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Eugenol y Dehidrodieugenol: Métodos de obtencion y su potencial empleo

como agentes terapéuticos

1. Introduccién

El estudio de las plantas es una de las areas de trabajo mas importantes en la
investigacion debido a la gran variedad de propiedades farmacoldgicas que
presentan. Las plantas sintetizan una gran cantidad de moléculas que pueden ser
metabolitos primarios y metabolitos secundarios. Los metabolitos primarios son
moléculas que se relacionan con las funciones vitales de las plantas, mientras que
los secundarios son moléculas organicas que no parecen tener una funcién directa
en los procesos vitales de las plantas y pueden poseer varias actividades

farmacologicas de nuestro interés.

El presente estudio revisa el estado actual del conocimiento sobre las diferentes
metodologias de obtencién tanto sintética como biocatalitica, del dehidrodieugenol
y las propiedades farmacolégicas (como antioxidantes, antiinflamatorias,
antimicrobianas, antiparasitarias, antinociceptivas y anticancerigenas) del eugenol
(Eu) y del dehidrodieugenol (DHDE).

2. Antecedentes
2.1 Definiciéon de fenoles

Los fenoles son un grupo de compuestos que tienen un grupo hidroxilo unido
directamente a un anillo de benceno. El compuesto base de este grupo es CsHsOH,

gue se llama fenol (Figura 1) (Carey, 2006).

El grupo hidroxilo juega un papel muy importante en estos compuestos, ya que
ejerce una fuerte influencia en las propiedades fisicas de los fenoles, ya que permite
gue se formen puentes de hidrégeno con otras moléculas, como el agua u otros

fenoles, por lo que los fenoles tienen puntos de ebullicion y fusion altos (Carey,



2006). La sustitucién del anillo aromético por un grupo atractor de electrones
aumenta la acidez del fenol, y la sustitucién por un grupo donador de electrones
disminuye la acidez (McMurry, 2008), siendo la propiedad mas caracteristica de los
fenoles. (Carey, 2006)
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Figura 1. Estructura quimica del fenol

2.1.1 Clasificacion: Fenoles simples (fenoles y acidos fendlicos) y

polifenoles (flavonoides, cumarinas, taninos)

Los fenoles simples son compuestos que tienen en su estructura dos (en
posiciones 1,2, 1,3 0 1,4) (Figura 2) o tres (en posiciones de 1,3,5 0 1,2,3) grupos
hidroxilo en el anillo aromaticos (Pefarrieta et al., 2014). Estos compuestos en la

naturaleza se encuentran frecuentemente glucosilados.
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Figura 2. Estructura quimica de catecol (ejemplo de fenol simple)

e Los acidos fendlicos son compuestos que contiene un anillo fendlico y un
grupo de acido carboxilico (Figura 3), consisten en dos grupos: los acidos

hidroxibenzoicos (Pefarrieta et al., 2014).
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Figura 3. Estructura base de los acidos benzoico

e Los fenilpropanoides son compuestos se caracterizan por tener en su
estructura un anillo aromatico con uno o mas grupos hidroxilos (Sepulveda,
2003) tienen C6-C3 esqueleto de carbono como su estructura central
(Neelam & Sharma, 2020)
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Figura 4. Estructura de acido cafeico (ejemplo de fenilpropanoide)

Los polifenoles son moléculas naturales del metabolismo secundario de las plantas
gue derivan de las vias de shiquimato y de los fenilpropanoides. Las plantas
sintetizan muchos polifenoles. Los polifenoles son reconocidos por su alta
capacidad antioxidante (Valencia et al., 2017). Entre los cuales estan los

flavonoides, las cumarinas y los taninos.

e Los flavonoides constituyen el grupo mas importante dentro de los
polifenoles (Pefarrieta et al, 2014). Son sustancias polifendlicas de
bajo peso molecular, la estructura quimica consta de dos o mas anillos

aromaticos y tener cada uno al menos un hidroxilo y conectar con un



puente de carbono. Este puente consta de tres carbonos que se
combinan con un oxigeno y dos carbonos de uno de los anillos
aromaticos (A) para formar un tercer anillo de 6 miembros (C). A su
vez los flavonoides se dividen en subclases basadas en la conexion
del anillo B al anillo C, como también el estado de oxidacion y los
grupos que tenga el anillo C (Figura 5) (Porras & Lopez, 2009).

Figura 5. Estructura base de flavonoides

Las cumarinas son compuestos de la familia benzo-a-pirona (Sosa,
2012) contienen un anillo aromatico unido a un heterociclo oxigeno
(Figura 6). Es considerado compuesto fendlico cuando un grupo
hidroxilo esta unido a un esqueleto de estructura cumarina (Pefarrieta
et al., 2014).
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Figura 6. Estructura base de las cumarinas



e Los taninos son compuestos fendlicos hidrosolubles, contienen un
ndamero considerable de grupos hidroxilos entre los otros grupos
funcionales (figura 7), siendo capaces de unirse a proteinas y otras
macromoléculas, tienen un peso molecular entre 500 a 300 Da (Porras
& Lopez, 2009). Se clasifican en condensados e hidrosolubles.

Figura 7. Estructura base de los flavonoides

2.1.1.1 Fenilpropanoides en las plantas

Los fenilpropanoides son comunmente conocidos como “metabolitos secundarios”
debido a que aparentemente no estan involucrados en procesos celulares como la
biosintesis, respiracion o sintesis de proteinas y acidos nucleicos, procesos que son

del dominio de los llamados “metabolitos primarios” (Herrera et al., 2016).

