciones que afectan de una forma objetiva la funcién fisioldgica
del ser humano (AL Zahrani et al., 2020).

Con el pasar del tiempo, éstas alternativas han venido evolucionando de una manera
exponencial, adaptandose a las circunstancias de los posibles sucesos epidemiologicos y cambios
en los procesos infecciosos de los microorganismos patégenos; pero, dicha adaptacion ha estado
acompafada de alteraciones en la actividad farmacocinética de estos compuestos con fines
medicinales (Fernandez et al., 2018).

Debido a lo anterior, surge la necesidad de hacer un abordaje, por medio de la aplicacién
de métodos experimentales, acerca de la posible aparicion de efectos adversos a partir del
consumo de compuestos de origen natural, en este caso, la administracion del &cido galico y su
posible inferencia en la funcion normal de los fibroblastos periodontales. Es importante resaltar
que, esta idea de investigacion hace un aporte significativo debido a que, a pesar de que la
variable y/o compuesto de interés es sintetizado a partir de productos naturales, se ha aplicado

para el tratamiento oportuno de un grupo significativo de afecciones sistémicas y ha generado
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citotoxicidad en un nimero determinado de células y en concentraciones elevadas, la ausencia
de informacion con relacion a los fibroblastos periodontales genera una motivacion a profundizar
en éste aspecto y a dar un fundamento cientifico con base a estudios experimentales con el &cido

gélico y éstas células de interés, para un futuro uso terapéutico periodontal. (Bai et al., 2021).



4.1 Flavonoides

4.1.1 Definicion

21

4 Marco Tebrico

Existe un proceso paralelo durante la sucesion de la fotosintesis en las plantas, donde alli

se producen compuestos Ilamados metabolitos secundarios o también conocidos como:

flavonoides, taninos, liganos, cumarinas, alcaloides, terpenos y saponinas entre otros. Estos

metabolitos secundarios tal vez no son tan esenciales en funcion nutricional, pero si importantes

en funcion de supervivencia, ya que estos ayudan a las plantas a protegerse de factores externos.

(Carlos et al., 2012)

Principalmente los flavonoides se encuentran en plantas superiores y algunas veces en

hongos, helechos y también en la dieta alimenticia humana como en: té verde, té negro, frutas y

vinos. Los flavonoides presentes en verduras producen un efecto bactericida y virucida. Es de

importancia mencionar que los flavonoides no estan presentes en bacterias y algas (Osmany et

al., 2015).

Figura 1.
Estructura quimica de los
flavonoides y subfamilias.

Fuente: Alvarez et al., 2003.

Basicamente los flavonoides se clasifican a partir de su
estructura bioquimica, teniendo en cuenta el grado de oxidacion y
saturacion de la estructura del anillo C en el heterociclico; con base
en esto, se determinan principales clases de flavonoides tales como:

flavanoles, flavanonas, flavanonol, entre otros (Alvarez et al., 2003).
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. 4.1.2 Caracteristicas
Figura 2

Estructura quimica

Los flavonoides se destacan por ser compuestos polifenélicos
de flavona y flavonol.

con bajo peso molecular, una estructura molecular del tipo C6 -C3 -

C6, mas dos anillos bencénicos unidos entre si por una cadena de 3

carbonos y ciclada a través de un oxigeno, y se sintetizan

Flavona R=H
Flavonol R =0H

principalmente a partir de las plantas (Lopez Luengo, 2002). Los
Fuente: Loépez Luengo

2002). . .
(2002) flavonoides se transportan a ubicaciones subcelulares y

extracelulares de la planta, y se localiza en la pared o el citoplasma en forma de agliconas;
debido a que los flavonoides no se sintetizan en el cuerpo, se pueden obtener a través del
consumo de vegetales, frutas, semillas, tallos, entre otros compuestos organicos (Fernandez et
al., 2018).

4.1.3 Propiedades

Los flavonoides son compuestos con un gran potencial terapéutico, definidas por algunas
propiedades demostradas:

Propiedades antioxidantes: tienen la capacidad de retrasar la oxidacién dependiendo de
su configuracion, debido a la captacion de reactivos de oxigeno y nitrégeno (Jiménez et al.,
2009)

Propiedades antiinflamatorias: los flavonoides se derivan de actividades antioxidantes,
las cuales han proporcionado informacion de inhibicion de factores de transcripcion, tales como
el NF-kB y la AP1, asi como la activacion del factor nuclear 2 relacionado con el factor eritroide
2 (Pérez Trueba, 2003).

Propiedades anticancerigenas: los flavonoides han demostrado que inhiben la
isoenzimas P450 responsable de la produccion de carcindgenos y modulan el metabolismo de los

mismos (Fernandez et al, 2018).
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Propiedades antibacterianas: la quercetina y apignea son agentes antibacterianos que
acttan en la lisis o apoptosis de diversos entes patdgenos, ademas, se han utilizado como una
opcidn alternativa para terapias antibacterianas por su capacidad de impedir la sintesis de acidos
nucleicos y de la membrana citoplasmatica (Fernandez et al. 2018).

4.2 Acido Galico

) 4.2.1 Definicion
Figura 3.
Estructura quimica bésica del &cido L . L - . .
galico ysusqmetabolitos. El &cido galico o acido 3,4,5- trihidroxibenzoico, es
g un compuesto que fue identificado por el cientifico Carl

" HO,

s Po BTN

o 44 HO

Wilhelm Scheele en el afio 1786 durante un estudio en

g plantas medicinales; desde ese entonces, se han realizado

S diversas investigaciones para identificar posibles
Fuente: Bai et al. (2021).

aplicaciones de este compuesto en diferentes campos de la ciencia y
la industria alimentaria. Inicialmente, el acido galico fue empleado como quelante en la
confeccion de pieles y cuero, como agente revelador de fotografias y, también, en la elaboracién
de medicamentos como el trimetopim y como conservante de alimentos, dada su amplia
capacidad antimicrobiana y de captacion de radicales libres (Fernandes & Salgado, 2016).

