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RIASSUNTO

INTRODUZIONE: Questo studio vorrebbe valutare delle alternative
naturali all’utilizzo della clorexidina come antisettico. La ricerca in
questa direzione ha come scopo di bypassare le eventuali proble-
matiche di farmaco resistenza che nel corso degli anni sono sem-
pre piu in aumento, ed eventuali effetti collaterali della clorexidina
come lUipersensibilita, la pigmentazione dello smalto e le reazioni

allergiche.

MATERIALI E METODI: Per cercare una possibile sostanza di origine
naturale che possa sostituire la clorexidina e stata svolta una ri-
cerca su motori di ricerca come PubMed e Cochrane di articoli che
argomentassero l'utilizzo dei polifenoliin campo odontoiatrico e le
loro eventuali interazioni con i microrganismi del cavo orale. Sono
stati esaminati 140 articoli, dai quali si & potuto ricavare informa-
zioni riguardo alla loro struttura e alle loro proprieta benefiche peril
nostro organismo; in particolare tra questi 140 articoli, sono stati
presiin esame 42 studi in vitro e 9 studi in vivo, 1 in particolare

sull’uomo.

DISCUSSIONE E CONCLUSIONI: Dall’analisi di questi articoli si e
potuto ricavare informazioni riguardo le loro proprieta antibatteri-
che, antinflammatorie e anti-carcinogeniche. Ad oggi, da questi
studi, si € dimostrato che i polifenoli riescano ad apportare modifi-
che allo strato di pellicola orale ispessendola e rafforzandola, inol-
tre i polifenoli hanno mostrato un’efficacia nell’inibizione della cre-
scita batterica, nell’adesione dei batteri alla superficie dentale e
nell’inibizione della loro attivita enzimatica. Tuttavia, nonostante la

quantita di conoscenze accumulate, i meccanismi coinvolti



nell’attivita in vivo dei polifenoli non sono ancora pienamente com-
presi e possono variare da un composto ad un altro. E necessario
ancora molto lavoro per definire il loro preciso obiettivo biologico,
la loro biodisponibilita o il ruolo del microbiota intestinale sul loro
metabolismo. Nel prossimo futuro dovrebbero essere previsti pro-
gressi significativi grazie alle nuove tecniche analitiche e i nuovi ap-

procci metodologici a nostra disposizione.



ABSTRACT

INTRODUCTION: This study would like to evaluate natural alternatives
to the use of chlorhexidine as an antiseptic. Research in this direction
aims to bypass any problems of drug resistance which are increasingly
increasing over the years, and any side effects of chlorhexidine such as

hypersensitivity, pigmentation of the enamel and allergic reactions.

MATERIALS AND METHODS: To search for a possible substance of na-
tural origin that could replace chlorhexidine, a search was carried out
on search engines such as PubMed and Cochrane for articles that di-
scussed the use of polyphenols in the dental field and their possible in-
teractions with microorganisms of the oral cavity. 140 articles were
examined, from which it was possible to obtain information regarding
their structure and their beneficial properties for our organism; in parti-
cular, among these 140 articles, 42 in vitro studies and 9 in vivo studies

were examined, 1 in particular on humans.

DISCUSSION AND CONCLUSIONS: From the analysis of these articles
it was possible to obtain information regarding their antibacterial, anti-
inflammatory and anti-carcinogenic properties. To date, from these
studies, it has been shown that polyphenols are able to make changes
to the layer of oral film by thickening and strengthening it, furthermore
polyphenols have shown effectiveness in the inhibition of bacterial
growth, in the adhesion of bacteria to the surface dental and in the
inhibition of their enzymatic activity. However, despite the amount of
knowledge accumulated, the mechanisms involved in the in vivo acti-
vity of polyphenols are not yet fully understood and may vary from one
compound to another. Much work is still needed to define their precise

biological target, their bioavailability or the role of the intestinal



microbiota on their metabolism. Significant progress should be expec-
ted in the near future thanks to the new analytical techniques and new

methodological approaches at our disposal.



1.INTRODUZIONE

1.1 LAFARMACORESISTENZA

E ormai noto come negli ultimi anni ci sia stato un aumento rapido
della resistenza antimicrobica, da parte dei batteri verso i farmaci, a
livello mondiale diventando un rischio per la salute pubblica tal-
mente elevato da essere stato paragonato al rischio rappresentato

dal cambiamento climatico e dal terrorismo. '

La causa principale di questo aumento € 'uso prolungato, ripetuto e

molte volte inappropriato di un farmaco, anche da parte dei pazienti:

e Assunzione senza prescrizione medica
e Ridurre o aumentare la dose a piacimento
e Interrompere la terapia prescritta prima del dovuto

e Assunzione senza una reale necessita

Tutti questi comportamenti scorretti contribuiscono all’insorgere di

una farmaco resistenza e/o una farmaco tolleranza.

Lafarmaco resistenza (nota anche come resistenza antimicrobica) e
la capacita dei microbi, come virus, batteri, parassiti, di sopravvivere
in presenza di un farmaco chimico che precedentemente era effi-
cace nel bloccare la sua crescita o ucciderlo, con conseguente ridu-
zione dell’efficacia di tale farmaco verso il trattamento di una pato-
logia. Questa capacita dei microrganismi € ereditabile, ed € spesso

determinata dalla mutazione di alcuni geni chiamati <<Resistomi>>.

Il concetto vero e proprio di farmaco resistenza e stato preso in con-
siderazione quando alcuni batteri sono diventati resistenti a specifici
antibiotici; da quel momento si sono sviluppati meccanismi simili

anche in altre patologie come, ad esempio, il virus delU’HIV che



diventa resistente ai farmaci antiretrovirali o come alcune cellule tu-

morali che sviluppano resistenza ai farmaci chemioterapici.?

Esistono diversi meccanismi che portano ad acquisire la resistenza,

traiquali ricordiamo:

e Produzione di enzimiinattivanti
e Ridotta penetrazione dell’antibiotico
= riduzione dei canali di entrata, con conseguente
concentrazione troppo bassa del farmaco
= pompe di efflusso, portano fuori i farmaci dalla
cellula da specifiche proteine di membrana iin
maniera piu veloce di quanto non riescano ad en-
trare; cosi facendo non si raggiungono i livelli tali
dainibire le sintesi proteiche
e Modificazione della struttura del bersaglio con conseguente
riduzione di affinita per il bersaglio

e Aumentata produzione di enzimi inibiti dall’antibiotico

1.1.2 TIPI DI RESISTENZA

Prendendo in considerazione i batteri si possono distinguere 3 tipi di

resistenza ai farmaci: una intrinseca, una acquisita e una adattiva.

Laresistenza intrinseca si puo definire come una proprieta innata del
batterio stesso, € legata alla natura stessa del microrganismo per cui

questo non rientra nello spettro d’azione dell’antibiotico.

e La parete cellulare o la membrana citoplasmatica di un orga-

nismo possono essere impermeabili verso un antibiotico



e Puod nonessercilastruttura su cui Uantibiotico agisce (es. i mi-
coplasmi sono privi della parete cellulare e quindi sono insen-

sibili ai beta-lattamici)

La resistenza acquisita invece € piu grave in quanto un batterio che
precedentemente era sensibile verso un determinato farmaco ac-
quisisce un meccanismo diresistenzaverso di esso grazie a una mu-
tazione o dall’acquisizione di materiale genetico nuovo da una fonte
esogena (trasferimento genetico orizzontale). Questo processo puo

avvenire tramite 3 meccanismi principali:

e Trasformazione: frammenti di DNA libero da un batterio morto
entrano in un batterio che funge da ricevente e vengono incor-
porati nel suo cromosoma, cosi facendo si crea una ricombi-
nazione genetica.

e Trasduzione: il trasferimento del materiale genetico in questo
caso avviene grazie a un batteriofago che lo trasporta da un
batterio chiamato donatore a un batterio chiamato ricevente.

e Coniugazione: questo € il meccanismo piu importante del tra-
sferimento genico orizzontale. Il materiale genetico si trasferi-
sce per contatto fisico diretto tra le due cellule batteriche. Si
crea un pillo sessuale tra le due cellule che permette il trasfe-
rimento di un plasmide da una cellula donatrice a una rice-

vente.

Infine abbiamo la resistenza adattiva, che a differenza delle due prece-
dentemente elencate, € transitoria; si tratta di unarisposta molto rapida
da parte dei batteri ed € indotta da uno specifico segnale ambientale
(stress, stato di crescita, condizioni nutrizionali, pH etc). Generalmente
una volta rimosso il segnale induttivo si ha un ritorno del batterio al suo

stato originale.?



1.1.3 LARESISTENZA BATTERICA IN ODONTOIATRIA

Nelle righe precedenti si € parlato della resistenza agli antibiotici da
parte dei batteri, oltre a questa ne esiste un altro tipo nel nostro campo,
quello odontoiatrico, molto meno discusso, e si tratta di quello verso gli
antisettici orali, in particolare verso la clorexidina, che risulta essere tra
quelli piu diffusi; la possiamo trovare in diverse formulazioni come nei

collutori, nei gel, nei dentifrici ed anche nelle applicazioni topiche.

E importante ricordare che la bocca viene considerata come un proba-
bile serbatoio di geni di resistenza verso gli antibiotici e gli antisettici.
Questi geni hanno la capacita di diffondersi tra i vari microrganismi pre-
senti nella placca batterica tramite la trasmissione genica orizzontale;
questo processo sembra rivestire un ruolo importante nelle cause della
resistenza ai farmaci. Per capire un po' meglio questo processo ¢ il caso
di fare un passo indietro e vedere come sia strutturato un batterio e

come funzioni.

| batteri sono cellule procariote, di dimensioni ridotte, grazie alla loro

forma possono essere suddivisi in due grandi gruppi:

e Forma sferica nei cocchi

e Cilindrica nei bacilli.

L’architettura di questo tipo di cellula & molto semplice, non troviamo
compartimenti cellulari al suo interno divisi da membrane; la sua strut-
tura cromosomica € immersa direttamente nel citoplasma, il quale &
delimitato verso ’esterno da una membrana, chiamata membrana cito-
plasmatica; il tutto € protetto da una struttura rigida chiamata parete
cellulare che presenta in superficie uno strato di natura polisaccaridica

chiamato capsula.



La capsula riveste un ruolo importante per i batteri patogeni per alcune

sue proprieta:

e Adesivita, permette al batterio di colonizzare particolari superfici,
come ad esempio, lo Streptococcus mutans che riesce ad ade-
rire alla superficie dello smalto dentale

e Antifagocitaria

e Forma il biofilm, ovvero una formazione di strutture complesse
composte da batteri e matrice di materiale capsulare. Queste
possono invadere zone ampie di mucosa, di fasci connettivali in-
termuscolari, e di superfici di materiali introdotti a scopi terapeu-
tici ( fili di sutura e vari impianti protesici). Un’altra cosa da ricor-
dare e che i batteri all’interno del biofilm risultano essere un ber-
saglio piu difficile per numerosi farmaci in quanto non riescono a
diffondere in maniera efficace all’interno della spessa matrice

capsulare.

Nel citoplasma non sono riconoscibili strutture piu complesse come
’apparato del Golgi o i mitocondri, presenti invece nella cellula euca-
riote; € riconoscibile invece una enorme e singola molecola di DNA,
strettamente raggomitolata su se stessa, non separata da membrane,
che corrisponde dal punto di vista strutturale e funzionale a un cromo-
soma ed e facile trovarne piu di uno all’interno della cellula batterica
che contiene inoltre delle altre molecole di DNA ma piu piccole, chia-
mate plasmidi. Torniamo ora al fenomeno dell’antibiotico-resistenza di
cui parlavamo prima. Questo fenomeno e favorito, appunto, da questi
plasmidi (elementi genetici di piccole dimensioni) che hanno la capa-
cita di replicarsi in maniera autonoma. In essi si trovano dei geni acces-
sori, ovvero dei geni che non sono di fondamentale importanza per la

vita della stessa cellula, ma sono da ricordare in quanto rivestono un



ruolo importante per la virulenza del batterio in quanto servono per la

codificazione di:

e Pili, appendici di origine proteica molto piccole che si proiettano
fuori dagli involucri cellullari. Servono sia per il trasferimento oriz-
zontale che alla formazione del biofilm, senza di essinon sarebbe
possibile Uingresso del DNA nella cellula batterica.

e Tossine

e Conferiscono resistenza a determinati antibiotici

ILtrasferimento orizzontale non € altro che un passaggio di materiale ge-
netico da una cellula all’altra grazie ai plasmidi, in particolare la cellula
riesce a prelevare dall’ambiente circostante un frammento di DNA rila-
sciato da un’altra cellula, chiamata donatrice, e lo porta al suo interno

grazie ai pili.*

Riguardo alla resistenza dei batteri verso gli antisettici sono stati scritti
alcuni articoliariguardo, uno in particolare ha attirato la mia attenzione:
una Rewiew sistematica di Ardila e Bedoya-Garcia dove hanno analiz-
zato la resistenza dei batteri verso alcuni antisettici, tra cui la Clo-
rexidina, il triclosan, il cloruro di cetilpiridinio (fanno parte dei biocidi) e

formulazioni a base di piante medicinali.

Da questo studio si & potuto notare come alcuni batteria sviluppino una
resistenza verso gli antisettici, in particolare lo Streptococcus mutans e
il Lactobacillus Acidophilus hanno sviluppato una resistenza alla Clo-
rexidina e al Triclosan che durante il corso dello studio € addirittura au-

mentata.

Lo Streptococco mutans, fa parte della specie degli streptococchi viri-

dans, e in grado di produrre glucani che favoriscono l’adesione a
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superfici lisce come quella dello smalto dentale. Importante sottoli-

neare che questo battere puo essere causa di endocardite.

Il lactobacillus acidophilus invece, fa parte della famiglia dei Lactoba-
cillaceae, € un batterio gram-positivo che risulta essere in grado di pro-
durre acido lattico dalla fermentazione del glucosio. A differenza dello
Streptococco Mutas, questo batterio porta notevoli benefici per la sa-
lute dell’uomo: aiuta nell’eliminazione delle tossine prodotte da batteri
patogeni e produce dei composti che risultano essere inibitori per la

crescita di microrganismi patogeni.