Los fenilpropanoides estan relacionados con dos aminoacidos: la fenilalanina y la
tirosina, pero muchos de los compuestos de este grupo provienen de la ruta
bioquimica del acido shikimico. Esta es la principal ruta de biosintesis de
compuestos fendlicos en las plantas, el inicio de la ruta proviene de reacciones entre
la D-eritrosa4-p y el acido fosfoenopirtvico para formar el acido shikimico (Almeida
& Meneses, 2015)

El contenido de los fenilpropanoides en las plantas y frutos tiene variaciones que
dependen del genotipo, especie, grado de madurez, composicion del suelo,
ubicacion geografica, etc. (Valencia et al., 2017). Estos metabolitos secundarios son

de gran importancia para la industria alimentaria, cosmética y farmacéutica.



3. Euy DHDE

3. 1 Propiedades del Eu

El Eu (2-metoxi-4-propenil-2-fenol) es un compuesto fendlico de la clase de
fenilpropanoides, que contiene en su estructura un anillo aromatico, un grupo
metoxilo, un hidroxilo y un propenilo (Figura 8). El Eu es una sustancia aromatica
natural farmacolégicamente activa presente en los aceites esenciales de varias

plantas, conocida por su aroma y propiedades medicinales (D’Avila et al., 2014).

En la siguiente tabla se muestra las propiedades fisicoquimicas del Eu.

Peso molecular 164.2 g/mol
Acidez Débil
Punto de fusion -7°C
Punto de ebullicion 254°C
Solubilidad Solventes organicos
Color Amarillo palido
Olor Picante

Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas del Eu.
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Figura 8. Estructura quimica de Eu.
3.2 Propiedades del DHDE

El DHDE (biseugenol o dieugenol, 3,3-dimetoxi-5,5-di-2-propenil-1,1-bifenil-2,2-diol,
figura 9), es un derivado dimérico del Eu, con punto de fusion de 105-106, insoluble

en agua, soluble en acetato de etilo y en etanol caliente, exhibe actividades



antiinflamatorias y antioxidantes y se puede encontrar en la especie vegetal

brasilefia lauraceae (Nectandra leucantha) (Santana et al., 2020).
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Figura 9. Estructura quimica de DHDE.

El interés que se tiene por estos compuestos ha llevado a realizar diversos estudios,
en los cuales se han encontrado que poseen diferentes actividades farmacologicas
antiinflamatorias, antimicrobianas, anticancerigenas, antialérgicas, antineoplasicas

y antioxidantes (Neelam & Sharma, 2020).
4. Objetivo

4.1 Objetivo general

Busqueda bibliografica sobre los diferentes métodos de obtencion y propiedades

farmacoldgicas de Eu y DHDE.

4.2 Objetivos especificos
1. Buscar los métodos de sintesis a través de quimica convencional y/o biocatalisis.

2. Investigar la actividad bioldgica informada del Eu y delo DHDE, enfatizando su

actividad antiinflamatoria, antinociceptiva y antioxidante.



5. Métodos de obtencién de Eu y DHDE
5.1 Extraccion de fuente natural
5.1.1. Eu

Lo podemos encontrar en especias como el clavo (Syzygium aromaticum,
Myrtaceae), la canela (Cinnamomum verum, Lauraceae) y la albahaca (Ocimum
basilicum , Lamiaceae), la nuez moscada (Myristica fragrans, Myristicaceae), en la
soja (Glycine max), el frijol mungo (Vigna radiata), el café ( Coffea), en frutas como
el platano (Musa x paradisiaca), (Barboza et al., 2018). En la tabla 2 se muestra las

plantas en las que se puede encontrar y la concentracion.

Planta Parte Concentracion (mg/g)
Clavo de olor Flor, hoja y tallo 1809
Pimienta de trébol Fruto 36
Pimienta de betel Hojas 17.85
Zanahoria Semillas 7
Albahaca morada Hojas 4.2-4.97
Canela de Ceilan Corteza 3.52
Carcuma Hoja y aceite esencial 2.1
Bahia laurel Hoja 1.34
Jengibre chino Risoma 0.4
Nuez moscada Semillas 0.32
Orégano flor pequeia Brotes 0.055-0.125

Tabla 2. Plantas que contienen Eu y su concentracion en las diferentes partes de

las plantas (Ulanowska et al., 2021).
5.1.1.1. Metodologias de extraccion para el Eu

Diversos métodos de extraccidn se utilizaron para la obtencion de Eu de su fuente
natural. Por ejemplo, el Eu se extrajo de los brotes del clavo de olor (Syzygium
aromaticum)) usando microondas, dando como rendimiento del 10 al 47.51 %

(Guntero et al., 2018) por destilacion por arrastre de vapor, dando como rendimiento
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7% (Martinez, 2015). por soxhlet, dando como rendimiento 5.4% (Martinez, 2015),
demostrando que las microondas representan un método adecuado. El Eu se
extrajo también del laurel amarillo (Nectandra leucantha) por extraccién de
disolventes con acetona y hexano, dando un rendimiento de 0.85% (Santana et al.,
2020). De albahaca dulce (Ocimum americanum) por tres métodos diferentes:
(Almeida & Meneses, 2015), destilacion por arrastre de vapor dando un rendimiento
0.033%, Soxhlet dando un rendimiento de 0.040% y destilacion directa con un
rendimiento de 0.020%. Comparando los rendimientos el método de Soxhlet es el

mejor.

5.1.2 DHDE

El DHDE se extrajo del laurel amarillo (Nectandra leucantha) por extraccion de
disolventes con acetona y hexano, dando un rendimiento de 1.6% (Santana et al.,
2020).