Segun AL Zahani et al. (2020), realizaron una revision de la literatura sobre el desarrollo
reciente de los derivados del acido galico y sus hibridos a nivel bioquimico, donde se evidencio
que los derivados galato y galoilo del acido galico son compuestos de origen natural y se
incluyen entre muchos aditivos alimentarios y bebidas, por lo que la practica comun demuestra
su seguridad y bioactividad.

4.2.2 Composicion y propiedades quimicas
Dadas sus propiedades como fenol y acido carboxilico, el &cido géalico se caracteriza por

ser un &cido organico con presencia de un anillo bencenico en su estructura. Dependiendo de su
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pureza, varia su apariencia fisica: el acido galico puro presenta una apariencia totalmente
cristalina, o incluso se presenta en polvos con forma de agujas de color, que varian desde el
blanco hasta el marron claro, y con puntos de fusion de 235 a 240 °C (Bai et al., 2021).

La consistencia sélida granular y su tonalidad blanca-amarillenta, hacen que el &cido
gélico sea un elemento soluble en agua o en solventes como el DMSO (Dimetil Sulféxido),
generando un pigmento de color azul al contacto con trazas de hierro. Estd combinacion al ser
sometida al calor, forma dioxido o monoxido de carbono, y emite una reaccion incompatible al
contacto con sales de plata, cloratos y permanganato (Alvarez et al. 2004).

Haciendo un paréntesis sobre el Dimetil Sulféxido, la literatura reporta que este
compuesto fue hallado inicialmente en el afio 1953, y desde entonces se ha caracterizado por ser
un solvente con excelentes propiedades, permitiéndole penetrar de manera satisfactoria en tejidos
animales y vegetales. Esta habilidad de penetracion en tejidos sin generar afeccion alguna, segin
lo reportado por la literatura, podria estar vinculado a la formacion de enlaces de hidrégeno y su
asociacion mediante estos con moléculas, proteinas, &cidos nucleicos, sustancias iénicas y otro
tipo de compuestos que estan correlacionados con tejidos de seres vivos (Alvarez et al. 2004).

El &cido galico tiene su origen en una gran variedad de especies vegetales; varios estudios
han determinado que el AG se sintetiza a partir de plantas medicinales tales como Phyllanthus
A., Momordica C., Achillea S., entre otros. Sin embargo, Jinrong Bai y Colaboradores
determinan que la concentracion de acido galico presente en estas plantas varia en un rango
desde los 0,001 y los 135,08 mg/g, lo que evidencia la factibilidad de poder extraer este

compuesto en grandes cantidades (Bai et al., 2021).
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4.2.3 Funciones y usos

¢ Ha contribuido al mundo de la medicina en el tratamiento de patologias de base,
destacandose aquellas ligadas a procesos oncoldgicos, tumorales e inflamatorios.

e Su propiedad antioxidante genera proteccion al higado de alteraciones producidas por
los radicales libres.

e Esun mediador en el tratamiento de la diabetes, promoviendo la produccion de
insulina en el pancreas.

e Su propiedad antiinflamatoria inhibe la produccion de mediadores pro inflamatorios
como las histaminas y las citoquinas.

e Tiene la capacidad de inhibir las particulas o mediadores de la produccion de hongos,
donde se destaca su accion contra Candida albicans.

¢ Permite identificar la cantidad de fenoles de diferentes compuestos.
4.3 Fibroblastos Periodontales

4.3.1. Definicion

Los fibroblastos son considerados células predominantes en los tejidos conectivos e
importantes para el recambio celular, teniendo en disposicion una heterogeneidad en el
periodonto, destacandose la presencia de fibroblastos del ligamento periodontal y fibroblastos
gingivales. El fibroblasto periodontal propiamente dicho es una célula principal presente en el
tejido conectivo que produce insercion y anclaje del diente en el alveolo. Por otro lado, los
fibroblastos gingivales constituyen el tejido conectivo que rodea la periferia de las piezas
dentales (encia), produciendo y conservando los componentes extracelulares que mantienen la

integridad del tejido periodontal (Ucero et al., 2016).
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Dentro las funciones del fibroblasto periodontal se encuentran principalmente el producir,
mantener y remodelar el ligamento periodontal, cemento y hueso alveolar. Los fibroblastos del
ligamento periodontal tienen dos funciones especificas que pueden ser mencionadas y es la
produccion de sustancias que funcionan como marcadores de identificacion la célula, donde se
encuentra la fosfatasa alcalina, factor inhibidor de reabsorcion 6sea, proteina no colagena 15k,
colageno 95%, bialvcan y la prostaglandina E2, complementada por la funcién de mantener
integro el espacio del ligamento periodontal. En estudios previos se evidencié que los
fibroblastos periodontales expresaban receptores relacionados con el mecanismo de
contractilidad celular, movimientos dentales y reparacion de tejidos periodontales (Gomez,
2006).

Se ha demostrado que los fibroblastos del ligamento periodontal presentan una serie de
caracteristicas comunes a las células mesenquimales indiferenciadas de la medula ésea. Entre su
gran desempefio, los fibroblastos del ligamento periodontal sintetizan la matriz extracelular que
constituyen la funcion de adhesion, el transporte y la mineralizacion de las células. Los
fibroblastos son capaces de percibir sefiales mecanicas que contienen unas caracteristicas
fenotipicas de los osteoblastos, bajo estimulacion por estrés. Por otra parte, los fibroblastos son
osteogénicos, debido a que se puede derivar una formacién de nuevas células gracias a las
propiedades previamente dichas como lo son el adherirse, transportase y mineralizar; se pueden
diferenciarse en los osteoblastos (Garcia Ballesta et al. 2003).