Nello studio sopra riportato € interessante notare invece che non sono
state osservate invece resistenze per il Cloruro di cetilpiridinio e per le
formulazioni a base di piante medicinali.® Questa ultima osservazione
per me risulta essere di notevole rilevanza al fine di questa tesi, in
quanto questaricerca si pone come obiettivo di studiare e progettare un
antisettico a base di molecole naturali per provare a contrastare questa

minima parte della farmaco resistenza che riguarda il nostro campo.

1.2 ILCAVO ORALE
1.2.1 POPOLAZIONE BATTERICA

Abbiamo inquadrato un po' i batteri in maniera generale, facendo qual-
che piccolo accenno alla loro struttura, ora vediamo un po' piu nel det-
taglio la popolazione che ci interessa piu da vicino, quella del cavo

orale.

Il cavo orale risulta essere un habitat perfetto per una grande varieta di
batteri, grazie alla presenza di residui alimentari, detriti epiteliali e se-
crezioni, insieme ad una temperatura costante ed a un elevato grado di
umidita.

11



Nella sua numerosa e varia popolazione ricordiamo alcune specie:

e Streptococchi

e Lattobacilli

e Stafilococchi

e Actinomiceti

e Alcunianaerobi obbligati come le spirochete anaerobie.

e Candidain condizioni di patogene

Nel microbiota orale in genere non si rileva la presenza di virus, ad ec-
cezione ad esempio del Cytomegalovirus, delUHHV-7 (virus della fami-
glia degli herpesviridae, che viene contratto di solito in infanzia cau-
sando laroseola chiamata anche febbre dei tre giorni), che possono es-
sere presenti a fasi periodiche nella saliva dei soggetti infetti in maniera
latente. Un altro virus che si puo trovare in maniera occasionale e quello
dell’Herpes Simplex che puo essere eliminato attraverso la saliva all’ini-
zio della fase infettiva, prima che compaiano i sintomi clinici. Si puo tro-
vare invece nella fase infettiva della malattia il virus della mononu-

cleosi, o malattia del bacio, UEpstein-barr.

La popolazione microbica del cavo orale non € sempre la stessa durante
tutto U'arco della vita, ma subisce delle modificazioni in relazioni alle dif-
ferenti eta evolutive; al momento della nascita nel cavo orale sono pre-
senti solamente i tessuti molli delle guance, delle labbra, della lingua e
del palato, i quali sono mantenuti umidi dalle secrezioni salivari. Pos-
siamo dire che al momento della nascita il cavo orale sia in una condi-
zione di sterilita, mantenuta per un tempo davvero breve in quanto con

Uinizio dell’allattamento al seno inizia la colonizzazione.

In questa fase evolutiva la specie dominante e rappresentata dallo
Streptococcus salivarius, circa il 98%, fino all’eruzione dei denti (6-9
mesi d’eta).
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Con la presenza dei denti iniziano a comparire anche lo Streptococcus
mutans e lo Streptococcus sanguis che necessitano di una superficie
non desquamante (non epiteliale) sulla quale poter colonizzare e reste-

ranno nel cavo orale finche saranno presentii denti.

Intorno alla fase della puberta la popolazione microbica ha raggiunto un
buon stato di complessita, comprendendo anche i Bacteroides, batteri

Gram-negativi, che sono dei bacilli, e varie spirochete anaerobie.

Il microbiota orale contiene sia batteri gram-positivi che gram negativi,
puo essere quasi considerato come una “comunita” di microrganismi
che vive in simbiosi anche se questa condizione di equilibrio risulta es-
sere spesso instabile con conseguente diffusione e proliferazione di
una specie rispetto ad un’altra. In questa popolazione di microrganismi
troviamo batteri che possono essere potenzialmente patogeni cau-
sando patologie odonto-stomatologiche (come parodontiti e carie) ma
sono anche in grado di causare danni di entita notevole anche in sedi
extra-orali, specialmente se riescono ad accedere ai tessuti profondi o
al circolo ematico; un esempio e dato dagli Streptococchi orali (special-
mente gli streptococchi viridanti, come il mutans), che possono essere
introdotti nel circolo sanguigno in seguito al trattamento di lesioni del
parodonto e avulsioni/estrazioni dentali, e, in presenza di valvole car-
diache gia precedentemente lesionate o in stato di sofferenza, riescono

ad aderire all’endocardio colonizzandolo provocando un’endocardite,

spesso molto grave.®
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1.2.2 LASALIVA

Vediamo ora un’altra componente molto importante al fine del mante-

nimento della salute del cavo orale e delle sue strutture: la saliva.

Essa e un liquido che viene secreto da ghiandole salivari, organi a fun-
zione specifica derivati dall’epitelio di rivestimento della cavita buccale,
ognuna di esse e rivestita da una capsula fibrosa. La saliva prodotta
dalle cellule, chiamate secernenti, viene trasportata attraverso una se-
rie di sottili condotti verso un unico e piu grande condotto escretore, che

passa attraverso la capsula e sfocia sulla superficie della mucosa orale.

Queste ghiandole possono essere suddivise in due grosse categorie:

ghiandole salivari maggiori e minori.

e Ghiandole salivari maggiori: ne fanno parte 3 grosse ghiandole

pari che producono la maggior parte della saliva (93% del totale)
€ sono:

o Parotidi:sono le piu grandi tra le ghiandole salivari. Hanno
forma di una piramide di base triangolare con apice rivolto
inferiormente e base rivolta cranialmente. Sono conte-
nute nella loggia parotidea, spazio di forma prismatico-
triangolare limitato in avanti dal margine posteriore della
mandibola e dal muscolo pterigoideo interno, indietro
dalla mastoide con i muscoli sternocleidomastoideo e di-
gastrico, in alto dal condotto uditivo esterno e dall’artico-
lazione temporo-mandibolare. La secrezione di ogni
ghiandola € drenata da un dotto principale, chiamato
dotto di Stenone, che si porta in avanti e medialmente, at-
traversa il muscolo buccinatore della guancia e sbocca a

livello della mucosa della guancia, all’altezza del secondo

14



molare superiore. Il suo secreto € ti tipo principalmente
sieroso e durante la notte si inattiva.

o Sottomandibolare: hanno la forma di un ovoide e si tro-
vano nel pavimento della bocca, lungo le superfici mediali
della mandibola, al di sotto della linea miloioidea. | suoi
dotti sono chiamati anche dotti di Wharton, si aprono a li-
vello dei due lati del frenulo linguale, subito dietro ai denti.

o Sottolinguali: comprende un complesso di piccole ghian-
dole,alcune delle quali sono provviste di propri condotti
che sboccano ai lati del pavimento della lingua, piu preci-
samente ai lati della caruncola linguale, altre invece con-
fluiscono in un unico dotto escretore principale, il dotto
del Bartolino, che sbocca a lato del dotto di Wharton. Ogni
ghiandola e rivestita dalla mucosa cheriveste il pavimento
della bocca.Hanno una secrezione di tipo mucoso.

e Ghiandole salivari minori: le troviamo a livello della lingua, del

palato, della guancia.

Ogni ghiandola salivare presenta una propria organizzazione cellulare e
secerne un tipo di saliva con caratteristiche un po' differenti tra loro. Ad
esempio, le ghiandole parotidi producono un secreto denso e sieroso,
che contiene un enzima digestivo, 'amilasi salivare, importante per il

processo digestivo soprattutto dei carboidrati complessi.

Nella saliva troviamo inoltre delle glicoproteine molto importanti che le
conferiscono effetti lubrificanti, fondamentali durante i pasti perché
contribuiscono alla prima fase digestiva, che avviene in bocca, dove il
cibo viene inumidito e le sostanze chimiche vengono sciolte e vanno a

stimolare i calici gustativi.’
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Ilsuo pH e molto vicino allo stato di neutralita, ovvero oscillatrai6,5¢ei

7,5.

Essa svolge numerose funzioni, la piu importante € quella di difesa

verso i patogeni orali, € possono essere riassunte in:

e Attivita antimicrobica grazie alla presenza di enzimi come la lat-
toferrina, il lisozima, gli anticorpi specifici

e [Effetto tampone

e Azione di detersione con lo scopo di allontanare i batteri che non

sono ancora adesi

La riduzione o U'eliminazione della secrezione salivare porta a una con-
dizione di squilibrio a livello di popolazione batterica nel cavo orale con
conseguente possibili infezioni ricorrenti e all’erosione progressiva dei

denti.

1.2.3 SALIVA E GUARIGIONE DELLE FERITE

Durante il corso della giornata la mucosa orale viene esposta continua-
mente a stress chimici e forze meccaniche, come semplici attivita quo-
tidiane come il masticare, il mangiare, il bere, il mordere; in queste si-
tuazioni la saliva, in particolare le mucine salivari, rivestono un ruolo
fondamentale per la protezione della mucosa orale stessa. Esse costi-
tuiscono la parte principale degli strati di muco idrofilo che ricoprono i
tessuti orali, che conferiscono alla muscosa lubrificazione proteggen-

dola dalle forze di attrito.

La saliva riveste un ruolo nella guarigione delle ferite intraorali, che,
come scritto nell’articolo di Brand e Veerman, fino ad ora ha ricevuto

poca attenzione.
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La guarigione delle ferite intraorali e quelle della pelle sono simili e si

caratterizzano da diverse fasi:

Subito dopo la comparsa della ferita abbiamo una fase di vaso-
costrizione dei vasi sanguigni e Uinizio della cascata della coagu-
lazione. Entrambi i processi hanno come scopo quello di limitare
la perdita di sangue.

Segue poi lafase inflammatoria, durante la quale i batteri e le cel-
lule necrotiche vengono rimossi grazie ai macrofagi e altre cellule
inflammatorie. Contemporaneamente le cellule dell’infiamma-
zione rilasciano fattori che stimolano la divisione cellulare e la
migrazione delle stesse, come le cellule epiteliali e i fibroblasti.
Segue poi la fase proliferativa, in cui si susseguono diversi pro-
cessi rigenerativi, tra i quali ricordiamo 'angiogenesi, la deposi-
zione di matrice di collagene e la formazione del tessuto di granu-
lazione. La ferita viene cosiricoperta da tessuto epiteliale.
Nell’'ultima fase avviene il rimodellamento del collagene e tra-
mite apoptosi vengono rimosse le cellule che hanno finito di

svolgere la loro funzione e non sono piu necessarie.

La guarigione totale della ferita per quanto riguarda la pelle puo richie-

dere un tempo compreso tra un mese a piu di due anni, mentre per la

guarigione delle ferite della mucosa orale abbiamo una sostanziale dif-

ferenza: questo tipo di ferite hanno un tempo di guarigione nettamente

piu breve (circa 14 giorni), e presentano una formazione di cicatrice mi-

nore.

Questo tempo di guarigione relativamente breve € reso possibile, in

primo luogo, dal fatto che il turnover cellulare della mucosa orale € de-

cisamente piu alto rispetto a quello della pelle, rendendo possibile un

processo riparativo piu rapido. In secondo luogo, € facilitato dall’alta
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vascolarizzazione della mucosa orale, questo comporta un maggior re-
clutamento delle cellule inflammatorie, dei fattori di crescita e dei nu-

trienti per la ferita.

Anche 'umidita dell’ambiente del cavo orale € un fattore che promuove
il processo di guarigione impedendo la disidratazione delle cellule con
conseguente morte, e favorendo il processo di ri-epitelizzazione in
quanto la migrazione delle cellule dell’epitelio & favorita dalle superfici

umide. Questo ambiente umido & reso possibile dalla saliva. ®
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2. CLOREXIDINA

Parliamo ora dell’antisettico piu conosciuto e usato soprattutto nel no-
stro lavoro, la clorexidina, facendo qualche piccolo accenno a livello

storico.

La clorexidina € stata scoperta quasi per caso negli anni ’50 da
un’azienda chiamata Imperial Chemical Industries mentre era alla ri-
cerca di farmaci per la malaria, in particolare erano alla ricerca di ana-

loghi del proguanil.™

Sin dal principio fu sviluppata e sintetizzata come antisettico della pelle,
delle mucose e delle ferite o come conservante delle formulazioni far-

maceutiche di tipo oftalmico.

La clorexidina risulta essere un potente antisettico efficace contro bat-
teri, funghi e virus, largamente usato sia nel settore sanitario, sia nella

vita di tutti i giorni nelle case private.®

Per quando riguarda il nostro ambito, quello odontoiatrico, la troviamo
in diverse formulazioni: gel orali, collutori, dentifrici e spray, questo ne
facilita 'uso anche a livello domiciliare ,in quanto, la clorexidina & rico-
nosciuta come agente primario per il controllo della placca e quindi
come un ottimo alleato nel mantenimento della salute del cavo orale

nell’uso quotidiano.™

Un’altra sua proprieta che ci interessa molto da vicino € quella di facili-
tare il processo di guarigione delle ferite del cavo orale, limitandone la

carica batterica, causate da:

e piccoli traumatismi chimici o fisici

= protesiincongrue
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= denti con bordi taglienti
= spazzolaturainadeguata
e da disturbi del sistema immunitari (come il pemfigo vulgaris, la
stomatite aftosaricorrente, il lichen planus)

e chemioterapia o radioterapia

Il processo di guarigione delle lesioni € influenzato dalle interazioni fi-
siologiche tra i microrganismi presenti nel cavo orale, il quale ospita
dalle 800 alle 1000 specie batteriche diverse; se questo microbioma
viene modificato da agenti o fattori esterni, puo succedere che una spe-
cie batterica prevarichi suun’altra rendendo le lesioni suscettibili a pro-
cessi infettivi con conseguente ostacolo al processo di guarigione an-
dando a influire sulla cascata inflammatoria, sulla proliferazione e il ri-

modellamento dei tessuti.’

2.1 MECCANISMO D’AZIONE

La clorexidina agisce andando a colpire la membrana cellulare batte-
rica, aumentandone la permeabilita e causandone un’alterazione strut-
turale a livello proteico provocando lisi della cellula e conseguente

morte.

E importante evidenziare che la clorexidina a diverse concentrazioni
puo provocare effetti diversi: ad alte concentrazioni, almeno del 2%, ha
un ruolo battericida, mentre, a basse concentrazioni ha un ruolo batte-

riostatico.