5.2. Sintesis de DHDE
5.2.1. Reaccién de acoplamiento oxidativo

La metodologia principal para la sintesis de DHDE implica el acoplamiento oxidativo
de dos moléculas de Eu. La reaccion de acoplamiento oxidativo es una reaccion
importante en la biosintesis de metabolitos secundarios. (Keseru & Nogradi, 2010).
Las reacciones de acoplamiento oxidativo dan lugar a la formacion de enlaces C-C,
implica la oxidacion del fenol por transferencia de electrones, dando lugar a un

radical ariloxi que luego se dimeriza (Figura 10) (Dewar & Nakaya, 1968).



FeCl3

1-naftol

OH OH

+

Figura 10. Reaccion de acoplamiento oxidativo de naftol catalizada por FeCls

Esta reaccion inicia con la eliminacién o pérdida de un atomo de H del fenol para
formar un radical. Requiere la captura del proton del fenol por el medio basico de la
reaccion y después la separacion o captura de un electrén del ion fenolato por el
agente oxidante. El radical tipo fenoxi esta estabilizado por deslocalizacion del

electron desapareado sobre las posiciones orto y para del anillo (Ege,2004).

Son Utiles cuando algunas de las posiciones del anillo del compuesto de partida
estan bloqueadas por sustituyentes de tal manera que solo se pueda obtener un

Unico producto con un buen rendimiento (Ege,2004).

5.2.1.1. Sintesis quimica convencional de DHDE

El DHDE se obtuvo mediante una reaccion de acoplamiento oxidativo a partir de Eu
utilizando el ferrocianuro de potasio KzFe(CN)s como agente oxidante. Este método

fue primeramente informado por D Farias (1988) que obtuvo el DHDE con un 98 %
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de rendimiento (D Farias 1988) y Calia y colaboradores (2015) obtuvieron DHDE
por este método obteniendo 90 % y Rodrigues y colaboradores (2016) lo obtuvieron

con 70 % de rendimiento (Figura 11).

H,CO =

H3CO
Z NH3 H20
K3(Fe(CN)6) HO
%
HO HO

H,0O:acetona 1:1

H,CO X

Figura 11. Sintesis de DHDE

El DHDE fue obtenido también a partir del Eu usando CuCI(OH) y trimetilendiamina
(CuCI(OH)/TMEDA) en diclorometano con un 79 % de rendimiento (Fujisawa et al

1999).

Marques y colaboradores (1998) obtuvieron DHDE por reaccion de acoplamiento
oxidativo de Eu usando permanganato de metiltributi amonio (MTBAP) en

diclorometano con un rendimiento de 55 % (Marques et al., 1998).

Ogata y colaboradores (2000) adicionaron al Eu previamente disuelto en piridina,
FeSO4 sdlido y perdxido de hidrogeno (H202) dando 35 % del DHDE (Ogata et al.,
2000).

El DHDE se puede obtener mediante una dehidrodimerizacion electroquimica,
usando un electrodo de carbon vitreo-reticulado con un rendimiento de 80%

(Goswinus et al., 2019) usando metanol como disolvente.

El DHDE se obtuvo mediante una reaccion catalizada con una serie de oOxidos
mixtos TiO2-ZrO preparados por el método sol-gel. En el cual el Eu se disuelve con
piridina y se mezcla con el catalizador 6xido de titanio zirconiosulfatado y con el
agente oxidante (H20). La reaccion se lleva a cabo en una temperatura de 60°C.

Dando un rendimiento del 61 al 97 % (Tursiloadi et al., 2017). Esta reaccién se ve
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favorecida por la reaccién de dimerizacién para formar radicales. La funcién del
catalizador es descomponer los compuestos de H»>O. que estan unidos al
catalizador metélico. Estos metales actian como un medio de almacenamiento de
electrones de H20: perdiendo asi estabilidad y convirtiéendose en dos compuestos
(Tursiloadi et al., 2017)

5.2.1.2 Sintesis biocatalizada de DHDE

La sintesis biocatalizada para la obtencion de DHDE parte de Eu usando
peroxidasas o lacasas, estas enzimas pueden usarse como preparados enzimaticos
y enzimas puras. A continuacion se describen la sintesis de DHDE usando estas

enzimas.

5.2.1.2.1. Lacasa

La mejor metodologia para la obtencién por biocatalisis del DHDE es la descrita por
Llevot y colaboradores (2016) donde se trato al Eu previamente disuelto en acetona-
buffer de acetato y la lacassa de Trametes versicolor, se considerd que este es el
mejor método biocatalizado debido que el rendimiento es el mas alto de los métodos

gue se mencionan (87%) (Llevot et al., 2016).

Lee y colaboradores (2016) idearon un método para incrementar la cantidad de
compuestos bioactivos por fermentacion del extracto de Syzygii Flogs con lacasa
de Trametes versicolor (LTV), el andlisis por HPLC del extracto resulté en un

decremento de Eu y un incremento DHDE después de la fermentacién

5.2.1.2.2. Peroxidasa

Krawczyk y colaboradores (1990) usaron peroxidasa de rdbano picante (HRP) y
H20> en metanol/buffer de fosfato pH 6 con un rendimiento de 80 % (Krawczyk et
al, 2011).
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Bouhlel y colaboradores (2012) obtuvieron DHDE a partir de Eu usando HRP a pH
7y H20, produciendo un 94 % de rendimiento (Bouhlel et al.,2012)

El DHDE partiendo del Eu usando la peroxidasa obtenida de los tallos de Choy sum

(Brassica juncea) (Figura 12) da un rendimiento del 10 % (Anita et al., 2015).