Los fibroblastos contribuyen en procesos como embriogénesis, organogénesis,
homeostasis y remodelacion de tejidos del ser humano. Los fibroblastos se pueden distinguir a

partir de su origen embrioldgico o de origen mesénquimal, que son los fibroblastos de otro tejido
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del cuerpo o de origen de cresta pleural que se le atribuyen a fibroblastos gingivales (Victor &
Antonio, 2019).

4.3.2. Poblaciones y especies

En la literatura se han descrito subpoblaciones a partir de los fibroblastos periodontales;
segun Roberts y Chamberlain, en el afio 1989, se identificaron 4 clases de fibroblastos de
ligamento periodontal pero, una clase en particular tenia pseudopodos, los cuales le atribuian
capacidad de migracion a las células de ligamento periodontal. En cuanto a las subpoblaciones
de fibroblastos gingivales, Hakkinene y Larjava encontraron 3 morfotipos distintos en
fibroblastos de tejido sano, donde las células presentaban formas de espiral, epiteliales y
estrelladas (Gomez, 2006).

4.3.3 Estructura del fibroblasto

Principalmente los fibroblastos se caracterizan por tener un ndcleo de gran tamafio, su
citoplasma contiene gran cantidad de mitocondrias y vacuolas, y se caracteriza por tener aparato
de Golgi y reticulo endoplasmatico pronunciado, dada su actividad metabodlica (Victor &

Antonio, 2019).

El fibroblasto estd compuesto por microfilamentos de actina que le sirven en funcién de
movilidad y contraccidn celular. Bajo estudios de estos fibroblastos en microscopios apuntan a
que estas células pocas veces se encuentran en union, por el contrario, los fibroblastos tienden a
ser apartados entre si. Sin embargo, acompafiados de matriz colagena y glicoproteinas

(Rodriguez Hinoshita, 2014).

4.3.4 Funciones de los fibroblastos gingivales

Los fibroblastos gingivales son células dindmicas que constituyen el tejido conjuntivo

gingival, representando mas del 50% de células que ejercen una funcién tisular local y a nivel
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sistema inmune. Los fibroblastos gingivales son heterogéneos que presentan diferencias en su
morfologia dependiendo de su localizacién. El fibroblasto gingival constituye el tejido conectivo
blando que rodea la periferia de las piezas dentales, es decir, lo que se conoce cominmente como
encia, produciendo y conservando los componentes que mantienen la integridad del tejido.
Dentro de las funciones mas importantes de los fibroblastos gingivales se encuentra la sintesis,
remodelado, homeostasis y cicatrizacion del tejido gingival (Gomez, 2006).
4.3.4.1 Sintesis y remodelaje de células madre embrionaria gingival

Los fibroblastos gingivales producen glicoproteinas de estructura, fibronectina,
vitronectina y otras proteinas, que son las encargadas en este proceso de unir las diferentes
moléculas de las células madre embrionarias gingivales y las células que la integran,
participando en adherencia tisular e hidratacion celular (Victor & Antonio, 2019).
4.4 Citometria de Flujo

De acuerdo con Stetler-Stevenson et al., la citometria de flujo se define como un método
analitico que permite medir, de manera rapida y eficaz, determinadas caracteristicas fisicas y
quimicas de células o particulas que se encuentran inmersas en un liquido, generando sefiales
individualizadas al incidir una fuente de luz. Esta técnica brinda informacién estadistica de
caracter cuantitativo sobre cada célula, e identifica posibles colonias de células distintas en una
muestra especifica, incluso cuando se presentan en pequefias cantidades (Barrera Ramirez et al.,

2004).

El fundamento cientifico de este método se sustenta en el traspaso de células estudio u
otras particulas suspendidas y alineadas de manera individual a través de un haz luminoso, con el
fin de recolectar informacion a partir de la luz emitida por fluoruros al contacto con el haz de luz;

esta informacion es amplificada y procesada por un computador (Barrera Ramirez et al., 2004).
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4.5 Antecedentes de investigacion

En esta revision, la importancia del &cido galico, los derivados y los hibridos, son
aspectos de gran relevancia que han permitido aumentar exponencialmente la comprensién y el
descubrimiento de un producto natural bioactivo de este tipo. Se mostré que un gran nimero de
derivados e hibridos del &cido galico, desde el punto de vista farmacocinética, presentan un
grado importante de viabilidad, lo que insta a los cientificos a realizar mas ensayos clinicos, con
el objetivo de revelar el efecto mecanicista de estos materiales bioactivos en el tratamiento de
diferentes enfermedades, y su aporte para el desarrollo y/o descubrimiento de nuevos farmacos

(AL Zahrani et al., 2020).

Cabe destacar que, Francesca et al. (2020) realizaron un estudio in vivo en donde se
evaluaron los efectos citotoxicos del acido galico y ferulico en las células de la pared intestinal, y
las concentraciones consumidas normalmente en la dieta, haciendo énfasis en el aloe veray el
jugo de arandano. Dado lo anterior, encontraron que los dos suplementos analizados, disponibles
comercialmente, presentaban concentraciones de acidos galico y ferulico significativamente mas
altas que las cantidades presentes en las respectivas fuentes de harina o frutas consecuentemente,
los resultados sugieren la idea de que una alta ingestion de polifenoles, en concentraciones de
117,57 uM y 235,13 pM aproximadamente, podria inducir efectos negativos sobre la integridad
de la pared intestinal, afectando especificamente capas mucosas, fibroblastos submucosos y
monocitos.

4.5.1 Concentraciones y viabilidad celular

- Abnosi & Yari,(2018) realizaron un ensayo de viabilidad celular con células
mesenquimales de la médula 6sea, donde emplearon concentraciones de &cido géalico de 1.87,

3.75,7.50, 15, 30, 60 y 120 uM y tiempos de incubacion de 12, 24 y 36 horas. Como resultado
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de la investigacion encontraron que las células con AG durante 12 h provocaron una reduccion
significativa de la viabilidad celular al aplicar una concentracion de 3,75 uM, en comparacion
con un grupo de control. Por otra parte, a las 24 y 36 h la reduccidn de la viabilidad celular
comenz0 significativamente desde 1.87 uM. La reduccion de la viabilidad en todos los casos fue
dependiente de la dosis.