La molecola di clorexidina € attratta dalla superficie della cellula batte-
rica che e carica negativamente, quando ne viene a contatto ne altera la
struttura della membrana stessa e viene attratta dalla membrana cellu-

lare interna; qui si lega ai fosfolipidi aumentandone la permeabilita
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causando una perdita di ioni potassio che sono a basso peso moleco-
lare. Questa fase & definita batteriostatica, ed e reversibile: dal mo-
mento in cui la clorexidina viene rimossa la cellula battericariesce a tor-

nare allo stato iniziale."

L’effetto battericida invece e dovuto alla rottura della membrana cellu-
lare, causato da elevate concentrazioni di Clorexidina, con conse-
guente inibizione dei processi respiratori e alla perdita di acidi nucleici;
inibisce inoltre un’enzima vitale per il mantenimento della via metabo-
lica, in particolare nella produzione del peptidoglicano del battere, il fo-

sfoenolpiruvato fosfotransferasi.™

La clorexidina, come abbiamo gia accennato, riusulta essere un ottimo
aiuto nel controllo della placca a livello domiciliare: a differenza di altri
antisettici che hanno un effetto immediato sui microrganismi orali ma
non permangono nella bocca una volta espettorati permettendo cosi
alla placca di accumularsi nuovamente, la clorexidina in concentra-
zione dello 0,2% invece permane sulla superficie del dente, cosi fa-
cendo permane anche il suo effetto antibatterico, sia battericida (imme-
diato almomento dell’applicazione), che batteriostatica (azione prolun-
gata a seguito dell’attaccamento della clorexidina stessa al biofilm che

riveste lo smalto)."

2.2 EFFETTI AVVERSI DELLA CLOREXIDINA

Come abbiamo gia detto sopra, la clorexidina € un antisettico molto
usato sia nell’ambito sanitario che nel privato, sebbene abbia un buon
profilo di sicurezza, sono state riportate reazioni allergiche con fre-
quenza crescente. Le reazioni possono variare da sintomi cutanei lievi a
reazioni anafilattiche vere e proprie sino ad arrivare a reazioni che por-

tano al decesso.
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Se consideriamo pero il rapporto tra le reazioni allergiche e 'uso molto
diffuso della clorexidina, si puo dire che queste siano abbastanza rare,
ma rischiano di essere trascurate a causa della mancata conoscenza

del suo potenziale allergenico.®

Nei primi anni ’90 la clorexidina inizio ad essere introdotta in alcuni di-
spositivi medici, come i cateteri endovenosi, e da questo momento in
poi si € iniziato a notare e comprendere il suo potenziale nel poter dare

reazioni di ipersensibilita.

Oltre a queste condizioni che possono essere pil 0 meno gravi sono
stati riscontrati alcuni casi di morte riconducibili a reazioni correlate alla
clorexidina. Sono molto rari ma non sono da escludere ed € bene che i

professionisti ne siano a conoscenza.

Nell’articolo di Pemberton e Gibson, dove vengono analizzate le rea-
zioni di ipersensibilita verso la clorexidina, sono riportati due casi di

morte avvenuti nel Regno Unito.

In entrambi i casi sembra ci sia stato un coinvolgimento della Clo-
rexidina nel trattamento post-estrattivo; non sembra essere chiaro
quanto Uapplicazione dell’antisettico su una ferita aperta abbia condi-
zionato la natura e Uentita delle reazioni allergiche che ne sono derivate,
ma si ritiene molto probabile che questo abbia aumentato la quantita di
Clorexidina assorbita nel flusso sanguigno rispetto ad una normale ap-

plicazione topica su mucosa orale intatta.

Nel primo caso si e verificata la morte di un paziente di sesso maschile
di 63 anni, risalente al 2009, dove il medico legale ha messo come causa
di morte : “morte accidentale a causa di una reazione allergica”. In que-
sto particolare caso, l'inchiesta ha ascoltato prove di esperti che dichia-

ravano che la reazione allergica fosse stata alla clorexidina con una
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percentuale del 95%. Il paziente in questione ha avuto un arresto respi-

ratorio ed € morto in ospedale.

La clorexidina in questo particolare caso era stata usata per irrigare un

alveolo; altre cause di questa reazione anafilattica sono state escluse.

Il secondo caso riportato invece, tratta la morte di una paziente donna
di 30 anni, risalente a febbraio 2011, dove il medico legale ha messo
come causa di morte: “morte per disavventura medica, con la morte do-
vuta ad anafilassi, molto probabilmente a un collutorio dentale conte-
nente clorexidina”. Anche in questo caso la clorexidina era stata usata
per irrigare un alveolo post-estrattivo, giorni dopo che il dente era stato

estratto.™

Come detto prima, questi due casi sono statiriportato in quanto estremi

ma non impossibili.

2.3 IPERSENSIBILITA ALLA CLOREXIDINA E OPERATORI SANITARI

Grazie alla maggior consapevolezza delle infezioni che si possono ac-
quisire in ambito ospedaliero si e verificato un aumento dell’uso della
clorexidina notevole, come per le decontaminazioni delle mani tra gli

operatori sanitari.

Come conseguenza a questo uso diffuso e alla presenza della stessa in
molti dei prodotti utilizzati in ospedale si sta diffondendo la preoccupa-
zione che lUincidenza dell’allergia verso questo antisettico possa au-
mentare in maniera parallela allaumento dell’esposizione alla clo-
rexidina. Si pensa che U'incidenza dell’allergia a quest’ultima possa es-

sere simile alla storia epidemiologica dell’allergia al lattice.
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Non e ben chiaro se ’incidenza dell’allergia siain aumento solo nell’am-
biente sanitario o nella popolazione generale, ma e chiaro che Uipersen-
sibilita a questo antisettico sia un fattore noto e concreto. Nel 2012 &
stato pubblicato un aggiornamento sulla sicurezza dei farmaci per tutti
gli operatori sanitari sul potenziale della clorexidina di indurre ipersen-
sibilita dall’Agenzia di regolamento dei medicinali e dei prodotti sanitari

del Regno Unito.

Ho voluto spendere qualche riga per cercare di sottolineare e portare un
po' all’attenzione questo problema, in quanto la clorexidina € un pro-
dotto di uso comune e diffuso in ambito Odontoiatrico e purtroppo ri-
sulta molto facile dimenticare e sottovalutare il fatto che tali prodotti di
uso quotidiano hanno il potenziale di causare diverse reazioni avverse,

dalle meno alle piu gravi. ™

24



3.1 POLIFENOLI

| polifenoli rappresentano un vasto gruppo eterogeneo di sostanze orga-
niche naturali, seminaturali o sintetiche, provenienti dalregno vegetale:
vengono, infatti, prodotti dal metabolismo secondario delle piante e co-
stituiscono cosi parte integrante della dieta sia umana che animale. Nel
corso del tempo e stato dimostrato che i polifenoli sono metaboliti es-
senziali per la fisiologia delle piante, in quanto contribuiscono alla loro
pigmentazione, prendono parte alla loro crescita e le rendono resistenti

ai patogeni e ai predatori.’™

3.2 CHIMICA DEI POLIFENOLI

E’ stato riscontrato che, ad oggi, si riconoscono piu di 8000 strutture fe-
noliche.'! fenoli sono costituiti da un anello aromatico benzenico con
un gruppo ossidrile'; nel momento in cui si hanno piu cicli fenolici con-
densati, questi composti vengono definiti polifenoli.’” | polifenoli natu-
rali possono essere rappresentati da molecole semplici, come gli acidi
fenolici, oppure da composti altamente polimerizzati, come itannini. Le
forme piu comuni sono quelle coniugate, in cuivi € la presenza diuno o
piu residui di zucchero legati a gruppi ossidrilici oppure ci sono legami
diretti tra l'unita di zucchero e un anello aromatico: tra gli zuccheri as-
sociati si possono ritrovare monosaccaridi, disaccaridi, ma anche oli-
gosaccaridi. Il residuo di zucchero piu presente € sicuramente il gluco-
sio, ma si ritrovano anche galattosio, ramnosio, xilosio e arabinosio,
cosl come si possono ritrovare l’acido glucuronico e galacturonico.
Inoltre, si e visto che risultano comuni varie associazioni con altricom-
posti, quali acidi carbossilici e organici, ammine, lipidi, nonché colle-
gamenti con altri fenoli.™ Le vie biosintetiche dei polifenoli sono due: la

via dello shikimato e la via dell'acetato.'®
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JB Harborne e stato uno degli studiosi maggiori dei polifenoli e delle loro
caratteristiche'®: ha infatti evidenziato come in natura si possano ri-
scontrare almeno 10 classi diverse di polifenoli, suddivise in base alla
loro struttura chimica di base, come visibile nella tabella sottostante.
(Tab. 1) Inoltre, i flavonoidi, ovvero la classe piu importante, possono
essere ulteriormente divisi in 13 sottoclassi, contenenti piu di 5000

composti differenti.™

CLASSI SCHELETRO DI BASE [STRUTTURA DI BASE

Fenoli semplici Cs

Benzochinoni Cs o:C>:o

Acidi fenolici C6-Ci @4
Acetofenoni Ce-C2 dem
OH

Acidi fenilacetici Ce-C2 m
A'c1'd1 idrossicinnami- CoC RQMO
nici "

P
Fenilpropeni Cs-Cs @N

Cumarinici, isocumari- Oy 0
.. Cs-C3 m
nici N
-0
Cromoni Ce-C3 L

Naftochinoni C6-C4 OO
(0]

Xantoni Ce6-C1-Cs

Stilbeni Co-Ca-Cé oY >
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Antrachinoni Ce-Ca-Cs Cr

Flavonoidi Cs-C3-Ce )
Lignani, neolignani (Ce-C3)2
Lignini (C6-C3)n

Tab. 1: Classificazione polifenoli secondo Harborne

| flavonoidi rappresentano il gruppo maggiormente ampiamente di fe-
noli vegetali. La loro struttura di base e quella dei difenilpropani (Cs-Cs-
Cs), costituiti da due anelli aromatici collegati da tre carboni che di so-
lito formano un eterociclo ossigenato. (Fig.1) L’anello A solitamente
proviene da una molecola di resorcinolo o floroglucinolo sintetizzato

nella via dell'acetato, mentre l'anello B deriva dalla via dello shikimato.

Fig. 1. Struttura di base dei difenilpropani
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3.3 VIE BIOSINTETICHE DEI POLIFENOLI

Le piante possono sintetizzare un numero elevato di polifenoli attra-
verso vie metaboliche diverse: in particolare, possiamo riconoscere un

metabolismo primario e uno secondario.™

Le vie associate al metabolismo primario, quali glicolisi, via del pen-
toso-fosfato, della proteina lipid-fosfato e biosintesi dell'acido nu-
cleico, garantiscono la biosintesi dei metaboliti che risultano essere es-
senziali per la sopravvivenza della pianta stessa.?® Le piante, inoltre,
possiedono anche la capacita di generare vari metaboliti vegetali a par-
tire dalla via metabolica secondaria: questi metaboliti risultano essere
dei deterrenti naturali contro i parassiti. L'importante e vario numero
delle sostanze generate dal metabolismo secondario deriva dalla mole-
cola fenilpropanoide?', il cui nome deriva dall'amminoacido fenilala-
nina, che solitamente rappresenta il composto con cui inizia la biosin-
tesi; differentemente dagli animali, infatti, le piante possiedono i mec-
canismi necessari per sintetizzare gli aminoacidi fenilalanina e tripto-

fano.

Ad oggi si riconoscono due percorsi metabolici biosintetici: quello
dell’acido mevalonico e quello dello shikimato; quest’ultimo rappre-
senta lavia principale di sintesi all’interno del metabolismo delle piante

superiori.??
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3.3.1 VIA DELLO SHIKIMATO

E’ stato riscontrato che la via dello metabolica dello shikimato viene ef-
fettuata da batteri, funghi e piante superiori: attraverso quest’ultima, la
pianta provvede a convertire i due metaboliti primari fosfenolpiruvato e
eritrosio 4-fosfato in acido corismico, mediante l’ausilio di sette enzimi
differenti. La successiva reazione di condensazione tra eritrosio 4-fo-
sfato e fosfoneolpiruvato produce il 3-deossi-arabinoeptulsonato-7-fo-
sfato, il quale viene poi ossidato, defosforilato e ciclizzato dalla 3-dei-
droichinato-sintasi. La molecola risultante e rappresentata dal 3-dei-
drochinato, che viene poi disidratato e quindi ridotto a shikimato. La
condensazione con un altro fosfoenolpiruvato determina la formazione
del corismato, il quale rappresenta il precursore fondamentale per la
formazione dei tre aminoaciditirosina, fenilalanina e triptofano, nonché

di altri composti aromatici.?*2

3.3.2 SINTESI E STRUTTURA DEI FENILPROPANOIDI

La sintesi dei polifenoli nelle piante solitamente prende origine dagli
aminoacidi fenilalanina e tirosina. La produzione di acido gallico, pero,
e di conseguenza anche la sintesi degli ellagitannini e dei gallotannini,
rappresenta un’eccezione, in quanto e prodotto nella via dello shiki-
mato in maniera diretta.?* Ci sono, inoltre, alcuni fenoli vegetali la cui
biosintesi deriva da un percorso metabolico definito via del poliche-

tide.?®

Per quanto riguarda la fenilalanina, quest’ultima viene sottoposta ad
amminazione da parte dell’enzima fenilalanina ammoniaca liasi (PAL),
il quale la converte in acido cinnamico-trans. La tirosina, invece, anche

se in maniera molto meno frequente, viene sottoposta a metabolismo
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attraverso l’enzima tirosina ammoniaca liasi (TAL), il quale la trasforma
nell’acido p-cumarico.?' L'acido cinnamico, dalla cui idrossilazione de-
riva Uacido p-cumarico, e tutti i suoi derivati rappresentano la base di

partenza per la biosintesi di tutti i polifenoli.