H,CO >

H,CO
/ crude Brassica juncea
HO
—>
HO HO
H,O pH = 6-7
H3CO

Figura 12. Sintesis de DHDE por peroxidasa de Brassica juncea

Sanchez y colaboradores (2018) realizaron la sintesis de DHDE partiendo de Eu y
usando extractos de Ficus indica con actividad peroxidasa usando diferentes
concentraciones de H202, los mejores resultados se obtuvieron usando cantidades

equivalentes de extracto y H-O2 con un 48 % de rendimiento (Sanchez et al., 2018).

El DHDE se obtuvo mediante una biotransformacion del Eu que fue biocatalizada
por callos y cultivo celular de alfalfa, frijol, cilantro, matarique, melén, zanahoria,
capulin, mamilaria y trompetilla produciendo DHDE los rendimientos se muestran

en la siguiente tabla 3 (Hernandez et al., 2011).

Planta % rendimiento de callo % rendimiento de la
suspensién

Alfalfa (Medicago sativa 35.81 15.02

L.)

Frijol (Phaseolus 24.45 30.35
vulgaris)

Cilantro (Coriandrum 3.22 0.24
sativum)

Matarique (Psacalium 16.79 33.14
peltatum)
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Melén (Cucumis melo) 23.21 27.61

Zanahoria (Dacus carota) 4.39 0.27
Capulin (Prunus 5.53 3.50
serétina)

Mammillaria 8.29 15.99

(Mammillaria
Huitzilopochtli)
B. Ternifolia 5.83 10.17

Tabla 3. Plantas que se utilizaron para la sintesis, el porcentaje del callo y el

porcentaje del rendimiento del DHDE (Hernandez et al., 2011).

Jae et al (2012) sintetizaron DHDE por conversion de Eu usando células vegetales
de Kalopanax pictus (KACs) produciendo 16 m/L de DHDE (Jae et al, 2012).

6. Actividad biologica de los fenilpropanoides: Eu y DHDE
6.1 Eu
6.1.1 Toxicidad

El Eu provoca lesiones causticas o quemaduras superficiales cuando es colocado
en forma directa y en altas concentraciones en tejidos blandos (Gonzalez, 2002). La
ingesta oral durante 15 dias causa algunos cambios en la quimica disfunciones
sanguinea, provocando un aumento de alanina, aspartato aminotransferasa y
bilirrubina (Mohammadi et al., 2017).

El Eu en estudios in vitro como in vivo ha reportado diferentes tipos de toxicidad
como dermatitis, reacciones alérgicas, hepdaticas, coagulacion intravascular

diseminada, hipoglicemia severa, dafio directo al tejido. (Gonzélez, 2002)

En un estudio realizado por Fujisawa y colaboradores (2001) el tratamiento con el
Eu en membranas de mucosas orales, muestra hiperqueratosis, paragueratosis,
edema celular, inflamacion cronica, pleomorfismo e hipercromatismo de las células
(Fujisawa et al., 2001).

Ademas, el Eu puede causar irritacién y alergia. Ha habido informes de dermatitis

alérgica de contacto, que se presenta como eccema de manos de trabajadores de
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odontologia como dentistas o asistentes dentales (debido al uso de Eu en
odontologia), asi como gingivitis alérgica de contacto o sindrome de boca ardiente
(Ulanowska et al., 2021).

6.1.2 Actividad antibacteriana del Eu

El Eu demuestra propiedades antibacterianas contra muchas especies, como
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli, esta cualidad
antimicrobiana se ha atribuido al grupo OH libre en su estructura. Contra las
bacterias gram-negativas, se cree que el Eu actia dafando la membrana
citoplasmatica; al ser una molécula hidréfoba, puede penetrar facilmente la
membrana celular de lipopolisacarido y entrar en el citoplasma. Una vez presente
en la célula, puede causar alteraciones en la estructura celular, dando como

resultado la fuga de componentes intracelulares (Ulanowska et al., 2021).

En Enterobacter aerogenes, se propone que el grupo hidroxilo del Eu inhibe la
accion de la proteasa, la histidina carboxilasa y la amilasa al unirse a ellas
(Marchese et al.,2017; Devi et al., 2010). De manera similar, se reporta que el Eu
inhibe potencialmente la actividad de la ATPasa unida a la membrana en
Escherichia coliy Listeria monocytogenes (Gill & Holley, 2006). También demuestra
efectos sinérgicos con los antimicrobianos convencionales (Mak et al.,2019).
Ademas, se cree que el Eu es capaz de producir especies reactivas de oxigeno
(ROS) intracelulares, que pueden causar la muerte celular al inhibir el crecimiento

celular, alterar la membrana celular y dafiar el ADN (Hyldgaard et al.,2012).

Se descubrio que el Eu inhibe el crecimiento de aislados humanos de Streptococcus
agalactiae (EGB planctonico, cepa de estreptococos del grupo B), incluidos los
resistentes a la eritromicina y la clindamicina (Perugini Biasi-Garbin et al., 2015).

Después de una incubacion de cinco horas con Eu al 0,125% y al 0,5% las células
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plancténicas de GBS se demostrd una fuga de proteinas y lipidos del citoplasma y

una ruptura de la membrana celular (Ulanowska et al., 2021).