- Wang et al. (2018) realizaron un ensayo CCK-8 con fibroblastos queloides, empleando
concentraciones de 50, 100 y 200 uM. Como resultado encontraron que el acido gélico inhibio la
proliferacion de los fibroblastos queloides, con una inhibicién de dicha proliferacion observada
al aplicar una concentracion de 50 y 100 uM. Sin embargo, el tratamiento con &cido gélico a una
concentracion de 200 uM, gener6 una citotoxicidad en los fibroblastos. Por lo tanto, ellos como
investigadores emplearon 100 uM de AG como concentracion dptima para aplicarlo en los
experimentos posteriores.

- Yoon et al. (2018) realizaron un ensayo MTT con Sinoviocitos similares a fibroblastos
(FLS), de pacientes con artritis reumatoide, aplicando concentraciones de acido galico de 0, 1.1,
10, 50 y 100 uM. En los resultados se evidencid que no hubo una supresion significativa de la
viabilidad celular al aplicar concentraciones de 0,1y 1 uM de acido galico, en comparacién con
células de control tratadas con otro compuesto. Sin embargo, al aplicar acido galico en
concentraciones de 10, 50 y 100 uM, se presencid una reduccion significativa de la viabilidad
celular de los sinoviocitos, en formas dependientes del tiempo y de la dosis. Por otra parte, el
tratamiento con 10, 50 y 100 uM de 4cido galico disminuy¢ la supervivencia de las células en un
87%, 78% y 61% respectivamente, después de 24 h, y en un 85%, 78% y 48% del nivel de

viabilidad del control después de 48 h, respectivamente.
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- Abarikwu et al. (2020) realizaron un estudio in vitro con células HEK-293, empleando
acido galico en concentraciones de 25,49, 147 y 294 uM. En los resultados evidenciaron que las
concentraciones de 49 y 294 uM, aplicadas en las células objetivo, generaron citotoxicidad en las
mismas, y la concentracion de 49 uM disminuy0 la viabilidad celular en aproximadamente un
50%. Por lo tanto, en los estudios posteriores se utilizaron las concentraciones de Acido Galico
de 49 y 25 uM, las cuales no eran citotoxicas para las células.

- Lu et al. (2010), realizaron una investigacion en células del glioma U87 y U251n,
aplicando 150 pL de &cido gélico e incubando las células con éste compuesto durante 12, 24 'y 36
horas. Los resultados indicaron que el acido galico disminuy0 significativamente la proliferacion
de células de gliomay la formacion de tubos en las células endoteliales del cerebro de raton.

- Kang et al. (2018), realizaron una estudio con bacterias de la especie Shigella Flexneri,
utilizando concentraciones de acido galico de 0.25, 0.5, 1, 2, 4,8 y 16 mg/mL. En el estudio se
encontro que el acido galico tuvo un efecto inhibidor sobre la Shigella Flexneri, lo que redujo de
manera significativa el nimero de bacterias viables al aplicar este acido galico en las diferentes
concentraciones.

- Bhavesh et al., realizaron un estudio de toxicidad aguda y subaguda con dosis repetidas
de 28 dias de acido galico en ratones albinos, con el fin de comprobar el efecto citotoxico de este
acido sobre la estructura celular, y buscar una reaccion favorable que se pueda implementar en el
tratamiento de ciertas patologias, tales como la diabetes y la hiperlipidemia. Se utilizaron ratones
albinos suizos machos y hembras de tres meses de edad, dividiendo el grupo de ratones albinos
en 4 grupos de 10 animales, de 5 hembras y 5 machos cada uno, con pesos entre 25y 30 kg y se
manejaron dosis de 100, 300 y 900 mg/kg/dia. El tratamiento se inicié con 900 mg / kg de acido

galico, que fue la dosis més alta de acido galico segln las directrices. En el analisis de resultados


https://ezproxy.uan.edu.co:2052/topics/neuroscience/cell-proliferation
https://ezproxy.uan.edu.co:2052/topics/neuroscience/cell-proliferation

concluyeron que la ingestién de acido galico no tuvo ninguna reaccion adversa o toxicidad

aguda o subaguda en los animales objeto de estudio (Variya et al., 2019).

32
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5. Disefio Metodoldgico

5.1 Tipo de estudio

Experimental o de Intervencion (Estudio In vitro)

5.2 Poblacion

Fibroblastos gingivales ATCC CRL-2014

5.3 Operalizacion de las variables

Relacion de
la variable

Nombre

Escala

Definicion
conceptual

Definicion operativa

Independiente

Concentracion

Cuantitativa
continua

“cantidad de soluto
disuelta en una
cantidad dada de
disolvente o de
solucion”

(IBERO, 2014)

Concentraciones de
1,510y 20 uM de
acido galico, aplicadas
en colonias de
fibroblastos
periodontales

Independiente

Tiempo

Cuantitativa
continua

La dimension del
universo fisico que,
en un lugar
determinado, ordena
la secuencia de
eventos.
(“Diccionario
McGraw-Hill de
términos cientificos
y técnicos, 6a ed.”)

Tiempos de
exposicion de 12,24 y
48 horas

Dependiente

Citoxicidad

Cualitativa
nominal

Se usa con
medicamentos y
productos quimicos
para estudios
experimentales en
humanos y animales

Numero de células
viables posteriores a
la exposicion al
medicamento.
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5.4 Procedimiento
5.4.1 Descripcion del procedimiento:

Para el ensayo de viabilidad celular se utilizo el protocolo de Riccardi y Nicoletti (2016).
El yoduro de propidio (YP) es una molécula fluorescente que se une al ADN, pero no puede
atravesar pasivamente las células que poseen una membrana plasmatica intacta. La captacion de
YP se puede utilizar para discriminar las células muertas, en las que las membranas plasmaticas
se vuelven permeables independientemente del mecanismo de muerte, de las células vivas con
membranas intactas. El YP es excitado por longitudes de onda entre 400 y 600 nm y emite luz
entre 600 y 700 nm, por lo que es compatible con laseres y fotodetectores disponibles en

citometros de flujo.