3.4 PROPRIETA CHIMICHE, FISICHE E BIOLOGICHE DEI POLIFENOLI
3.4.1 PROPRIETA CHIMICHE

La caratteristica struttura molecolare dei polifenoli € determinante per
le loro proprieta antiossidanti.?® All'interno dell'anello benzenico, gli
atomi di carbonio sono monolegati tra loro, mentre i restanti sei elet-
troni risultano liberi di muoversi e quindi, essendo spaiati, possono es-
sere delocalizzati e quindi utilizzati come radicali liberi. Inoltre, alcuni
compostifenolici possiedono i gruppi ossidrilici che possono servire da

chelanti del metallo.?*

3.4.2 POPRIETA FISICHE

| compostifenolici purificati sono spesso rappresentati da solidi bianchi
che hanno caratteristici odori aromatici, come vanillina, salicilato di
metile e eugenolo.' In natura ci sono alcuni fenoli che risultano essere
piu idrofili, come i glucosidi dell'acido ossicinnamico, mentre altri sono
piu idrofobi, come i flavonoidi.?’ Mentre le molecole idrofobiche rie-
scono ad essere assorbite all’interno della cellula tramite diffusione, ci
sono vie differenti dal punto di vista sistemico per 'immissione nel

corpo umano di composti idrofili.?®
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3.4.3 PROPRIETA BIOLOGICHE

Le sovraesposte proprieta chimiche e fisiche fanno in modo che la
pianta stessa abbia alcuni vantaggi da un punto di vista biologico. La li-
gnina, ad esempio, € un polimero complesso che € di aiuto nell’effet-
tuare il trasporto meccanico dell’acqua, ma funge anche da barriera
dell’acqua stessa.?® In particolare, i flavoni e i flavonoli hanno dimo-
strato di svolgere un ruolo importante nella protezione contro i raggi UV,
in funzione del loro spettro di assorbimento della luce.*° Inoltre, & stato
visto che i composti fenolici presentano un’attivita antibatterica e anti-
virale, talvolta alcuni anche tossica,® il che & importante nel caso in cui
la pianta debba difendersi da predatori e patogeni.?* E’ stato anche di-
mostrato che i tannini risultano essere i responsabili del sapore amaro,

il che garantisce una notevole protezione contro i parassiti.®?

3.5 POLIFENOLI CONTENUTI NEL CIBO

| composti polifenolici si sono rivelati quasi onnipresenti negli alimenti
di origine vegetale (cereali, legumi, verdure, frutta, frutta secca, ecc.) e
nelle bevande (te, vino, birra, sidro, ecc.). | loro livelli sono notevol-
mente variabili anche tra parti diverse della stessa pianta: ad esempio,
la formazione di flavoni e flavonoli risulta essere dipendente dalla luce,
percio le piu alte concentrazioni di questi composti sono generalmente
localizzate nelle foglie, mentre se ne trovano basse nel sottosuolo. Sono
moltissimi i fattori che influenzano il quantitativo di polifenoli contenuto
nelle varie piante: fattori genetici, fattori ambientali, grado di matura-
zione, tipo di lavorazione e conservazione.®® Ad esempio, si & visto che
durante il processo di maturazione aumenta la concentrazione di anto-
cianina, mentre la concentrazione di acido fenolico diminuisce.®* Anche

il processo di cottura degli alimenti pud determinare cambiamenti nel
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contenuto dei polifenoli all’interno degli alimenti stessi: ad esempio, le
cipolle e i pomodori perdono circa il 75% del loro contenuto di querci-

tina durante il processo di cottura.®®

| polifenoli sono parzialmente responsabili delle qualita nutrizionali e
sensoriali degli alimenti di origine vegetale, come ad esempio 'ama-
rezza di alcuni cibi e bevande. Ad esempio, cambiamenti ossidativi
come la doratura del cacao nel corso della sua lavorazione o la polime-
rizzazione ossidativa dei polifenoli del te durante la produzione di te
nero determinano lo sviluppo di determinate caratteristiche organolet-
tiche proprie di quel particolare cibo o bevanda. Viceversa, le reazioni di
brunitura sia enzimatica che non enzimatica dei fenoli sono responsa-

bili del colore e sapore sgradevoli di frutta e verdura.3®

ILcontenuto polifenolico all’interno degli alimenti di origine vegetale puo
variare notevolmente. Se consideriamo legumi e cereali, i principali po-
lifenoli sono flavonoidi, acidi fenolici e tannini: il contenuto di polifenoli
nei cereali € generalmente inferiore all'1 % della sostanza secca, men-
tre i legumi con maggiore contenuto polifenolico sono le varieta scure,
come i fagioli rossi e neri. Si e visto che i legumi contengono anche iso-
flavoni, mentre le verdure sono composti principalmente da glicosidi
flavonoidi, i quali si ritrovano principalmente nelle parti esterne della
pianta;®’ le radici e i tuberi presentano, invece, concentrazioni molto
basse di flavonoidi, ad eccezione di cipolle e liquirizia.*® Le bacche pre-
sentano un alto contenuto di antocianine, mentre frutti come le mele e
gliagrumirisultano ricchi di acidi fenolici e flavonoidi. ILcomposto feno-
lico predominante nella frutta ¢ il flavonolo: si € visto che le concentra-
zioni piu alte si riscontrano a livello della buccia.®® Le noci sono ricche
di tannini, Uolio di semi di acidi fenolici, mentre l'olio di oliva contiene

sia acidi fenolici che tannini idrolizzabili.3®
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3.6 ASSUNZIONE DEI POLIFENOLI TRAMITE LA DIETA

Ad oggi non sono disponibili precise informazioni sull’assunzione ali-
mentare di polifenoli; in letteratura sono disponibili pochi articoli che
hanno cecato di stabilire una stima dell’intake di polifenoli con la dieta.
Kihnau* ha stimato l’assunzione giornaliera media di flavonoidi negli
Stati Uniti, la quale ¢ risultata essere compresa tra 1 e 1,1 g/giorno, a
seconda della stagione. Hertog et al.*! ha invece calcolato l'assunzione
di due tipi di flavonoidi, ovvero flavonoli e flavoni, nella dieta olandese e
hariscontrato che e di 23 mg/giorno, cifra significativamente piu piccola
rispetto alla stima di Kihnau di 115 mg/giorno per questi due flavonoidi,
che pero risulta presumibilmente inaffidabile a causa dei discutibili me-
todi analitici utilizzati durante il 1970.*? Piu recentemente, Leth e Juste-
sen*® hanno stimato che l'assunzione di flavoni, flavonoli e flavanoni in
Danimarca risulta di 28 mg/giorno, simile a quanto riscontrato da Her-
tog et al. Questi studi, pero, prendono in considerazione solamente l'as-
sunzione di alcuni tipi di flavonoidi, senza considerare altre tipologie di
compostifenolici. Inoltre, bisogna sottolineare che U’effettivo contenuto
di polifenoli negli alimenti e di solito sottovalutato a causa dell'omis-
sione dell'analisi dei polifenoli insolubili, che potrebbero risultare quan-
titativamente piu importanti dei flavonoidi. Potremmo concludere,
quindi, che una stima reale e accurata dell’assunzione totale dei polife-

noli ad oggi non risulta disponibile.
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3.7 ATTIVITA ANTIOSSIDANTE DEI POLIFENOLI

ILrecente interesse peri composti fenolici contenuti negli alimenti & au-
mentato per via del loro ruolo come antiossidanti e antimutageni la loro
implicazione nella prevenzione di patologie quali il cancro e le malattie
cardiovascolari. Alcuni studi epidemiologici hanno dimostrato la pre-
senza di una possibile correlazione tra un maggiore consumo di antios-
sidanti fenolici e un ridotto rischio di malattie cardiovascolari** e alcune
tipologie di cancro.*® In maniera similare, il consumo moderato di vino
rosso, che risulta essere ricco di polifenoli, € stato associato ad un

basso rischio di malattia coronarica.*®

3.8 ATTIVITA ANTI-INFIAMMATORIA DEI COMPOSTI POLIFENOLICI
CONTENUTI NELLA FRUTTA

Gli effetti dei prodotti e delle bevande che derivano dalla frutta hanno
catturato Uinteresse scientifico, in particolare a partire dall’azione pro-
tettiva del vino verso le patologie cardiache e successivamente an-
dando a studiare le caratteristiche biologiche dei polifenoli del vino e
dell’'uva, nonché di altre tipologie di frutta.*’ | composti fenolici della
frutta possono dare beneficio agli esseri umani attraverso diversi mec-
canismi.*® [l meccanismo piu noto & quello che sfrutta le loro proprieta
antiossidanti e la modulazione dello stress ossidativo biologico per pre-
venire danni ai lipidi cellulari, alle proteine e al DNA. In maniera diretta,
possono eliminare i superossidi e altre specie reattive dell'ossigeno
(ROS) come idrossili e radicali perossidici; in maniera indiretta, invece,
possono stimolare i sistemi di difesa antiossidante endogeni, come, ad
esempio, fattore 2 correlato a NF-E2 (Nrf2), un fattore di trascrizione che
controlla la produzione di enzimi antiossidanti come la catalasi e la glu-

tatione perossidasi,”® o, al contrario, possono inibire gli enzimi che
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generano una notevole quantita di specie reattive dell'ossigeno come la

xantina ossidasi e la NAD(P)H ossidasi.

Piu recentemente, e stato studiato come i composti polifenolici ab-
biano una funzione nella segnalazione cellulare, in particolare nella mo-
difica delle vie dell’inflammazione: alcune di queste azioni possono es-
sere dirette, mentre altre sono secondarie e vanno a modificare l'equili-
brio redox della cellula. La maggior parte delle azioni dirette riguardano
il blocco o la down-regolazione dei recettori o la trascrizione di fattori
che conducono all'espressione genica pro-inflammatoria, quali i recet-
tori dell'interleuchina (IL) ed i Toll-like receptor (TLR) -4, il fattore nu-
cleare kappa B (NF-kB), la proteina attivatrice (AP-1) e le chinasi c-Jun-
N-terminal (JNK), oppure ancorai polifenoli possono agire come legante
naturale per il recettore-gamma attivato dai proliferatori dei perossi-
somi (PPAR-y), che a loro volta modulano l'espressione genica infiam-
matoria. | polifenoli possono anche aumentare positivamente la produ-
zione di molecole anti-inflammatorie come IL-4, IL-10, IL-13 e adipo-

nectina.®®

Nelcomplesso, i composti fenolici ritrovati nella frutta hanno molteplici
benefici per la salute umana, in particolare attraverso la loro azione di
modifica degli eventi cellulari per favorire l'equilibrio tra stato inflamma-

torio e normale.

3.9 ATTIVITA DI PROTEZIONE DAI RAGGI UV DEI POLIFENOLI

Negli ultimi anni annualmente vengono messi in commercio moltissimi
preparati cosmetici e/o dermatologici a base di estratti vegetali conte-
nenti diverse tipologie di polifenoli, che dovrebbero avere una funzione

di foto protezione, di prevenzione dei tumori della pelle, di anti-
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invecchiamento, di guarigione delle ferite. Pero, a causa delle loro pro-
prieta fisiche, chimiche e biologiche, si € visto che i polifenoli in realta
potrebbero esercitare anche un’azione dannosa a livello della pelle
stessa.”’ Gli effetti dannosi della luce UV a carico delle cellule della
pelle si verificano sia attraverso un attacco diretto di molecole biologi-
camente importanti, come ad esempio il DNA, oppure attraverso la pro-
duzione di ROS (radicali liberi dell’ossigeno). Generalmente i raggi UV
vengono in prima battuta assorbiti da cromofori endogeni, come la me-
lanina, i chinoni e alcuni pigmenti vegetali,® di cui fanno parte ovwvia-
mente i polifenoli, i quali rappresentano quindi dei cromofori effettivi
periraggi UV. Dopo aver assorbito i raggi UV, le molecole cromofore si
attivano e possono dissipare ’energia attraverso un processo esoter-
mico che determina '’emissione di raggi infrarossi, giocando cosi un
ruolo molto importante come filtro chimico per i raggi UV. In maniera
alternativa, i raggi UV possono reagire direttamente con delle molecole
target, che vengono poi trasformate nel radicale libero corrispon-
dente.®® Questi ROS possono indurre modifiche ossidative a livello lipi-
dico, proteico e del DNA. Si e visto che i polifenoli partecipano alle rea-
zioni fotochimiche e, in base alla loro struttura chimica e allo loro con-
centrazione, potrebbero diminuire o peggiorare ildanno da raggi UV (po-
lifenoli rispettivamente fotoprotettivi o fototossici). In particolare, la
quercetina e molti altri composti polifenolici riescono a proteggere i
cheratinociti dal danno prodotto dai raggi UV andando ad incrementare
il potenziale antiossidante intracellulare, aumentando 'accumulo di
Nrf2, un fattore di trascrizione per alcuni geni antiossidanti.> E’ stato
visto, pero, che il resveratrolo, nonostante sia considerato un polifenolo
fotoprotettivo,®® pud aumentare la produzione di 8-oxo-7,8-diidro-2-
deossiguanosina, che rappresenta uno dei prodotti del danno al DNA

indotto dalle radiazioni.®® Considerando questo aspetto, 'applicazione
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topica di prodotti contenenti resveratrolo sulla pelle esposta ai raggi del

sole potrebbe determinare una potenziale azione tossica.