El Eu tiene actividad sinérgica con varios antibiticos, como vancomicina, penicilina,
ampicilina y eritromicina, y la combinacion de estos compuestos permite una
reduccién en los valores de concentraciéon minima inhibitoria (CIM) de 5 a 1000
veces en comparacion con los valores de CIM de compuestos individuales usados
solos. Ademds, el Eu potencia la accion de la lisozima, el Triton X-100 y el
dodecilsulfato sodico, que se utilizan para dafar las membranas de las células
bacterianas. La administracion masiva de antibidticos es un problema global grave,
ya que promueve la propagacién de cepas de patdégenos resistentes a los
antibidticos, por lo que limitar su uso al compuesto natural como el Eu parece ser

una potencial solucion (Hemaiswarya & Doble, 2009).

El Eu posee actividad antimicrobiana contra Klebsiella pneumoniae resistente a los
carbapenémicos (CRKP) (Qian et al., 2020). Klebsiella pneumoniae es un patdégeno
muy peligroso que representa un riesgo para humanos y animales debido a su
resistencia a agentes antimicrobianos y antibioticos (Ulanowska et al., 2021). La
concentracion inhibitoria minima de Eu se determina mediante el método de dilucion
en agar y la CIM frente los CRKP fue de 0.2 mg/mL. El mecanismo antimicrobiano
del Eu es el dafio a la membrana celular: ruptura de la membrana celular e
hinchazoén de las células, hiperpolarizacion de la membrana celular y aumento de la

permeabilidad de la membrana celular (Qian et al., 2019).
6.1.3. Actividad antiviral del Eu

Ademas de sus importantes propiedades antibacterianas, el Eu también ha
demostrado poseer actividad antiviral; actda sinérgicamente con aciclovir en la
inhibicién del virus del herpes in vitro y contra el HSV-1 y el HSV-2 (virus del herpes
simple 1/2) al prevenir la replicacion viral y limitar la infeccion viral (Ulanowska et
al., 2021).
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6.1.4. Actividad antifungica del Eu

Asimismo, se ha descubierto que el Eu posee actividad antifungica contra una
variedad de cepas fangicas in vitro, incluidas Candida albicans, Aspergillus niger,
Penicillum glabrum, Penicillum italicum, Fusaria oxysporum, Saccharomyces
cerevisiae, Trichophyton mentagrophytes, Lenzites betulina, Laetiporus sulfurous y
Trichophyton rubrum. En el caso de los hongos, se cree que el Eu altera la funcion
de la membrana celular, inhibe los factores de virulencia y previene la formacién de
biopeliculas fangicas (Marchese et al., 2017; Batiha et al., 2020; Mak et al., 2019;
Ulanowska et al., 2021).

Sharifzadeh y Shokri (2021) investigaron el potencial efecto antifungico del Eu
usando y el voriconazol in vitro contra cepas de Candida aisladas del tracto
reproductivo de yeguas. Los valores de CIM para el Eu fueron de 400 a 800 pug/mL
para Candida tropicalis y de 200 a 400 pg/mL para Candida krusei. Se observaron
efectos sinérgicos de Eu y voriconazol para Candida tropicalis (83,3 %) y Candida
krusei (77,7 %), y no se produjo actividad antagonista. En consecuencia, el Eu es
un agente antifungico potencial disefiado para combatir la levadura Candida genital.
Ademas, la terapia combinada de Eu y voriconazol puede resultar eficaz en la
resistencia antimicrobiana en yeguas con candidiasis genital (Sharifzadeh & Shokri,
2021; Ulanowska et al., 2021).

En el estudio de Leite y colaboradores (2013), el Eu mostr6 un porcentaje de
inhibicién del 17. 34% frente a Trypanosoma cruzi y para Leishmania brazilensis

40%, utilizando una concentracién de 100 pg/ mL (Leite et al., 2013).

6.1.5 Actividad antiinflamatoria y antinociceptiva de Eu

El Eu es un popular analgésico y anestésico utilizado en la practica dental. En
cuanto a su capacidad antiinflamatoria, se ha demostrado que el Eu inhibe la
expresion de sintasa de 6xido nitrico inducible (iNOS) y ciclooxigenasa-2 (COX-2),

asi como de citocinas proinflamatorias como éxido nitrico (NO), interleucina 1 beta
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(IL-1B) e interleucina 6 (IL-6) en cultivo celular de macr6fagos RAW264.7 (Li et al.,
2006; Mernak et al., 2019; Santana et al., 2020). Ademas, el Eu disminuye la
expresion de factor nuclear kappa (NF-kB) y la liberacion de factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a) en macréfagos alveolares de ratones estimulados con LPS. In
vivo, el Eu reduce la inflamacién pulmonar y sistémica, la liberacion de citocinas
proinflamatorias como IL-1(, IL-6 asi como la expresién de iNOS. Estos resultados
sugieren que el Eu reduce la inflamacion de los pulmones inducida por LPS

mejorando su funcién pulmonar.

La evidencia sugiere que el Eu tiene la capacidad de inhibir la produccién de aniones
superoxido en los neutréfilos al inhibir la ruta de fosforilacion de
Raf/MEK/ERK1/2/p47 (das Chagas Pereira de Andrade & Mendes, 2020). También
se sabe que es un inhibidor de mediadores proinflamatorios, incluidos IL-1 y e IL-6,
TNF-a, prostaglandina E2 (PGEZ2), se observa una mayor expresion de iNOS y de
COX-2, NF-kB y leucotrieno C4 y 5-lipoxigenasa (5-LOX) (das Chagas Pereira de
Andrade & Mendes, 2020). Su actividad antiinflamatoria se asocia con la prevencion
de la quimiotaxis de neutréfilos/macrofagos y la inhibicion de la sintesis de
neurotransmisores inflamatorios, como las prostaglandinas y los leucotrienos
(Pytko-Polonczyk & Muszynska , 2016; Ulanowska et al., 2021).