Tabla 1. Esquema ensayo de citotoxicidad

Modelo celular: Fibroblastos del ligamento periodontal.
Compuestos (1) Acido galico Control positivo de muerte celular

i (Perdxido de Hidrogeno) y control
Concentraciones (3) | 1,510, 20 uM negativo de muerte celular (DMSO).
Tiempos de 24,48,72 horas
tratamiento
NUmero de veces Ensayo por triplicado

Tabla 1. Modelo experimental. Modelo experimental planteado de acuerdo con las variables a
tener en cuenta.
5.4.2 Paso a paso (ejecucién del procedimiento):
1. Se suspendieron las células de 1 a 2 x 10° en 1 ml de PBS en tubos de 12 x 75.
2. Se centrifugaron a 200g por 5 minutos a temperatura ambiente.

3. Se retir6 el PBS.
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Se sigue el método A para timocitos y células mononucleares no adherentes y el método

B estandar para células multinucleares que crecen en suspension y para células adherentes.

5.4.2.1 Método A: Método rapido (tincion directa de ADN en solucidn hipotdnica de YP)

A. Se resuspendio suavemente el sedimento celular en 1 ml de solucién de
fluorocromo.

A tener en cuenta: Se resuspendieron las células con precaucion para evitar la

fragmentacion del nucleo y la separacion de cuerpos apoptéticos de nucleos apoptéticos, ya que
el choque hipotonico elimina la mayor parte del ARN, no se requiere tratamiento con ARNasa.

B. Se colocaron los tubos en la oscuridad a 4°C, antes de la citometria de flujo
durante al menos 1 hora 'y no mas de 24 horas.

A tener en cuenta: Fue necesario una hora para la tincién adecuada de los nucleos: las

células se pueden mantener durante 24 horas a oscuridad y a 4°C sin ningin cambio sustancial en
el perfil de ADN.

5.4.2.2 Método B: Estandar (tincidon con YP después de la fijacion alcohdlica).

A. Se resuspendio el sedimento celular en 500 ml de PBS.
B. Se fijaron las células agregando 4,5 ml de etanol frio al 70% (v/v) a la suspension
celular manteniendo los tubos en hielo.

A tener en cuenta: Las células se pueden almacenar en una solucion de etanol a -20°C

durante varias semanas.

C. Se centrifugaron a 400g durante 5 minutos y se elimind el sobrenadante (solucion
de etanol).

D. Se lavaron las células en 5 ml de PBS y se centrifugaron a 400 g durante 5

minutos.
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A tener en cuenta: Las células con una degradacion extensa del ADN se pueden

resuspender directamente en una solucion de tincion de ADN sin cualquier tratamiento posterior.

A tener en cuenta: Si el ADN no estd muy degradado, resuspender las células en 0,5 ml

de PBS y agregar 0,5 ml de buffer de extraccion de ADN.

E. Seincubaron a temperatura ambiente durante 5 minutos y se centrifugaron a 400 g
durante 5 minutos.

F. Se elimino el sobrenadante y se resuspendieron las células en 1 ml de solucion de
tincion de ADN.

G. Seincubaron las células resuspendidas durante al menos 30 minutos a temperatura
ambiente en la oscuridad.

1. Seanalizaron las células por citometria de flujo. Se utiliz6 una linea laser de 488
nm para la excitacion. Se midio la fluorescencia roja (>600 nm) y la dispersion. Se recolectaron
al menos 20.000 eventos. Se retiraron los residuos y se midieron los picos de ADN hipodiploide
y diploide.

5.5. Andlisis de los datos
El analisis estadistico se realiz6 mediante tabulaciones en Excel y graficos de lineas. Para

cada concentracion y los datos se expresaron como media + desviacion estandar.

5.6 Aspectos Eticos de la Investigacion

Segun Resolucion 8430 de 1993, que establece las normas éticas para los estudios de
investigacion, el articulo 11 define que esta investigacion es de riesgo minimo debido a que es
una investigacion donde se realiza la extraccion de fibroblastos periodontales en una persona, sin

ejecutar alguna accién que pueda causar dafos irreversibles en dicho sujeto. A la vez, en el
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presente estudio se emplean medicamentos de uso comun, en indicaciones y dosis previamente

establecidas. (Ministerio de Salud Nacional, 1993)
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6. Resultados y Analisis de Resultados

6.1 Descripcion de la muestra

Se emplearon colonias de Fibroblastos periodontales ATCC-CRL 2014 y se aplicaron
concentraciones de acido galico de 1,5,10 y 20 uM a tiempos de 12,24 y 48 horas. Se realizaron
ensayos por triplicado y controles positivo y negativo, con el fin de determinar la eficacia de la
investigacion.
6.2 Control positivo y negativo

Previo a realizar la aplicacion de &cido galico sobre los fibroblastos periodontales, se
sometieron muestras de estas células a compuestos como el peroxido de hidrogeno y el Dimetil
sulféxido, como control de muerte celular y reaccion de los fibroblastos al solvente,
respectivamente.