3.10 INTERAZIONE TRA | POLIFENOLI E | COMPONENTI DEL CAVO
ORALE

Alcuni studi hanno dimostrato che i polifenoli prendono interazione con
le componenti della saliva all’interno del cavo orale.®” Le proteine sali-
vari coinvolte nell’interazione con i polifenoli sono rappresentate da
istatine e da proteine ricche di prolina (PrPs), le quali non sono altro che
le proteine tipiche della pellicola,*® ovvero quel film proteico che va a
ricoprire i tessuti duri e molli del cavo orale.'® E’ stato riscontrato che
Uepigallocatechina gallato (EGCG), facente parte del gruppo delle cat-
chine, polifenoli presenti nel t&,’ pud aumentare il contenuto di pro-
teine importanti all’interno della pellicola, quali le PrPs, proteine leganti
il calcio e statine.®® Uno dei principali meccanismi coinvolti nell’intera-
zione tra PrPs e i tannini assunti con la dieta € la cosiddetta astringenza,
la quale rappresenta una sensazione di raggrinzimento della bocca. L'a-
stringenza e il gusto amaro del cibo sono fortemente collegati con il sa-
pore caratteristico di una dieta a base di alimenti di origine vegetale.3?
Spesso i consumatori aggiungono latte alle bevande a base di te per ri-
durre l'astringenza,®® ma purtroppo cosi viene ridotta la biodisponibilita
dei metaboliti vegetali secondari, a causa delle interazionitraipolifenoli
e le proteine del latte. Generalmente, 'astringenza € attribuita al pro-
cesso di legame tra polifenoli e diverse classi di componenti salivari
quali PrPs, statine e mucine.®? Le PrPs risultano essere suddivise in ba-
siche, glicosilate e acide e hanno la funzione di garantire l'omeostasi

orale mediante la regolazione dell'equilibrio del calcio sulla superficie
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del dente.®’ Le mucine sono i componenti principali della pellicola mu-
cosa e agiscono come lubrificanti dello strato di pellicola acquisito
dello smalto.®? Le statine sono, invece, proteine salivari acide con un
alto contenuto di tirosina, che permettono la regolazione dell’omeo-
stasi del calcio e del fosfato e la remineralizzazione dello smalto.®® L'in-
terazione tra queste proteine e i composti polifenolici avviene attraverso
forze molecolari, interazioni idrofobe e legami idrogeno.®* Il legame tra i
complessi polifenoli-proteine e la pellicola acquisita dello smalto av-
viene probabilmente tramite reazioni di crosslinking che determinano la
formazione sulla superficie del dente di uno strato di pellicola resistente

e difficile da rimuovere.®®

Studi precedenti hanno inoltre dimostrato che i polifenoli possono de-
naturare le proteine della pellicola, determinando un’alterata intera-
zione tra microrganismi e recettori batterici.®® Si & visto che soprattutto
i polifenoli derivanti dalle piante determinano modifiche a livello della
pellicola, rendendola piu elettrondensa e piu spessa, come € stato visto
in alcune scansioni TEM. Con l'aumento delle proteine legate alla pelli-
cola, la pellicola stessa assume delle caratteristiche di maggiore prote-
zione verso gli attacchi erosivi.®’ Inoltre, i polifenoli possiedono la capa-
cita di inibire gli enzimi proteolitici salivari, le metalloproteinasi della
matrice,le a-amilasi e i GTF (fattori generali di trascrizione).®® Infine,
viene ridotta la formazione di glucano e risulta disponibile ai microrga-
nismi cariogeni un minor numero di siti di legame.® Da cid possiamo
dedurre che unaintenzionale interazione tra le sostanze di origine vege-
tale e la pellicola acquisita dello smalto rappresenta un approccio
molto promettente per la profilassi della carie e la prevenzione dell’ero-

sione dello smalto dentario.”®
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4. LAVORO SPERIMENTALE

4.1 OBIETTIVO DELLO STUDIO

L’obiettivo del nostro studio e stato quello di effettuare una revisione
della letteratura sulle proprieta dei composti polifenolici e sugli even-
tualivantaggi che potrebbe apportare un loro ipotetico utilizzo in ambito
odontoiatrico. Ci siamo focalizzati sulle caratteristiche di alcuni com-
postifenolici e sulle loro interazioni con le strutture e i componenti della

cavita orale.

4..2 MECCANISMI DI ESPLETAMENTO DEGLI EFFETTI DEI POLIFENOLI
4.2.1 EFFETTI DEI POLIFENOLI SULLE PROTEINE DEL CAVO ORALE

E’ stato riscontrato che i polifenoli esercitano un effetto sulle proteine
della saliva e della pellicola, attraverso una denaturazione dei gruppi
funzionali del recettore risultante in un'adesione batterica ostacolata.®®
| polifenoli influenzano, inoltre, gli enzimi dell’anabolismo e del catabo-
lismo dei batteri: & stato dimostrato che l'enzima umano a-amilasi e gli
isoenzimi batterici glicosiltransferasi, che promuovono 'adesione bat-
terica e la formazione di biofilm, sono inibiti dai polifenoli.®® Si & visto
che laformazione di glucano batterico siriduce in situ dopo ilrisciacquo
con il t& di Hamamelis, il t& di Fragaria vesca e il t& di Tormentilla:”
quindi, si presume che il risciacquo con bevande polifenoliche porti ad
una riduzione dei siti di legame disponibili per 'aderenza dei batteri

sulla superficie del dente.”

Si e visto, inoltre, che i polifenoli conducono a un mirato arricchimento
proteico dello strato di pellicola, a partire da proteine derivanti dalla sa-

liva, dal fluido crevicolare, dall’epitelio e dai batteri, garantendo cosi un
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aumento del suo spessore e della sua densita e determinando effetti

protettivi sulla superficie del dente, specialmente contro 'erosione.”?

Inoltre, i componenti tipici della pellicola come gli istoni e le PrPs inte-
ragiscono con i polifenoli, andando a costituire diversi complessi sia
nella saliva che nella pellicola,’* in particolar modo aggregati insolubili

con le proteine salivari, responsabili delle caratteristiche di astringenza.

4.2.2 EFFETTI DEI POLIFENOLI SUI BATTERI

La maggior parte degli effetti antiaderenti e antibatterici dei composti
polifenolici sono stati dimostrati in studi in vitro:”>%%7¢ ¢ stato visto, in-
fatti, che i polifenoli riescono a rompere la barriera delle cellule batteri-
che e ainteragire con la membrana intracellulare.”” Inoltre, le caratteri-
stiche chimiche dei polifenoli danno luogo a diversi complessi con gli
ioni metallici, i quali, quindi, non risultano piu disponibili per i microrga-
nismi, determinando, cosi, una diminuzione dei batteri.”® L'effetto dei
polifenoli del te sui batteri cariogeni € stato esaminato principalmente
in vitro: Karygianni et al. (2014)”° hanno rilevato le proprieta antibatteri-
che del té di Inula viscosa contro ben nove microrganismi orali, quali
Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus, Streptococcus oralis,
Enterococcus faecalis, Candida albicans, Escherichia coli, Staphylo-
coccus aureus, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Fuso-
bacterium nucleatum e Parvimonas Micra. Inoltre, Xiao et al., (2000) at-
traverso due diversi studi in vitro,®7® hanno dimostrato che i polifenoli
del te possono inibire l'aderenza all’idrossiapatite di batteri cariogeni

come Streptococcus mutans e Actinomyces viscosus.

Farkash et al. (2019)®" hanno cercato di valutare se i polifenoli estratti
dalte verde (PPFGT) e il Padma hepaten (PH), ovvero una combinazione
di polifenoli che prende origine dalla medicina tradizionale Tibetana,
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abbiano un effetto inibitorio sulla formazione del biofilm contenente
Candida albicans e Streptococcus mutans e se possano in qualche
modo prevenire la candidosi e le carie sia nella popolazione generale
che nei pazienti ortodontici. In un primo step, si &€ visto che non c’era
inibizione nella crescita dei due microrganismi, indipendentemente
dalla concentrazione di PH e PPFGT; dopodiche, € stato riscontrato che
aumentando la concentrazione del PH si aveva una riduzione della cre-
scita del biofilm di Streptococcus mutans e Candida albicans in ma-
niera dose-dipendente. L’aggiunta, invece, di 2,5 mg/mL di PPFGT ha
determinato una maggiore inibizione rispetto a quella ottenuta con soli
0,625 mg/mL di PPFGT, suggerendo cosi un effetto combinato dei due
polifenoli. In particolare, € risultato che la crescita combinata dei due
microrganismi e stata inibita del 54% e la loro produzione di esopolisac-
caridi dell’81%. E’ stato quindi ipotizzato che questa abilita di inibire la
crescita del biofilm da parte dei polifenoli potrebbe rappresentare il
primo passo per lo sviluppo di nuovi farmaci orali, che potrebbero aiu-
tare nello sconfiggere alcune patologie del cavo orale, senza creare dei
microrganismi resistenti. E’ stato anche visto che il PH e il PPFGT pos-
sono inibire la formazione del biofilm anche su altre superfici, come gli

impianti dentali.

4.2.3 EFFETTI SUI MICRORGANISMI PARODONTALI

Porphyromonas gingivalis & un batterio anaerobico Gram negativo che
contribuisce allo sviluppo della malattia parodontale. E’ stato visto che
iLte nero presenta effetti antimicrobici sia contro le cellule plancton che
contro il biofilm del batterio attraverso un meccanismo che va ad inibire
la secrezione delle metalloproteinasi della matrice, che sono gli enzimi

proteolitici prodotti dai fibroblasti gengivali che causano squilibri nella
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sintesi e degradazione del collagene, determinando una distruzione tis-

sutale.??

4.2.4 EFFETTI SUI MICRORGANISMI PULPARI

E’ stato riscontrato che Uepigallocatechina gallato (EGCG) contenuto
nel te inibisce efficacemente la formazione del biofilm di Enterococcus
faecalis, uno dei patogeni opportunisti correlati alle infezioni dei canali
radicolari: esso agisce andando a indurre laformazione intracellulare di

radicali liberi e sopprimendo il gene della virulenza del batterio stesso.2?

4.2.5 EFFETTI SU ALCUNI VIRUS

Per quantoriguardailvirus dell’HIV, si e visto che "TECGC riesce ainibire
Uattivita della trascrittasiinversa e delle polimerasi di DNA ed RNA, oltre
che avere un’attivita anti-proteasi per distruggere le particelle virali.®* Se
consideriamo, invece, il virus dell’Herpes simplex (HSV), il suo assorbi-
mento sulle cellule puo essere ridotto dallECGC che va a ridurre

’espressione di alcune glicoproteine.®

4.3.1 PRODOTTI DERIVATI DALL’UVA E LA SALUTE DEL CAVO ORALE

Negli ultimi anni, come gia detto, ci si e avvicinati all’utilizzo di prodotti
diorigine vegetale alfine di ridurre i rischi per molte tipologie di malattie,
comprese quelle del cavo orale. A tal proposito, si pensa che i compo-
nenti antimicrobici derivati dalle piante potrebbero rappresentare una
valida alternativa rispetto a cid che viene comunemente utilizzato per il
controllo della placca dentale e delle malattie del cavo orale, in quanto

riescono a sopprimere alcuni fattori di virulenza e di crescita di alcuni
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patogeni orali. In uno studio,® Christine D. Wu ha sviluppato nuove me-
todologie in laboratorio per lo screening, il frazionamento e U'identifica-
zione di componenti antimicrobici di origine vegetale, cercando di iden-
tificare un nuovo approccio interdisciplinare che coinvolga l'odontoia-
tria, la microbiologia orale e la chimica dei prodotti naturali.®” Tra gli ali-
menti che sono stati studiati riconosciamo: miele, te, mirtilli, uvetta,

prugne essiccate, semid’uva ed altri.

Nello studio sopracitato, sono stati frazionati e identificati i composti
antimicrobici presenti nell’uvetta che fossero capaci di sopprimere le
proprieta di crescita e di virulenza dei patogeni orali. In particolare, &
stata scelta Uuva sultanina in quanto la frazione esano-solubile
dell’estratto grezzo di metanolo ha dimostrato di possedere un’attivita
inibitoria sulla crescita di due patogeni orali molto importanti, lo Strep-
tococcus mutans e il Porphyromonas gingivalis. Attraverso il fraziona-
mento, sono stati identificati diversi composti caratterizzati da un’atti-
vita di inibizione della crescita degli agenti patogeni orali, quali 'acido
oleanolico, l’aldeide oleanolica, l’acido linoleico, [’acido linolenico, la
betulina, acido betulinico e altri.® Si & visto che l’acido oleanolico € in
grado di sopprimere in vitro 'aderenza del biofilm cariogenico dello
Streptococcus mutans. Quando e stato esaminato l'effetto dell’acido-
genicita di uva passa e cereali contenenti uva passa sulla placca den-
tale in vivo, si e riscontrato che l'uva passa non haridotto il calo del pH
della placca sotto a un pH 6 nel periodo di prova di 30 minuti. Rispetto
ai fiocchi di crusca commerciali o al cereale di semola di uva passa, €
stato notato un maggiore calo del pH della placca nei soggetti che
hanno consumato una miscela di uva passa e crusca senza aggiunta di
zucchero (p<0.05). Si e visto inoltre che, 'estratto di semi d'uva, ad alto
contenuto di proantocianidine, ha influenzato, in vitro, in maniera posi-

tiva i processi di demineralizzazione e/o remineralizzazione di lesioni
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dovute a carie radicolari prodotte artificialmente, suggerendo il suo po-
tenziale come agente naturale per la terapia non invasiva della carie ra-
dicolare. Si puo concludere, quindi, che Uuvetta rappresenta una sana
e valida alternativa agli snack zuccherati comunemente consumati

dalla popolazione.

4.3.1 EFFETTI DEL VINO ROSSO SULLA PELLICOLA SALIVARE

Carvalho et al®® hanno recentemente studiato il potenziale del vino
rosso nella modulazione della cinetica dell'erosione dentale in pre-
senza o meno della pellicola salivare. Il vino rosso € ricco di polifenoli,
ma ha anche un pH basso simile al succo d'arancia e al succo di mela
(pH 3,4-3,7): quando queste sostanze acide entrano nella cavita orale,
devono prima diffondere attraverso la pellicola acquisita e poi riescono
a raggiungere la superficie del dente. Una volta che l'acido raggiunge la
superficie del dente, gliioniidrogeno (H+) iniziano a dissolvere il tessuto
dure del dente, ammorbidendo gli strati piu esterni di smalto, creando
un aspetto a nido d'ape tipico dell’erosione dentale, e lasciando una su-
perficie ruvida che riduce la riflettivita dello smalto.®® Anche se, da un
lato, il pH basso pud demineralizzare la superficie del dente, i polifenoli
possono, dall’altra parte, interagire con la pellicola acquisita dello

smalto andando a ridurre la demineralizzazione.®’

Sono stati utilizzati campioni di smalto umano lucidato prelevati da mo-
lari estratti e poi divisi in due gruppi: presenza o assenza di pellicola ac-
quisita dello smalto. Ognuno di questi due gruppi e stato poi ulterior-
mente suddiviso in base all'esposizione: vino rosso, succo d'arancia,
succo di mela o acido citrico. | campioni sono stati incubati in saliva
umana chiarificata (presenza di pellicola acquisita dello smalto) oin ca-

mera umida (assenza di pellicola acquisita dello smalto) per 2 ore a
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37°C, successivamente nella sostanza in esame per 1 min, a 25 °C,
sotto agitazione. Questo processo € stato ripetuto quattro volte. La du-
rezza superficiale e stata misurata inizialmente e dopo ogni ciclo, men-
tre l'intensita della riflessione superficiale € stata misurata inizialmente
e dopo tuttii cicli. Alla presenza della pellicola acquisita dello smalto, il
vino rosso ha causato la minore perdita di durezza superficiale, seguita
da succo d'arancia, succo di mela e acido citrico. E’ stata inoltre osser-
vata una perdita di intensita di riflessione superficiale significativa-
mente inferiore perilvino rosso e il succo d'arancia rispetto al succo di
mela e all'acido citrico. In assenza della pellicola acquisita dello
smalto, ilvino rosso e il succo d'arancia hanno causato una minore per-
dita di durezza superficiale rispetto al succo di mela e all'acido citrico.
Il succo d'arancia mostrava la minore perdita di intensita di riflessione
superficiale, seguita davino rosso, acido citrico e succo di mela. In con-
clusione, le proprieta erosive del vino rosso differiscono da quelle di al-
tre sostanze con simili pH e concentrazioni diioni minerali e la presenza
della pellicola acquisita dello smalto modifica la cinetica dell’erosione

del vino rosso.