Los estudios de bioinformatica in silico realizados por Das Chagas Pereira de
Andrade y Mendes 2020, encontraron que el Eu inhibe tanto la COX-2 como la 5-
LOX (das Chagas Pereira de Andrade & Mendes, 2020).

En cuanto al efecto antinociceptivo promovido por el Eu, se sabe que este
compuesto administrado por via oral (10 mg/kg) disminuye el numero de
contorsiones abdominales inducidas por la administracion de acido acético (Park et
al., 2011). Ademas, la administracion aguda o cronica de Eu por via oral (10 dias)
disminuye las conductas nociceptivas en la fase | y Il de la prueba de formalina (Park
et al., 2011; Ghofran et al., 2019). En este contexto, la administracién de yombina,
un agonista de los receptores alfa-dos adrenérgico, o la noaloxona, un agonista no

selectivo de los receptores opioides, atendan el efecto antinociceptivo inducido por
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Eu en la prueba de acido acético (Park et al., 2011). Sin embargo, la administracion
de metisergida, un antagonista de receptores serononiérgicos, no afecta la
antinocicepcion inducida por Eu en la prueba de acido acético (Park et al., 2011).
Estos resultados sugieren que el Eu, muestra efecto antinociceptivo en varios
modelos de dolor, como lo son: el dolor visceral e inflamatorio. Ademas, el efecto
antinociceptivo inducido por Eu es mediado por la activacion de receptores alfa-2
adrenérgicos y receptores opioidergicos, pero no los receptores serotoninérgicos
(Park et al., 2011).

Si bien se sabe que el Eu tiene propiedades antioxidantes y antiinflamatorias en
dosis bajas, puede producir un efecto prooxidativo en concentraciones mas altas, lo
gue da como resultado la formacion de radicales libres. Ademas, muchos estudios
han demostrado que la administracion de altas concentraciones de aceite de clavo
puede aumentar el numero de rupturas de ADN en células de fibroblastos humanos

normales (Tammannavar et al., 2013; Raja et al., 2015; Fathy et al., 2019).

6.1.6 Actividad antioxidante del Eu

El Eu es un popular antioxidante e inhibidor de la monoaminooxidasa (MAO), y
también se sabe que presenta propiedades neuroprotectoras (Kabuto et al., 2007).
El Eu elimina los radicales libres, inhibe la generacion de especies reactivas de
oxigeno, previene la produccion de formas reactivas de nitrdgeno, aumenta el
potencial citoantioxidante y protege la funcién del ADN microbiano y las proteinas
(Ulanowska et al., 2021). El Eu también puede ayudar a reparar el dafio oxidativo,
eliminar moléculas dafiadas y prevenir mutaciones que podrian convertirse en
cancer (Tammannavar et al., 2013; Khalil et al., 2017; Pavithra, 2014). El potencial
papel antioxidante del Eu se ha atribuido a su estructura, que le permite fijar

radicales fenoxilo al recibir a&tomos de hidrégeno donadores (Gulgin, 2011).

Tanto el aceite de clavo como el Eu demuestran un fuerte potencial antioxidante.
Pérez- Rosés y colaboradores (2016) encontraron que ambos tienen una fuerte

capacidad de eliminar radicales en la prueba de DPPH (2,2- difenil-1-picrilhidrazilo)
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(la concentracion inhibitoria 50 (Clso) = 13,2 ug/mL para el aceite de clavo, mientras
que para el Eu es la Clsp = 11,7 uyg/mL. Asimismo, el Eu inhibe la produccién de
especies reactivas de oxigeno (ROS) en neutréfilos humanos estimulados con
forbol 12-miristato 13-acetato (Clso = 7,5 pyg/mL para aceite de clavo, mientras que
para el Eu la Clsp = 1,6 ug/mL), con H202 (Clso = 22,6 ug/mL para aceite de clavo,
mientras que para el Eu la Clsp =27,1 pg/mL). También, el aceite de clavo y el Eu
inhiben la produccién de 6xido nitrico (Clso = 39,8 ug/mL para aceite de clavo; 19,0
pug/mL para Eu) y demuestran una alta inhibicién de la mieloperoxidasa (MPO) en
leucocitos humanos (Clso = 16,3 pg/mL para aceite de clavo; 19,2 ug /mL para Eu)
(Pérez- Roseés et al., 2016; Ulanowska et al., 2021).

6.1.7 Actividad anticancerigena del Eu

El Eu induce la apoptosis en células de leucemia promielocitica humana (HL-60) a
través de un mecanismo dependiente de ROS y mitocondrias, lo que sugiere que
podria tener propiedades quimiotacticas inductoras de apoptosis (Yoo et al., 2005;
Ulanowska et al., 2021).

La evidencia sugiere que el Eu puede afectar a las células cancerosas como un
antioxidante, previniendo mutacion y como un prooxidante, influenciando en las vias
de sefalizacion y en la muerte de las células cancerosas. Los mecanismos de
accion responsables incluyen; 1) la inhibicion de la activacion de NF-kB; 2) la
regulacion negativa de la sintesis de prostaglandinas, 3) la reduccion de la actividad
de la COX-2, 4) la detencion del ciclo celular en la fase S; y 5) la muerte celular
apoptética, al reducir los niveles de citoquinas inflamatorias (Fangjun y Zhijia, 2018;
Fathy, et al., 2019; Ulanowska et al., 2021). Fangjun y Zahijia (2018) sugieren que
el Eu tiene propiedades quimioterapéuticas contra el cancer de pulmén humano. Un
estudio in vitro realizado en fibroblastos de pulmén embrionario humano MRC-5 y
células de adenocarcinoma de cancer de pulmén A549 encontré que el Eu en dosis
bajas interfiere en la migracion e invasion de células cancerigenas, inhibiendo la
viabilidad de las células de pulmoén y previniendo la metastasis a través de la via

PI3K/Akt (una via de sefializacién intracelular involucrada en la regulacién del ciclo
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celular) e inhibiendo la actividad de MMP matriz metaloproteinasa (MMP). También
el Eu mostré efectos citotoxicos contra células normales y células de cancer de
pulmén a dosis mas altas (1000 uM) (Fangjun & Zhijia, 2018; Ulanowska et al.,
2021).