6.2.1. Control positivo de muerte celular con Peroxido de Hidrogeno (H202)

Tabla 2. Viabilidad celular en fibroblastos periodontales al aplicar peroxido de hidrégeno como control de
muerte celular

COMPUESTO ENSAYO TIEMPO VIABILIDAD
12 HORAS 11,5
H202 Al 24 HORAS 19,5
48 HORAS 17,5

Fuente: autoria propia

Se observa que, al aplicar el peroxido de hidrogeno como control de muerte celular en

intervalos de tiempo de 12,24 y 48 horas, la muerte celular se da de manera significativa, con un

valor promedio de viabilidad celular de 16,2 + 4,2% y manteniéndose siempre por debajo del

20%. Lo anterior se da debido a que el perdxido de hidrogeno es altamente citotdxico al aplicarlo

en células vitales.
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Tabla 3. Viabilidad celular en fibroblastos periodontales al aplicar Dimetil sulféxido y promedio por tiempos de

exposicion
COMPUESTO| TIEMPO ENSAYO | VIABILIDAD [ PROMEDIO
B1 95,5
12 HORAS B2 95,2 95,47
B3 95,7
B1 95,5
DMSO 24 HORAS B2 95,9 96,20
B3 97.2
B1 93,8
48 HORAS B2 93,6 93,83
B3 94.1

Fuente: autoria propia

En el momento de que se expone los fibroblastos periodontales al solvente de eleccion,

que este caso fue el Dimetil Sulfudxido, la viabilidad celular se mantiene en un valor porcentual

considerable en cada uno de los ensayos por triplicado, con porcentajes promedio de 95,47 +

0,25% a las 12 horas, 96,2 + 0,89% a las 24 horas y 93,83 = 0,25% a las 48 horas. Esto conlleva

a estimar que el Dimetil Sulfoxido afecta minimamente la viabilidad de los fibroblastos

periodontales al aplicarlo de manera directa.

6.3 Viabilidad celular en &cido gélico

6.3.1 Aplicacion de &cido galico con tiempo de exposicion de 12 horas

Fig 4. Viabilidad celular en fibroblastos periodontales al aplicar acido galico en concentraciones de 1,5,10 y 20

MM durante 12 horas

Fuente: autoria propia
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Durante un tiempo de exposicion de 12 horas de los fibroblastos periodontales en
concentraciones de 1,5,10 y 20 uM de &cido galico, el crecimiento de la viabilidad celular fue
exponencial al momento de aumentar las concentraciones, es decir, que, a mayor concentracion,

la cantidad de fibroblastos presentes en el medio celular fue mayor.

Tabla 4. Resultado de ensayo por triplicado durante 12 horas, aplicando &cido galico en concentraciones de
1,5,10 y 20 uM y promedio por concentracion.

COMPUESTO | CONCENTRACION| ENSAYO | VIABILIDAD | PROMEDIO
X1 943
1pM X2 94,8 9433
X3 939
Y1 95,2
5uM Y2 93,3 94.93
; Y3 963
ACIDO GALICO = 05 6
10pM 72 95,9 95.67
Z3 95,5
w1 95.9
20puM w2 95,7 96,13
w3 96.8

Fuente: autoria propia

6.3.1.1 Viabilidad celular con 1uM de acido gélico

Al aplicar una concentracion de 1uM de acido galico en fibroblastos periodontales,
durante un tiempo de 12 horas, se evidencid una viabilidad celular promedio de 94,33 + 0,45 %.

6.3.1.2 Viabilidad celular con 5uM de acido galico

Al aplicar una concentracion de 5uM de acido galico en fibroblastos periodontales,
durante un tiempo de 12 horas, se evidencio una viabilidad celular promedio de 94,93 + 1,52 %.

6.3.1.3 Viabilidad celular con 10uM de acido galico

Se evidencid que, al aplicar en los fibroblastos periodontales una concentracion de 10 uM

de &cido galico durante 12 horas, la viabilidad celular promedio fue de 95,67 + 0,21%.



41

6.3.1.4 Viabilidad celular con 20uM de acido galico

Se evidencid que, al aplicar en los fibroblastos periodontales una concentracién de 20 uM
de &cido galico durante 12 horas, la viabilidad celular promedio fue de 95,67 + 0,21%.

6.3.2 Aplicacion de &cido galico con tiempo de exposicion de 24 horas

Fig 5. Viabilidad celular en fibroblastos periodontales al aplicar acido galico en concentraciones de 1,5,10 y 20
MM durante 24 horas.

VIABILIDAD CELULAR 24 HORAS

1pM 5puM 10pM 20pM

CONCENTRACION DE ACIDO GALICO (uM)

Fuente: autoria propia

A lo largo de la exposicion de los fibroblastos periodontales en acido galico en
concentraciones de 1,5,10,20 uM, se evidencid¢ inicialmente una viabilidad celular constante en
concentraciones de 1uM y 5uM. Sin embargo, a medida que fue aumentando la concentracion de
acido galico, la viabilidad se comporté de manera proporcional, es decir, en una mayor
concentracion de acido galico, la presencia de fibroblastos presentes en el medio celular fue

mayor.



Tabla 5. Resultado de ensayo por triplicado durante 24 horas, aplicando &cido galico en concentraciones de

1,5,10 y 20 uM y promedio por concentracion.

COMPUESTO |CONCENTRACION| ENSAYO | VIABILIDAD | PROMEDIO
X1 973
1uM X2 97,4 97.40
X3 97,5
Y1 97,1
5uM Y2 97,4 97.40
) Y3 97,7
ACIDO GALICO 71 9.5
10uM 2) 98,4 97,53
73 97.4
w1 97,5
20uM w2 97.8 97.87
W3 983

Fuente: autoria propia

6.3.2.1 Viabilidad celular con 1uM de acido galico
Al aplicar una concentracion de 1uM de acido galico en fibroblastos periodontales,
durante un tiempo de 24 horas, se evidenci6 una viabilidad celular promedio de 97.40 + 0.1.

6.3.2.2 Viabilidad celular con 5 uM de acido gélico

Al aplicar una concentracion de 5uM de acido galico en fibroblastos periodontales,
durante un tiempo de 24 horas, se evidencié una viabilidad celular promedio de 97.40 £ 0.3.