4.4 INFLUENZA DEI POLIFENOLI DEL TE SULLA PELLICOLA ACQUISITA
DELLO SMALTO DENTALE

E’ stato riscontrato che il consumo di te riesce a ridurre lo sviluppo di
carie grazie al suo contenuto di fluoro;®® successivamente, Liu e Chi
(2000)*2 hanno anche dimostrato che lindice di placca di un gruppo di
persone a cui sono state somministrate compresse contenenti te verde
era molto piu basso del gruppo controllo. Alcuni studi hanno notato

come i polifenoli contenuti nel té verde e nel te nero possano inibire la
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crescita dello Streptococcus mutans,® ma anche dello Streptococcus
sobrinus.® In un ulteriore studio in vitro® & stato anche visto come la
crescita del Lactobacillus fosse inibita dalla presenza di polifenoli ad

una concentrazione di 8 mg/mL.

4.4.1 TE VERDE

Hanning et al. (2009)°” hanno esaminato Uinfluenza del té verde sulla
pellicola acquisita dello smalto: in particolare, hanno notato una note-
voleriduzione dell’iniziale adesione batterica dopo 30 e dopo 120 minuti
dall’inizio della formazione della pellicola. L’epigallochatechina gallato
e uno dei composti polifenolici contenuti nel te verde che presenta una
importante attivitd antiossidante: Rehage et al (2017)°® hanno dimo-
strato che irisciacqui con TEGCG determinano un immediato aumento

dello spessore e della densita della pellicola.

4.4.2 TENERO

L’influenza del te nero sulla pellicola acquisita dello smalto € stata in-
vece studiata da Joiner et al. (2003),%° i quali hanno dimostrato che l'as-
sorbimento dei componenti del té nero modifica la pellicola, che pero
in questo modo non puo essere eluita da diverse soluzioni tampone. Di
conseguenza, la rimozione, la dissoluzione e la sostituzione di questi
componenti adsorbiti € stata fortemente ostacolato in vitro. Si presume
cheipolifenolidel té nero portino alla formazione di legami cross-linking
tra i composti polifenolici e la pellicola cosi come le proteine salivari,
percio si € visto che gli strati di pellicola modificata dai polifenoli risul-
tano essere piu resistenti alla rimozione rispetto agli strati non modifi-

cati. Questa modifica comporta un raddoppio del quantitativo totale di
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proteine che si lega alla superficie di idrossiapatite in vitro. Si € notato,
pero, che la teofillina, Uepigallocatechina, e 'TEGCG risultano avere de-
gli effetti sulla pellicola acquisita meno forti rispetto al vero estratto di
te nero. Studi farmaceutici hanno dimostrato, inoltre, che, dopo 1 ora
dall’esposizione, nella saliva erano ancora rilevabili alte concentrazioni
di alcuni polifenoli del t&, come la teofillina;'® quest’ultima, pero, & in
grado di scolorire la pellicola,, il che potrebbe anche portare a denti
macchiati. Hanning et al (2009)°” hanno osservato come, dopo risciac-
quo con te nero, ci sia, in situ, una riduzione dell’iniziale adesione bat-

terica alla superficie del dente dopo 30 e 120 minuti.

4.4.3 TE DI CISTUS INCANUS

Wittpahl et al. (2015)'°" hanno studiato diversi tipi di té di Cistus incanus
te e hanno rilevato che soprattutto quelle tipologie con alto contenuto
di polifenoli presentavo un notevole effetto antibatterico in vitro. Abdol-
lahzadeh et al. (2011)® avevano gia in precedenza ipotizzato che gli ef-
fetti 'antibatterici in vitro del Cistus incanus contro lo Streptococcus
mutans fossero principalmente attribuibili alla presenza di tannini idro-
lizzabili e di polifenoli a basso peso molecolare. Ancora prima, Naz et
al. (2007)%” avevano indicato i polifenoli come quercetina, muricetina e
acido gallico come responsabili delle caratteristiche antibatteriche del
Cistus Incanus, dopo che gia Hamilton-Miller et al. (2001)'°? e Otake et
al. (1991)%2 avevano ipotizzato che le catechine inibissero l'aderenza
batterica alla superficie del dente. Lo studio di Wittpahl et al. (2015) 1°
ha successivamente dimostrato che, in situ, 'effetto antiaderente di Ci-
stus Incanus non puo essere attribuito a singole frazioni dei composti
polifenolici ma all'intero estratto del te, attraverso il quale si ha un forte

effetto antiaderente e antibatterico.
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4.4.ATE DI INULA VISCOSA

Un recente studio in situ ha dimostrato che un risciacquo di circa 10 mi-
nuti con il te di Inula Viscosa determina una significativa diminuzione
della colonizzazione batterica iniziale sulla superficie del dente dopo
una esposizione di 8 h: si € notato, infatti, un importante effetto antia-
derente sugli streptococchi orali. Le sostanze polifenoliche attive nel te
di Inula Viscosa risultano essere l’apigenina, la naringenina e la luteo-
lina, i cui effetti antibatterici sugli streptococchi del cavo orale sono

stati osservati in molti studi in vitro.®’

4.5 APPLICAZIONI ENDODONTICHE DEI POLIFENOLI DEL TE VERDE

Le infezioni endodontiche per essere risolte richiedono una efficace ri-
mozione dei microrganismi patogeni dal sistema canalare radicolare
per avere una prognosi positiva a lungo termine.'® E’ riconosciuto che
Uipoclorito di sodio (NaOCl) sia ad oggi l'irrigante canalare piu efficace,
ma poiché potrebbe causare potenziali complicazioni a causa della sua
tossicita la scienza & alla ricerca di nuove alternative.’® Nel loro studio,
Divia et al. '°* hanno confrontato l'efficacia antimicrobica della Morinda
citrifolia (MC), dei polifenoli del te verde e della Tripala con quella
del’NaOClal 5% contro il batterio Enterococcus faecalis. In questo stu-
dio in vitro sessanta premolari umani estratti sono stati esposti ad E.
faecalis per 48 h, al termine delle quali & stata valutata la popolazione
batterica vitale contando il numero di unita formanti colonie (CFU) sulla
piastra agar sangue. | campioni sono stati divisi in cinque gruppi: gruppo
| (acqua distillata), gruppo Il (NaOCl), gruppo Il (MC), Gruppo IV (tripala)
e gruppo V (polifenoli del te verde). | campioni sono stati irrigati con
agenti diversi e sono state registrate le CFU. E’stato eseguito il Kruskal-

Wallis come test parametrico per confrontare diversi gruppi, mentre il

48



testtdi Student e stato utilizzato per confrontare i valori medi trai gruppi
prima e dopo il trattamento con gli agenti di prova (p < 0,001). L’NaOCl
e stato l'irrigante piu efficace nell'eliminazione di E. faecalis, rafforzan-
done cosi il ruolo di miglior irrigante attualmente disponibile e un gold
standard per il confronto dei gruppi sperimentali. Il suo effetto antibat-
terico era paragonabile a quello della tripala. Tra i gruppi sperimentali,
MC ha mostrato Ueffetto antibatterico piu basso. Da questo studio si
puo concludere che l'utilizzo in endodonzia di irriganti alternativi di ori-
gine vegetale potrebbe rivelarsi vantaggioso, soprattutto se conside-

riamo le diverse caratteristiche negative dell’NaOCL.

4.6 ATTIVITA BIOLOGICA DI ALCUNI POLIFENOLI APPLICATI IN MATERIA
ODONTOIATRICA

Hiroshi Sakagami'® (2014) ha effettuato uno studio che ha permesso di
valutare Uattivita biologica di tre gruppi di polifenoli e la loro possibile
applicazione in ambito odontoiatrico: i polifenoli presi in considera-
zione sono stati i complessi lignina-carboidrati, i tannini e i flavonoidi. E’
stato dimostrato che tutti e tre questi gruppi di composti polifenolici
presentano una minore citotossicita tumore-selettiva nei confronti
delle cellule del carcinoma squamocellulare orale rispetto alle cellule
orali normali, quali fibroblasti gengivali e del legamento parodontale e
cellule pulpari, se confrontati con i classici farmaci chemioterapici.
Molti dei composti che hanno dimostrato una importante selettivita tu-
morale non hanno indotto, pero, una frammentazione del DNA intranu-
cleare, che rappresenta un segnale biochimico distintivo di apoptosi,

nelle linee cellulare del carcinoma orale.

E’ stato visto che i complessi lignina-carboidrati proteggono le cellule

dall’effetto citopatico dell’infezione da HIV e dall’esposizione ai raggi
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UV in maniera molto piu efficace rispetto agli altri composti polifenolici,
tanto che potrebbe notevolmente ridurre Uincidenza di tumori al collo e
alla testa causati dall’esposizione ai raggiu UV.'%¢ In particolare, la limi-
tata digestione di questi complessi suggerisce che la frazione di lignina
e coinvolta soprattutto nell’attivita anti-HIV, mentre la frazione di car-
boidrati € coinvolta nell’attivita di potenziamento immunitario attra-
verso un recettore cellulare di superficie. L’estratto alcalino delle foglie
delle piante, iLquale presenta un grosso contenuto di complessi lignina-
carboidrati, ha dimostrato di avere un grande effetto anti-inflammatorio
contro U'IL-1B simulata dai fibroblasti gengivali. Da cio deriva che & con-
sigliabile effettuare una applicazione locale dei complessi lignina-car-
boidrati attraverso la mucosa orale, proprio perché bisogna considerare

che presentano un ridotto assorbimento intestinale.

4.7 INFLUENZA DEI POLIFENOLI DEL MIRTILLO SULLA CARIE DENTALE

Nebu Philip et al’®” hanno dimostrato che i componenti polifenolici
bioattivi del mirtillo, in particolare la specie Vaccinium macrocarpon,
presentano alcuni effetti di attenuazione della virulenza nei confronti di
diverse proprieta di alcuni microrganismi responsabili della patogenesi
della carie dentale. In questo studio si € partiti dalla considerazione che
c’e stato un crescente interesse globale per i potenziali usi terapeutici
di prodotti naturali di origine vegetale per la prevenzione delle malattie
orali. Lafito-odontoiatria ha studiato come alcuni gruppi di persone che
abitualmente consumano cibi ricchi di polifenoli presentino una salute
orale significativamente migliore.'® E’ stato notato che Uutilizzo di bio-
cidi orali sintetici come la clorexidina spesso determina 'insorgenza di
reazioni allergiche e di resistenza microbica.'®® Sj & visto, inoltre, che per

alcune malattie biofilm-mediate come la carie risulta essere piu
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importante, perilcontrollo a lungo termine della malattia, invertire il mi-
crobioma responsabile della patologia piuttosto che eliminare sempli-
cemente il biofilm della placca dentale.® Ad oggi, & gia stato dimo-
strato che il mirtillo ha un effetto preventivo sulle infezioni del tratto uri-
nario e sulle ulcere gastriche, in quanto le sue sostanze fitochimiche ad
alto peso molecolare inibiscono Uadesione dell’Escherichia coli alla
mucosa del tratto urinario e dell’Helicobacter pylori alla mucosa ga-
strica, rispettivamente:'"" queste proprietd anti-adesive sono uniche
per il mirtillo e non siriscontrano in altre tipologie di frutta.''* Tra le altre
proprieta benefiche del mirtillo riscontriamo 'abbassamento del ri-
schio di malattie cardiovascolari e neurologiche, la modulazione della
risposta inflammatoria e Uinibizione della proliferazione di cellule tumo-
rali.’"® Per quanto riguarda, invece, il cavo orale, studi in vitro hanno di-
mostrato che questa tipologia di frutta puo dare effetti benefici sulla sa-
lute parodontale e gengivale, andando a inibire la risposta inflammato-
ria dell’ospite, riducendo sia la formazione del biofilm batterico che U'at-
tivita degli enzimi protelolitici perio-patogenetici.’™ Alcuni flavonoidi
contenuti nei mirtilli riescono inoltre a distruggere i fattori chiavi della

virulenza responsabili della patogenesi della carie.’®

E’ stato riscontrato che il mirtillo contiene diverse classi di composti po-
lifenolici. Da un confronto tra tre bacche di colore scuro, ovvero il mir-
tillo, il mirtillo selvatico e la fragola, € emerso che Uestratto di mirtillo
presenta i migliori effetti contro la virulenza dello Streptococcus mu-
tans. In particolare, le proantocianidine di tipo A e i flavonoli contenuti
in questo frutto hanno dimostrato di possedere potenti effetti inibitori
contro alcune caratteristiche proprie della virulenza cariogenica come
’acidogenicita batterica, 'acidurita, la sintesi del glucano e Uidrofobi-
cita: si e visto cheifenoli contenuti nel mirtillo hanno la capacita di met-

tere un freno a queste proprieta di virulenza cariogenica senza essere
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pero battericida, il che risulta essere una qualita fondamentale per il
mantenimento dei benefici del microbioma orale e per prevenire la for-

mazione di microrganismi resistenti.’”’