En modelos animales de cancer, el Eu inhibe la proliferacion de células cancerosas
de mama (Al-Sharif & Aboussekhra, 2013), asi como la proliferaciéon de células de
melanoma (Ghosh et al., 2005). Asimismo, el Eu inhibe el crecimiento de un
adenocarcinoma mamario murino (Mandal et al., 2010). Los datos anteriores
sugieren que el Eu podria ser un candidato prometedor para la quimioprevencion o

como tratamiento para el cancer.

También, el Eu aumenta la actividad citotoxica y proapoptoética del cisplatino, un
farmaco citostatico, tanto en estudios in vivo como in vitro sobre tumores de mama
triple negativos (Islam et al., 2018). El Eu inhibe a las células madre del cancer de
mama por parte del cisplatino al inhibir la actividad del aldehido deshidrogenasas
(ALDH) y las células iniciadoras de tumores positivas para ALDH y mejora la
inhibicidn de la via de sefializacion de NF-kB (Islam et al., 2018). Estos resultados
sugieren que la terapia combinada basada en Eu y cisplatino puede ser una terapia
eficaz para los tumores de mama triple negativos (Islam et al., 2018; Ulanowska et
al., 2021).

De manera similar, el Eu parece aumentar la sensibilidad de la linea celular humana
inmortal de cancer de cuello uterino (células HelLa) al cisplatino (Fathy et al., 2019).
Se observé una mayor inhibicion con la co-administracion de cisplatino+Eu en todas
las concentraciones evaluadas en comparacion con las células tratadas solo con
cisplatino (Fathly et al., 2019). Estos resultados sugieren nuevamente que la
combinacion de estos farmacos aumenta su eficacia (Fathly et al., 2019; Ulanowska
et al., 2021).
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6.2 DHDE

6.2.1 Toxicidad

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la Organizacién para la Agricultura y
la Alimentacion (FAO) proponen que la diaria aceptable de DHDE es de 2,5 mg/kg
de peso corporal para humanos (Lai et al., 2014). Ademas, estudios realizados in
silico predicen que el DHDE no presentan propiedades mutagénicas,
carcinogénicas, genotoxicas y presenta una baja toxicidad oral en roedores (DLso
1.9 g/Kg) (Greco et al.,, 2017). El DHDE produce una leve hiperqueratosis y
paraqueratosis cuando es administrado via oral en la mucosa de ratones, sin
embargo, la forma o disposicion de los niveles basales de las células fueron

normales (Fujisawa et al., 2001).

6.2.2 Actividad antimicrobianay parasitaria del DHDE

Se ha demostrado que los fenilpropanoides afectan la permeabilidad de la
membrana plasmatica de las bacterias (Greco et al. 2017). En un estudio reciente,
el DHDE mostré efecto antiparasitario contra los amastigotes de Tripanosoma cruzi
con una Clsp de 15.1 pM, y para los tripomastigotes una Clso de 11.5 uM (Greco et
al. 2017). Este compuesto altera la permeabilidad de la membrana plasmatica,
generando poros, provocando la salida extravasacion de iones, agua y glucosa a
través de la bicapa lipidica, induciendo la muerte del parasito (Kaminski, 2014;
Greco et al. 2017). EI DHDE al poseer un grupo hidroxilo libre en el anillo aromatico
ejerce el efecto antiparasitario y potencia la actividad antitripanosémica contra los
tripomastigotes y amastigotes (Greco et al. 2017). Lo anterior sugiere que el

compuesto DHDE podria ser un prometedor agente antiparasitario contra T. cruzi

Rodrigues y colaboradores (2016) reportaron la actividad antiparasitaria del DHDE

contra las formas promastigotas de Leishmania,amazonensis con una Clsode 42.20
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pg/ml, inhibiendo el crecimiento del parasito (Rodrigues et al., 2016). En otro
estudio el DHDE present6 actividad anti-leishmaniasis frente a tres cepas diferentes
de promastigotes de Leishmania; 1) L. amazonensis con una Clsode 148 pg/mL, 2)
L. braziliensis Clso 150 pg/mL, L. chagasi Clso >250ug/mL (Morais et al., 2009),

mostrando mejor efecto frente a L. amazonensis.

6.2.3 Actividad antiinflamatoria y antinociceptiva del DHDE

El DHDE (20 y 50 pg/mL), inhibi6 la liberacién de NO y la expresién génica de IL-1f3
e IL-6 en células RAW 264.7 estimuladas con lipopolisacéaridos (LPS) (Santana, et
al., 2020). También, el DHDE (10 mg/kg) redujo el nimero de células inflamatorias
pulmonares y las concentraciones pulmonares de IL-4, IL-13, IL-17 e IL-10 en
ratones BALB/c sensibilizados con ovoalbumina (OVA) (Santana et al.,2020). El
efecto antiinflamatorio se asocié con la inhibicion de las vias JNK, p38 y ERK1/2,
VAChT y STAT3/SOCS3 (Santana et al.,2020). Asimismo, el tratamiento con DHDE
(10 mg/kg) redujo los niveles de IL-17 y de neutrdfilos en el liquido de lavado
broncoalveolar (BALF) (Santana et al.,2020).