6.3.2.3 Viabilidad celular con 10 uM de &cido galico

Al aplicar una concentracion de 10uM de acido galico en fibroblastos periodontales,
durante un tiempo de 24 horas, se evidencid una viabilidad celular promedio de 97.53 + 0.8

6.3.2.4 Viabilidad celular con 20 uM de &cido galico

Al aplicar una concentracion de 20uM de &cido géalico en fibroblastos periodontales,
durante un tiempo de 24 horas, se evidenci6 una viabilidad celular promedio de 97.87 + 0.4.

6.3.3 Aplicacion de &cido galico con tiempo de exposicion de 48 horas



Fig 6. Viabilidad celular en fibroblastos periodontales al aplicar &cido galico en concentraciones de

1,5,10 y 20 uM durante 48 horas.

VIABILIDAD CELULAR 48 HORAS

1uM 5uM 10uM 20pM
CONCENTRACION DE ACIDO GALICO (uM)

Fuente: autoria propia

Durante un tiempo de exposicion de 48 horas de los fibroblastos periodontales en
concentraciones de 1,5y 10uM de &cido galico, el crecimiento de la viabilidad celular fue
exponencial, pero, al momento de aumentar la concentracion a 20uM, la viabilidad celular

presenta una tendencia a la baja manteniéndose en un margen de 92-93%.

Tabla 6. Resultado de ensayo por triplicado durante 48 horas, aplicando &cido galico en concentraciones de

1,5,10 y 20 uM y promedio por concentracion.

COMPUESTO CONCENTRACION ENSAYO VIABILIDAD | PROMEDIO
X1 94,3
1um X2 94.3 94,7
X3 95,5
Y1 95,2
5pm Y2 95,7 95,33
i Y3 95,1
ACIDO GALICO 71 948
10uMm 72 96,1 95,57
z3 95,8
wi 94,3
20uMm w2 92.5 92,67
W3 91,2

Fuente: autoria propia
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6.3.3.1 Viabilidad celular con 1uM de acido gélico

Al aplicar una concentracion de 1uM de acido galico en fibroblastos periodontales,
durante un tiempo de 48 horas, se evidenci6 una viabilidad celular promedio de 94,70 +/- 0,69%.

6.3.3.2 Viabilidad celular con 5uM de acido gélico

Al aplicar una concentracion de 5uM de acido galico en fibroblastos periodontales,
durante un tiempo de 48 horas, se evidenci6 una viabilidad celular promedio de 95,33 +/- 0,32%.

6.3.3.3 Viabilidad celular con 10uM de acido galico

Se evidencio que, al aplicar en los fibroblastos periodontales una concentracion de 10 uM
de 4cido galico durante 48 horas, la viabilidad celular promedio fue de 95,57 +/- 0,68%.

6.3.3.4 Viabilidad celular con 20puM de &cido gélico

Se evidencio que, al aplicar en los fibroblastos periodontales una concentracién de 20 uM

de 4cido galico durante 48 horas, la viabilidad celular promedio fue de 92,67 +/- 1,56%.
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7 Discusion

En la presenta investigacion se evidencia que los compuestos de origen natural como el
acido galico, no generan un efecto citotdxico significativo en microorganismos no patdgenos,
como en este caso lo son los fibroblastos periodontales, manteniendo los niveles de viabilidad
celular en rangos favorables, independientemente de la concentracion al que son expuestos. Esto
se da debido a que el &cido galico es un agregado que se utiliza principalmente para atacar
microorganismos patdgenos, y estos resultados sugieren que no tiene una afectacion importante

en fibroblastos del ligamento periodontal.

Siendo el acido galico un compuesto organico que hace parte del grupo de los taninos
hidrosolubles, y convirtiéndose en un elemento de facil obtencion en grandes variedades de
alimentos que se encuentran en el consumo diario de los seres humanos, este es un compuesto
que, gracias a sus caracteristicas y componentes, ha generado un efecto favorable en el &rea de la
salud, dando paso a procesos antiinflamatorios, antialérgicos, antimicrobianos, entre otras

propiedades, y brindando un avance al mundo de la ciencia (Fernandez et al, 2018).

Este fendmeno positivo como resultado de esta investigacion, donde el &cido galico da
lugar a una amplia viabilidad celular en la microbiota no patégena, es consistente de acuerdo con
el articulo elaborado por Truzzi et al., (2020) donde se evalua el efecto de acido galico en tejidos
intestinales y su correlacion respectiva a la concentracion trabajada. En este estudio se refleja
que, la viabilidad celular en fibroblastos, monocitos y colonocitos del tejido intestinal, no se vio
afectada por el acido galico en concentraciones de 2.5, 5, 10, 20 pL de &cido géalico; esto se da
debido a que estos polifenoles ejercen una captacion de radicales libres, gracias a sus

caracteristicas estructurales especificas. Al aplicar acido galico en estas concentraciones a este
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tipo de tejido intestinal, hace que las células inmunoldgicas puedan responder de manera activa
los marcadores de estrés oxidativo y, por ende, el polifenol en esas concentraciones
anteriormente mencionadas cumple funciones benéficas en algunas afecciones patoldgicas. Sin
embargo, se evidencia que al ser expuestos a &cido galico en concentracion de 40 pL, genera

apoptosis de estas células inmunoldgicas.

En circunstancias donde se busca que la accion del &cido galico sea generar apoptosis, un
ejemplo reciente es su accion sobre células de carcinoma de pulmoén que no mantienen relacion
con pequefias células (NSCLC), induce la renovacion del factor crecimiento epidérmico, siendo
el acido galico un polifenol un agente terapéutico en el tratamiento de este tipo de carcinomas
(Nam et al., 2016). Por otra parte, se corrobora la apoptosis celular generada en procesos de
fibrosis pulmonar idiopatica en la investigacién de Rong et al., (2018), donde el tratamiento con
acido galico redujo esos cambios histologicos de la fibrosis pulmonar y bajo la infiltracion de

células inflamatorias.