4.8 EFFETTI DEI POLIFENOLI SULL’INTERFACCIA COMPOSITO-DEN-
TINAIN ODONTOIATRIA RESTAURATIVA

Come & stato riconosciuto da nhumerosi studi, ’adesione in odontoiatria
si riferisce alle modalita con cui i materiali restaurativi si legano al sub-
strato dentale: lo strato ibrido ideale € quello formato da legami continui
e stabili tra il composito e la dentina.””® Ovviamente la degradazione
dello strato ibrido € la causa maggiore della durata del legame compo-
sito-dentina’"” e sembra essere associata alla degradazione idrolitica
della resina adesiva e alla proteolisi delle fibrille di collagene'® che re-
stano esposta se c’e una incompleta penetrazione della resina all’in-
terno della dentina demineralizzata. Quando la dentina viene morden-
zata, il pH molto basso attiva gli enzimi proteolitici, come le MMPs (me-
talloproteinasi della matrice), i quali possono deteriorare il collagene
esposto e non totalmente penetrato nello strato ibrido, andando cosi a
determinare una riduzione della longevita del restauro adesivo.'® L’uti-
lizzo, quindi, di alcuni inibitori delle MMPs, come la clorexidina e gli
agenti antiossidanti, € risultato essere una strategia efficace al fine di
aumentare la durata dell’interfaccia adesiva’® e aumentane la forza.'’
Recentemente, € stato dimostrato che anche i polifenoli presentano
un’attivita di inibizione nei confronti delle MMPs (23), in particolare la
quercetina e il resveratrolo: nello studio di Porto et al.'?? si & pensato,
quindi, di valutare gli effetti del pretrattamento della dentina con i poli-

fenoli sulla forza del legame microtensile (UTBS) alla dentina stessa e
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sulla stabilita delle fibrille di collagene. In particolare, € stato ipotizzato
che il pretrattamento della dentina demineralizzata con quercetinao re-
sveratrolo, prima dell’applicazione dell’adesivo, potrebbe da un lato
conservare le fibrille di collagene non protette all’interno dello strato
ibrido e dall’altro lato preservare la forza di legame dell’interfaccia re-

sina-dentina.

Sono state applicate alla dentina mordenzata diverse concentrazioni
(100, 250, 500 0 1000 pg/mL) di quercetina o resveratrolo, o una combi-
nazione dei due, oppure acqua distillata o digluconato di clorexidina al
2%. Dopodiche prima del restauro in composito e stato applicato un
adesivo two-step etch and rinse. Dai risultati di questo studio € emerso
che il resveratrolo e risultato avere la migliore performance nel mante-
nere il legame tra dentina e composito a tutte le concentrazioni testate,
mentre la quercetina ha mostrato risultati positivi con un aumento del
WUTBS alle concentrazioni di 100 e 500 pg/mL. Da cio si puo dedurre che
il resveratrolo potrebbe rappresentare un composto importante per al
fine di raggiungere la stabilita di legame desiderata e di ridurre il fre-
quente rifacimento delle otturazioni in composito dovuto a distacco

delle stesse.

4.9 EFFETTI DEI POLIFENOLI SUL CANCRO ORALE

Come abbiamo gia ampiamente esposto, i composti polifenolici conte-
nuti nel te hanno molteplici effetti benefici, compresi la riduzione del ri-
schio di sviluppare malattie cardiovascolari e cancro e proprieta che-
mioprotettive.’® Studi epidemiologici sul té nero e il cancro sono an-
coraincerti, ma alcuni di questi hanno rivelato che il consumo di te nero

124

riduce l'incidenza dei tumori ovarico'® e polmonare.’ In precedenza

altri studi hannorivelato cheipolifenoli del te nero, i teaflavini, potrebbe
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indurre apoptosi nelle cellule tumorali della prostata tramite una up-re-
gulation dell’espressione di p53, una riduzione dell'attivita trascrizio-
nale del NF-kB e una inibizione dei livelli di fosforilazione della via della

protein-chinasi mitogeno-attivata (MAPK).

| meccanismi d’azione delle catechine del te, specialmente del’ECGC,
ovvero la forma piu attiva e abbondante delle catechine, sono stati a
lungo studiati. Nonostante sia abbastanza chiaro che il té verde possa
inibire la crescita di alcune tipologie di cancro, inducendo 'apoptosi
delle cellule tumorali oppure liberando radicali liberi dell’ossigeno, ' ci
sono pero pochi studi che riguardano il potenziale dell’estratto di te
nero nel ritardare Uinvasione da parte delle cellule tumorali oppure
nell’invertire la transizione epiteliale-mesenchimale (EMT). Quest’ul-
tima e considerata un prerequisito per l'acquisizione da parte delle cel-
lule tumorali di un fenotipo invasivo e sviluppare successive metastasi.
Lo studio effettuato da Chang et al.’®® fornisce prove molecolari asso-
ciate all’effetto antimetastatico degli estratti dei polifenoli del teé nero
(BTE), che contengono polifenoli tra cui acido gallico, gallocatechina,
catechina, epigallocatechina-3-gallato, epicatechin-3-gallato e teafla-
vina 3,3-digallato. Si e visto come in un sistema di coltura di cellule
squamose orali i BTE abbiano dimostrato di poter determinare un'inibi-
zione quasi completa sull'invasione (p < 0.001) delle cellule SCC-4, un
tumore maligno derivante da cellule squamose della lingua, tramite at-
tivita ridotte di MMP-2 (p < 0.001) e u-PA (p < 0,001). Questi risultati
hanno suggerito che i BTE potrebbero ridurre l'invasione tumorale e la

metastatizzazione invertendo UEMT nelle cellule tumorali orali umane.

Da alcuni studi € emerso che i cheratinociti orali umani sono altamente
sensibili ad alcuni farmaci antitumorali, come per esempio la doxorubi-
cina. Il resveratrolo, 'epigallocatechina gallato e ’acido tannico sono
composti polifenolici che hanno dimostrato di avere un effetto
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cardioprotettivo quando sono combinati con la doxorubicina, ma non e
noto se questi polifenoli potrebbero proteggere i cheratinociti orali
umani dalla citotossicita indotta dalla doxorubicina senza indebolire
pero il suo potenziale citotossico contro le cellule tumorali orali. Nel
loro studio Sheng et al.”?” hanno esaminato gli effetti dei tre composti
polifenolici sopranominati sulla citotossicita indotta dalla doxorubicina
nei cheratinociti oraliumani, ma hanno anche studiato i loro effetti sulla
potenza della doxorubicina nelle cellule orali del carcinoma a cellule
squamose. In particolare, € stata valutata la vitalita cellulare, seguita
dall'analisi dell’apoptosi e della necrosi; inoltre sono stati esaminati an-
che i cambiamenti nelle specie reattive intracellulari dell'ossigeno nella
faseiniziale dopoiltrattamento. | risultati di questo studio hanno messo
in evidenza come il resveratrolo in combinazione con la doxorubicina
aumenti la citotossicita della doxorubicina in entrambi i tipi di cellule.
Tuttavia, l'epigallocatechina gallato e l'acido tannico ad una certa con-
centrazione hanno mitigato la tossicita dei cheratinociti indotta dalla
doxorubicina, principalmente attraverso la necrosi indotta dalla doxo-
rubicina nei cheratinociti orali umani senza pero indebolire l'efficacia
anticancro della doxorubicina. Il meccanismo esatto € ancora scono-
sciuto ma le specie reattive intracellulari dell'ossigeno potrebbero non

essere l'unico fattore.

4.10 RESVATROLO: USI E PROSPETTIVE

Il resveratrolo, un composto polifenolico di cui sono ricche piante e
frutti, ha dimostrato di avere vari effetti biologici, tra cui antinflammato-
rio, anti-carcinogenico, antiossidante, anti-invecchiamento e di prote-

zione per il tessuto osseo e cardiovascolare.'?® E’ particolarmente
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presente nel vino rosso e in numerosi frutti quali Uuva, gli arachidi, i pi-

stacchi, il cacao e le bacche.’®

Il resveratrolo e stato studiato per i suoi numerosi effetti biologici e per
il fatto che sembra essere un potenziale agente di prevenzione, ma an-
che coinvolto nel trattamento di un'ampia varieta di malattie croni-
che.™ Questo polifenolo risulta essere protettivo contro i disturbi car-

131 essendo in parte responsabile del "paradosso

diovascolari ossidativi,
francese", il fenomeno che spiega una bassa incidenza di malattie car-
diovascolari in pazienti con una dieta ricca di grassi associata al con-
sumo contestualmente moderato di vino rosso.’®? Questo effetto sem-

133 in quanto agisce come

bra collegato alla sua proprieta antiossidante,
spazzino di una serie di radicali liberi gia a basse dosi (10 M), modula il
metabolismo dei lipidi, protegge le lipoproteine a bassa densita (LDL)
contro Uossidazione e il danno da parte dei radicali liberi e inibisce 'at-

tivazione e l'aggregazione piastrinica.’*

E’ stato riscontrato che il resveratrolo € associato alla protezione e for-
mazione dell’osso grazie alla sua azione contro l'osteoporosi e il rias-
sorbimento osseo associato all'invecchiamento; inoltre, si & visto che
inibisce la perdita ossea associata a carenza di estrogeni nei modelli
animali trattati con resveratrolo.'®® Studi recenti hanno rivelato che le
proprieta antiossidanti e antinflammatorie del resveratrolo permettono
una inibizione della risposta inflammatoria dei tessuti parodontali e la
prevenzione della perdita ossea alveolare nei modelli di ratto, entrambe
causate dall’infiammazione batterica.’®® Inoltre, il resveratrolo & noto
per il fatto che ¢ in grado di stimolare la proliferazione e la differenzia-
zione degli osteoblasti, aumentando Uespressione della fosfatasi alca-
lina (ALP) e Uinduzione della produzione delle proteine morfogenetiche
dell’osso (BMP)-2;"¥7 dall’altro lato, esso inibisce l'attivatore del recet-
tore del fattore nucleare kappa-B che induce la differenziazione degli
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osteoclasti e induce 'apoptosi degli osteoclasti gia differenziati.’™® Que-
sti vari effetti del resveratrolo suggeriscono, quindi, che questo compo-
sto puo modulare l'inflammazione derivante dall’infezione batterica e
da una estrazione dentale traumatica e migliorare il processo di guari-
gione dell’alveolo post-estrattivo durante il processo di formazione

dell'osso.

Anche se alcuni studi hanno evidenziato gli effetti del resveratrolo sulla
formazione dell'osso, la maggior parte di questi ultimi si sono concen-
trati sulla perdita dell'osso alveolare in vitro o in modelli animali con pa-
rodontite indotta, senza per0 presentare risultati importanti dopo l'e-
strazione del dente.™® Nello studio di Min et al (2020),'*° sono stati valu-
tati attentamente gli effetti del resveratrolo sull’attivita cellulare delle
cellule dellegamento parodontale (PDL) e delle cellule osteoblasto-like
(MC3T3-E1), le quali hanno dimostrato di avere Uattivita proteica
dell’ALP, e successivamente si € cercato di evidenziare gli effetti sulla
guarigione dell’alveolo post-estrattivo, compresa la nuova formazione

ossea in vivo.

In questo studio il resveratrolo € stato applicato alle celle hPDL e
MC3T3-E1 per indviduare la proliferazione cellulare e 'attivita della fo-
sfatasi alcalina (ALP) attivita; successivamente e stato utilizzata la PCR
quantitativa in tempo reale (QPCR) per capire quale fosse il livello di
espressione genica in vitro. Per lo studio in vivo, invece, 30 topi maschi
di sei settimane del tipo C57BL/6, ovvero quello piu usato per laricerca,
sono stati divisi casualmente in gruppo test (n = 15) e gruppo controllo
(n=15) e successivamente sono stati estratti i loro primi molari mascel-
lari. | gruppi sperimentali hanno ricevuto 50-um resveratrolo nel sito
post-estrattivo e si € successivamente analizzato il grado di nuova for-
mazione ossea. Il trattamento delle cellule hPDL e MC3T3-E1 con resve-
ratrolo ha aumentato la proliferazione cellulare e Uattivita dellU’ALP, oltre
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ad aumentare l'espressione di ALP, BMP-2, BMP-4; inoltre ilresveratrolo
ha aumentato la nuova formazione ossea nella porzione linguale dell’al-
veolo post-estrattivo nei topi. | risultati di questo studio suggeriscono
che il resveratrolo aumenta la fisiologia cellulare sia delle cellule del
PDL sia degli osteoblasti, compresa la loro proliferazione e differenzia-
zione, e puo giocare un ruolo importante nella capacita di guarigione os-

sea dopo un'estrazione dentale.

Oltre allo studio sovracitato, sono stati effettuati numerosi studi sia in
vitro che in vivo alfine di indagare le caratteristiche e i potenziali usi del

resveratrolo.

4.10.1 STUDI'IN VITRO

Gli effetti dell’aggiunta del resveratrolo (RSV) sono stati testati su di-
verse linee cellulari. Tseng et al. hanno lavorato sui progenitori mesen-
chimali derivati da cellule staminali embrionaliumane (EMPs), trovando
che VRSV promuove l'osteogenesi spontanea attraverso Uup-regulation
dell'espressione dei geni RUNX2 e OCN, ma impedisce la formazione di
adipociti sopprimendo i geni PPARg.™ Dai et al.’*? hanno studiato l'ef-
fetto in vitro dell'RSV sulla proliferazione cellulare e sulla maturazione
osteoblastica nelle colture di cellule staminali mesenchimali derivate
dal midollo osseo umano (HBMSCs) trattate con concentrazioni cre-
scenti di RSV (10 8-10 4 M). Hanno osservato un aumento dell’azione
delU’ALP e della deposizione di calcio in HBMSCs, che ha significato
un’aumentata proliferazione cellulare e una maggiore formazione di
osteoblasti in un modo sia tempo- che dose-dipendente. Secondo
Ornsturp et al.,’® RSV sembra inibire la proliferazione e aumentare la
differenziazione degli osteoblasti indipendentemente dallo stato in-

fiammatorio. E’ stato studiato se RSV influenzi la proliferazione e la
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differenziazione di HBMSCs e se sia in grado di contrastare gli effetti ne-
gativi dell’inflammazione sullo sviluppo delle cellule: € stato quindi va-
lutato l'effetto di una stimolazione con RSV (25 uM) di breve (96 h) e
lungo termine (21 giorni), sia in condizioni normali che inflammatorie
(indotte da lipopolisaccaride, LPS). L’ALP, il propeptide N-terminale del
collagene di tipo 1 (P1NP) e Uosteoprotegerina (OPG) sono stati consi-
derati come marcatori di differenziazione osteoblastica, la lattato dei-
drogenasi (LDH) pervalutare, invece, la morte cellulare, mentre le inter-
leuchine IL-6 e IL-8 come marcatori inflammatori. Mentre la stimola-
zione a breve termine non ha avuto alcun impatto sulla proliferazione e
differenziazione, quella a lungo termine sembrava influenzare il poten-
ziale osteoblastogenico di HBMSCs, dato un aumento di tre volte
dell’ALP e un piccolo aumento di PINP e OPG, con conseguente forte
diminuzione della proliferazione e aumento della differenziazione degli
osteoblasti. A proposito dello stato inflammatorio, RSV non ha né in-
fluenzato la produzione di IL-6 e IL-8 in HBMSCs normali né ha impedito
in modo significativo la comparsa dell’inflammazione in HBMSC-LPS-

trattati.