En contraparte, Abnosi & Yari, (2018) evidenciaron que el &cido gélico, en
concentraciones desde 1,87 uM, produce baja viabilidad celular en células madre mesenquimales
de ratas. Los autores sugieren tres razones por las cuales posiblemente puedan explicar estos
resultados: primero el acido galico produce un desequilibrio electrolitico, en segundo lugar
porque hay una ruptura del ADN en estas células por exponerlas en acido géalico, y por ultimo,
porque el &cido galico podria causar un desequilibrio metabolico, lo que conlleva a pensar sobre
el efecto contraproducente del consumo de té negro, que es donde se encuentra ampliamente el
acido galico, y ademas recomiendan el no uso de &cido galico en concentraciones mayores a

1.87 uM.
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En estudios previos realizados por Hsieh et al., (2016), donde hace énfasis en los efectos
del acido galico en los fibroblastos de cicatrizacion hipertrofica, y se implementan
concentraciones de 25,50 y 100 uM , los resultados demostraron que, a 25,50y 100 uM de
acido gélico, la capacidad de contraccion del gel de coldgeno fue menor en comparacion con el
grupo de control, destacando un amplia viabilidad celular al aplicar el &cido galico. Luego,
realizan un control de colageno después de la digestion con la colagenasa durante 24 horas, y
determinaron que no presentaba altos cambios en la viabilidad en diferentes concentraciones,
favoreciendo un adecuado proceso de cicatrizacion.

En la publicacion de Hsieh et al., (2017), donde se indaga sobre los mecanismos
moleculares de la inhibicion del crecimiento inducida por &cido galico, apoptosis y necrosis en
fibroblastos de cicatrices hipertréficas, se toman en cuenta para dicho estudio concentraciones de
acido gélico de 0, 25, 50, 75, 100, 150, 200, 250 y 300 uM. Dicha investigacion indica que,
en concentraciones de 0 a 15 uM, no se denota una inhibicion del crecimiento ni citotoxicidad
después de la exposicion durante 8 y 24 horas; después de las 24 horas se observa que, al aplicar
concentraciones de 50 a 75 uM de acido galico, se redujo la proliferacion sin ningin cambio
morfoldgico evidente. Por otra parte, al ser expuestos los fibroblastos a concentraciones de 100 a
150uM, se evidencia un aumento significativo en la mortalidad, pero, al exponer una colonia de
queratocitos en 200uM de acido galico durante 48 horas, su crecimiento no se ve afectado a la
administracion de acido galico.

Teniendo en cuenta que, el acido galico como compuesto de uso terapéutico no genera
solo cambios a nivel celular, es un potente medicamento para el abordaje de una gran variedad
de enfermedades sistémicas, dentro de las cuales destaca la diabetes, problemas cardiovasculares

y procesos inflamatorios. Si evaluamos los efectos del &cido galico en el tratamiento de la
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diabetes, se encuentra que, el consumo de alimentos ricos en polifenoles presentes en verduras y
frutas, impactan de manera positiva generando efectos antioxidantes y antihiperglucemiantes,
disminuyendo asi de manera progresiva la cantidad de glucosa por decilitro de sangre en los
vasos sanguineos. (Xu et al., 2021)

Por otra parte, las enfermedades cardiovasculares desencadenan una disfuncion en el
tejido muscular cardiaco alterando asi el ritmo sanguineo, produciendo un déficit en el estilo de
vida de aquellos que lo padecen. Se ha empleado el &cido gélico en investigaciones para el
tratamiento de estas patologias, como la de Jin et al., (2017), donde sometieron ratas
espontaneamente hipertensas al consumo de este compuesto durante 16 semanas. Los resultados
demostraron una reduccién importante en la contraccion de los tejidos, el grosor de la pared
adrtica y la atenuacion de la hipertrofia ventricular izquierda del corazén.

En definitiva, el &cido galico se podria catalogar como un compuesto de origen natural
que influye en el tratamiento parcial o definitivo de alteraciones sistémicas y que, en cierta
manera, puede generar un efecto negativo en microorganismos no patdgenos si se administra en
elevadas concentraciones. Sin embargo, es un tema que requiere mayor investigacion.

En lo que concierne a los fibroblastos periodontales, las investigaciones actuales solo se
han centrado en observar el mecanismo de accion del acido galico para tratar enfermedades
inflamatorias multifactoriales, como lo es la enfermedad periodontal, pero no han sido objetivos
con determinar si este compuesto puede inducir procesos de apoptosis o disbiosis celular en

células presentes en los tejidos de soporte como los cementoblastos, por ejemplo.
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8 Conclusiones

- El acido galico no genero6 una disminucion importante en los indices de viabilidad
celular, teniendo en cuenta un margen minimo de 90% como determinante de viabilidad en todos

los tiempos de exposicidn y concentraciones evaluadas.

- En concentraciones de 1, 5y 10 uM de &cido galico durante 48 horas de exposicién, la
viabilidad celular tuvo un comportamiento levemente exponencial, con un pico decreciente en la

concentracion de 20 pM.

- El protocolo de Riccardi & Nicoletti (2006) utilizado permitio generar resultados

reproducibles.

- El acido galico se sugiere como un posible componente a futuro para usarse para el

tratamiento de patologias orales como la gingivitis o periodontitis.



9 Recomendaciones

Se recomienda dar continuidad a estudios sobre la viabilidad celular del acido galico en
células no patdgenas de la microbiota normal, diferentes a los fibroblastos periodontales, como
cementoblastos y osteoblastos.

Se recomienda utilizar otras pruebas de laboratorio para medir la viabilidad celular del
acido galico en fibroblastos del ligamento periodontal.

El presente estudio abre la puerta para las futuras generaciones que decidan encaminar
investigaciones sobre la aplicacion del acido galico en forma de productos y/o medicamentos,

como opcidn de tratamiento coadyuvante en la terapéutica periodontal.
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