4.10.2 STUDIIN VIVO

Nella chirurgia orale, come sappiamo, una delle procedure piu comuni
e Uestrazione dentale, il cui processo di guarigione, spesso senza com-
plicanze, pu0 essere inadeguato nei pazienti che sono sottoposti a te-
rapia immunosoppressiva, come con la ciclosporina (CsA). Al fine di va-
lutare i potenziali effetti benefici degli agenti antiossidanti sulla salute
ossea in questi pazienti, Ozcan-Kucuk et al. hanno studiato l'effetto
dell'iniezione intraperitoneale di RSV (10 M/kg/die) sulla guarigione del

sito post-estrattivo 14 o 28 giorni dopo l'estrazione dei denti nei ratti
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normali e trattati con CsA. E’ stato quindi valutato il processo di guari-
gione ossea e i risultati hanno mostrato livelli piu elevati di marcatori di
OCN e osteopontina, nonché un miglioramento della guarigione dell’al-
veolo sia nei ratti normali trattati con RSV sia in quelli trattati con RSV-
CsA." Per quanto riguarda il ruolo di RSV nel trattamento di parodon-
tite, Bhattarai et al.’®® hanno studiato in vitro i meccanismi di risposta
dei fibroblasti gengivali umani stimolati dal lipopolisaccaride (LPS) trat-
tati con RSV. Inoltre, hanno studiato gli effetti del trattamento RSV in
vivo, mediante iniezione sottocutanea giornaliera (5 mg/kg) in un mo-
dello sperimentale di parodontite indotta nei ratti attraverso delle lega-
ture molari contenenti LPS. Hanno osservato che il trattamento con RSV
inibisce quasi completamente i risultati della stimolazione LPS, riduce i
livelli di ROS e proteine associate all'inflammazione, la formazione di
osteoclasti, proteggendo cosi i ratti contro la perdita ossea alveolare.
Questi risultati hanno cosi dimostrato la capacita dell'RSV di inibire le
risposte inflammatorie e stimolare i sistemi di difesa antiossidante nella
malattia parodontale. Zhai et al.’® hanno dimostrato che RSV puod mi-
gliorare il flusso sanguigno locale nell'osso in un modello di coniglio sot-
toposto ad osteonecrosi indotta da steroidi (ON) sulla testa del femore.
Grazie ai suoi effetti antinfiammatori, URSV protegge l'endotelio vasco-
lare e riduce l'ipossia e la trombosi dei tessuti. Hanno valutato l'effetto
di 4 mg/kg/die di RSV somministrato per via inttraparenterale per due
settimane sulla prevenzione dell’ON. Il resveratrolo inibisce in maniera
dose-dipendente i fattori di trascrizione NF-kB endoteliali e monocita-

rio, oltre a ridurre Uespressione di LPS-, IL-18 e TNF-a.

Tamaki et al.’® hanno indagato l'attivita di RSV sulla progressione della
parodontite dimostrando la sua capacita diridurre il riassorbimento os-
seo alveolare e lo stress ossidativo sistemico. Hanno indotto una paro-

dontite sperimentale nei ratti, determinando anche il riassorbimento di
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osso alveolare; poi, agli animali, sono stati somministrati per via orale
10 mg/kg/die di RSV. Gli studiosi hanno osservato che nel gruppo trat-
tato con RSV aumentava Uattivazione della proteinchinasi attivata da
adenosina monofosfato (AMPK) e le vie di difesa antiossidante, dimo-
strando che URSV potrebbe prevenire la progressione della parodontite
e della perdita ossea alveolare. Gli effetti dell'RSV sulla guarigione os-
sea e lasuainfluenza sull'espressione genica dei marcatori osteogenici
sono stati studiati anche da Casarin et al.”*’ Nello studio, sono stati
creati due difetti e un impianto in titanio a forma di vite € stato inserito
nella tibia di ratti successivamente sottoposti a una somministrazione
di 10 mg/kg/die di RSV mediante sonda gastrica per 30 giorni. L'analisi
istomorfometrica ha determinato una riduzione del difetto nel gruppo
RSV. Inoltre, la valutazione della forza di torque per la rimozione dell’im-
pianto ha evidenziato che il trattamento con RSV ha positivamente in-
fluenzato la ritenzione biomeccanica delllimpianto in titanio. Inoltre, i
risultati immunoistochimici hanno mostrato nel gruppo RSV un au-
mento dell’espressione di proteine morfogenetiche dell’osso (BMP)-2,
BMP-7 e osteopontina (OPN). Questi risultati suggeriscono che l'assun-
zione alungo termine di RSV potrebbe rappresentare un approccio tera-
peutico utile per la guarigione dell'osso e per la riabilitazione di pazienti

con impianti dentali.

E stato, inoltre, studiato il potenziale effetto anti-invecchiamento di RSV
per contrastare la perdita ossea legata all'eta da Tresguerres et al.® |
femori di ratti anziani sono stati analizzati in termini di massa ossea e
proprieta biomeccaniche dopo l'integrazione alimentare con 10 mg/
kg/die RSV per 10 settimane. Alla fine dello studio il volume osseo, il nu-
mero di trabecole ossee e lo spessore corticale sono stati migliorati ne-
gli animali trattati con RSV, considerando che la distanza tra le trabe-

cole e stata ridotta. Inoltre, tutte le proprieta meccaniche e la

61



microstruttura ossea sono state migliorate. L'effetto del trattamento
con RSV sulle ossa € stato valutato anche in uomini obesi affetti da sin-
drome metabolica, una malattia associata a un'inflammazione di basso
grado, che puo danneggiare le ossa.’® Nello studio randomizzato, in
doppio cieco, con i controlli sottoposti a placebo, i soggetti sono stati
trattati con 1000 mg di RSV (RSVhigh) o 150 mg RSV (RSVlow) al giorno
per 16 settimane e sono stati monitorati la densita minerale ossea, il
contenuto minerale osseo e i parametri biochimici. | ricercatori hanno
concluso che RSV agisce in maniera dose-dipendente e promuove la
formazione o la mineralizzazione di osso direttamente, senza media-

zione del processo antinflammatorio.

4.10.3 SCAFFOLD INNOVATIVI CARICATI CON RESVATROLO

Il resveratrolo € ben noto per la sua scarsa solubilita acquosa e per il
rapido metabolismo ed escrezione; la scarsa biodisponibilita € uno dei
principali svantaggi del farmaco. Diversi approcci sono stati utilizzati
per migliorare la solubilita, la stabilita e la biodisponibilita di RSV attra-
verso la formulazione di sistemi di somministrazione di farmaci (DSSs)
sotto forma di scaffold in grado dirilasciare RSV nel sito di perdita ossea
per migliorare e ottimizzare la sua efficacia. Uno scaffold caricato con
RSV e stato preparato innestando RSV all'acido poliacrilico (PAA, 1000
Da), PAA-RSV, e poi si e incorporato questo farmaco macromolecolare
in un idrogel di atelocollagen (Coll) (Coll/PAA-RSV)."™®® Lo scaffold &
stato testato in vitro su condrociti e BMSC e in vivo su conigli con difetti
ossei. I risultatiin vitro hanno dimostrato che l'impalcatura potrebbe so-
stenere la crescita e mantenere la morfologia e il fenotipo di condrociti
e BMSCs ed ¢ in grado di proteggerli dalle specie reattive dell'ossigeno,

dimostrando un'eccellente citocompatibilita. Dopo aver impiantato lo
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scaffold di Coll/PAA-RSV per due, quattro e sei settimane nei conigli, i
geni per la produzione di IL-1, metalloproteinasi-13 della matrice, ci-
cloossigenasi (COX)-2 sono stati down-regulated mentre i geni correlati
all’osso e alla cartilagine, quali SOX-9, aggrecano, Coll Il e Coll | sono
stati up-regulated con conseguente funzionalita anti-inflammatoria.
Inoltre, dopo 12 settimane, i difetti osteocondrali sono scomparsi com-
pletamente e la neo-cartilagine era ben integrata con il tessuto circo-

stante e l'osso subcondrale.

4.10.4 RESVATROLO ASSOCIATO AL PRP

Negli ultimi anni, in chirurgia orale e stata introdotta una nuova proce-
dura dirigenerazione ossea, basta sull’utilizza di materiali emoderivati,
come il PRP, ovvero il plasma ricco di piastrine. Di recente, molti autori
hanno studiato applicazione di concentrati piastrinici autologi per la
prevenzione e il trattamento dell’osteonecrosi mascellare associata a
farmaci (MRONJ)."™" | bifosfonati vengono spesso utilizzati per la terapia
della perdita ossea osteoclasto-mediata, quindi spesso si viene a defi-
nire quella che e 'osteonecrosi dei mascellari correlata all’'uso di bifo-
sfonati (BRONJ)."™? Gli effetti in vitro dei fattori di crescita concentrati
(CGF) e/o dell’RSV sulla proliferazione e la differenziazione degli osteo-
blasti umani, trattati o meno con bisfosfonati, sono stati studiati da Bor-
sari et al.. La concentrazione piastrinica (chiamata anche CGF) e stata
preparata centrifugando campioni di sangue con una macchina spe-
ciale che, alla fine del processo, formava tre frazioni: piastrine povere di
plasma (PPP) nello strato superiore, globuli rossi liberi (RBC) nello
strato inferiore e CGF nello strato intermedio, utilizzato per lo studio. E’
stato utilizzato resveratrolo a 10 yM di concentrazione. | risultati, otte-

nuti attraverso la valutazione di alcuni marcatori osteogenici con il test
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ELISA (test di immunoassorbimento enzimatico) e attraverso un’analisi
immunoistochimica, hanno rivelato che la proliferazione e la differen-
ziazione dell'osteoblasto in vitro € promossa siada CGF che daRSV, che
aveva un ruolo protettivo sugli osteoblasti trattati con bifosfonati, in par-
ticolare con lo zoledronato. Questa attivita € anche migliorata dal co-
trattamento, rendendo questi risultati promettenti per la gestione cli-

nica della BRONJ.

4.10.5 CONCLUSIONI SUL RESVATROLO

L’utilizzo dell’RSV potrebbe, quindi, rappresentare un valido approccio
terapeutico periprocessidi guarigione ossea e nellariabilitazione di pa-
zienti edentuli con impianti dentali, ma anche nel trattamento di malat-
tie orali legate allo stress ossidativo. Inoltre, integrazione con RSV, mi-

gliorando la crescita, la proliferazione e la differenziazione

di alcune cellule staminali, potenzialmente offre una serie di vantaggi
rispetto all'uso delle cellule staminali da sole o all’uso degli scaffold o
degliemocomponenti da soli, in termini di guarigione della parodontite,
riempimento dei difetti ossei e ritenzione biomeccanica degliimpiantiin
titanio. Infine, l'applicazione di RSV da solo o in associazione con nuovi
scaffold e emocomponenti pud aprire nuove prospettive per migliorare
la gestione clinica di una vasta gamma di malattie del cavo orale tra cui
'osteonecrosi della mandibola legata al trattamento a lungo termine
con bifosfonati. Ad oggi, l'uso clinico di RSV e stato limitato principal-
mente dalla sua scarsa solubilita nei fluidi fisiologici, con conseguente
bassa biodisponibilita. La letteratura piu recente riporta nuove nanotec-

153 ;

nologie™" in grado di superare questi inconvenienti, prospettando in un

breve futuro il suo utilizzo nella pratica clinica per un’ampia gamma di
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disturbi, grazie alle sue proprieta antinfiammatorie, antiossidanti e an-

titumorali.
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5. DISCUSSIONE E CONCLUSIONI

| polifenoli sono, quindi, composti vegetali secondari che presentano
proprieta antibatteriche, antinflammatorie e anti-carcinogeniche. Ad
oggi si e dimostrato che i polifenoli portano all'ispessimento e al raffor-
zamento dello strato di pellicola e al miglioramento del potenziale di
protezione contro l'erosione delle pellicole. Inoltre, i polifenoli hanno
mostrato un’efficacia nell'inibizione della crescita batterica, nell’ade-
sione dei batteri alla superficie dentale e nell’inibizione dell'attivita en-

zimatica.

Considerando tutti gli studi analizzati, questi descrivono una serie di at-
tivita caratteristiche dei polifenoli, tra cui antiossidante, antinfiamma-
toria, antitumorale, neuropreventiva, analgesica e antipiretica, estroge-

nico e antivirale.

Nel complesso, questo lavoro di tesi ha analizzato vari articoli che for-
niscono un supporto comprovato per la versatilita e il potenziale dei po-
lifenoli al fine di utilizzarli come composti bioattivi per scopi nutrizionali,
nutraceutici e farmacologici per la prevenzione o la mitigazione di una

vasta gamma di condizioni metaboliche.

Tuttavia, nonostante la quantita di conoscenze accumulate, i meccani-
smi coinvolti nell'attivita in vivo dei polifenoli non sono ancora piena-
mente compresi e possono variare da un composto ad un altro. E’ an-
cora necessario molto lavoro per definire il loro preciso obiettivo biolo-
gico, nonché approfondire ulteriormente la comprensione di aspetti
quali la biodisponibilita, il ruolo del microbiota intestinale sul metaboli-
smo dei polifenoli e i conseguenti effetti o interazioni tra diversi compo-
sti fenolici e/o con componenti della matrice per accertare U'impatto dei
polifenoli nell'organismo. Progressi significativi in tutti questi problemi

dovrebbero essere previsti nel prossimo futuro, tenendo conto del
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numero di studi che sono attualmente in corso in tutto il mondo insieme
alle piu potenti tecniche analitiche e nuovi approcci metodologici a no-

stra disposizione.
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