Ponci y colaboradores (2020) realizaron un estudio, en el cual se utilizaron ratones
BALB/c sensibilizados con (OVA) a los cuales se les administré DHDE (20 mg/kg,
i.p/4 dias), donde el DHDE fue capaz de reducir las concentraciones de eosindfilos
y neutrofilos en BALF. Los posibles mecanismos que participan en el efecto
antiinflamatorio del DHDE son 1) su capacidad antioxidante, reduciendo los niveles
de ROS y promoviendo la reduccion de la inflamacion pulmonar y la hiperreactividad
de las vias respiratorias, y 2) su union al receptor de hidrocarburo de arilo, un factor
de transcripcion activado por ligando favoreciendo la liberacion de IL -22, I1L-25, IL-

33y la produccién de ROS en el asma (Ponci et al.,2020).

El factor nuclear kappa B (NF-kB) es un factor transcripcional que regula las
respuestas inflamatorias y la expresién de citoquinas inflamatorias (Murakami et

al.,2003). La activacion excesiva del NF-kB puede producir trastornos inflamatorios,
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como el asma, y trastornos autoinmunitarios como la artritis reumatoide. En este
sentido, el DHDE a una concentracion de 500 uM inhibio la activacion de NF-kB y
la produccién de citoquinas inflamatorias en las células RAW 264.7 estimuladas por
LPS (Murakami et al.,2003).

Por otra parte, Peana y sus colaboradores (2004), analizaron el efecto
antinociceptivo del DHDE (50mg/kg) en ratas, donde el DHDE disminuyé el nUmero
de contracciones abdominales inducidas por la administracion de &acido acético

(Peana et al., 2004), sugiriendo que el DHDE posee actividad antinociceptiva.

De acuerdo con los datos y a los estudios analizados, el DHDE es un potente agente

antiinflamatorio y posiblemente antinociceptivo.

6.2.4 Actividad antioxidante del DHDE

Los antioxidantes actian como agentes estabilizadores de radicales libres,
inhibiendo la peroxidacion lipidica (Guntero et al., 2018). Se informa que las
especies reactivas de oxigeno activo como los radicales hidroxilo (-OH), los
radicales anion superoxido y el oxigeno singulete, participan en la induccion de la
peroxidacion lipidica (Taira et al., 1993). Este proceso, esta involucrado en el
desarrollo de varias enfermedades comunes, como la aterosclerosis y los trastornos

neurodegenerativos, como el Alzheimer (Guntero et al., 2018).

Se sabe que un gran numero de moléculas naturales que tienen propiedades
antioxidantes son compuestos fendlicos: fenoles acidos o flavonoides y sus esteres.
(Ogata et al., 2000). El potencial efecto antioxidante de los compuestos fendlicos
depende de la estructura quimica, en particular, la deslocalizacidén de electrones en

el nacleo aromatico (Ogata et al., 2000).

Ogata y colaboradores (2000) analizaron la peroxidacion lipidica in vitro utilizando
espectrometria de resonancia de espin de electrones (ESR) para ver si eliminaban
directamente las especies reactivas de oxigeno o si actuaban como antioxidantes

rompiendo cadenas de radicales libres. Se demostré que el DHDE fue capaz de
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atrapar O> e inhibir la peroxidacién lipidica a nivel de la propagacién de la reaccién

en cadena de radicales libres (Ogata et al.,2000).

Estudios realizados por Fujisawa y colaboradores (2004 y 2007), demostraron que
el DHDE mostr6 efecto antioxidante a través de la prueba de 1,l1difenil-2-
picrilhidrazilo (DPPH) con una concentracion efectiva (ECso) de 0.015 mM (Fujisawa
et al., 2004) y una Clso de 0.030 mM (Fujisawa et al.,2007).

El método de fosfomolibdeno es un método espectrofotométrico que se utiliza para
la determinacién cuantitativa de la capacidad antioxidante, se basa en la reduccién
de Mo(VIl) a Mo(V) por el analito de la muestra y la posterior formacién de un
complejo de fosfato verde/ molibdeno (V) (Prieto et al., 1999). En esta linea, el
DHDE mostr6 actividad antioxidante con este método, donde la concentracion de
2mM presentd un valor de 13.7, mientras que con la concentracion de 8 mM se
obtuvo un valor de 38.4, sugiriendo que DHDE posee actividad antioxidante
(Guntero et al., 2018).

De acuerdo con los datos y a los estudios analizados, el DHDE es un potente agente

antioxidante.

6.2.6 Actividad anticancerigena del DHDE

Ghosh y colaboradores (2005) demostraron que el DHDE disminuye el crecimiento
de melanoma a través de la inhibicion de la actividad transcripcional E2F1, que esta
relacionado con la reparacion del ADN vy la apoptosis (Ghosh et al., 2005). Nangia-
Makker y colaboradores (2007) mostraron que el DHDE inhibe el crecimiento
tumoral y la angiogenes en células MDA-MB-231 de cancer de mama (Nangia-
Makker et al., 2007).

En un estudio realizado en ratones, el DHDE (10 mg/kg/dos veces por semana/30
dias) inhibe el crecimiento tumoral, la extension peritoneal y las macrometastasis
en el higado, el pulmén y el vaso inhibiendo la activacion de Calpaina-10 e

inhibiendo al receptor Arilhidrocarbono (Lai et al., 2014).
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El DHDE disminuye el crecimiento celular de 9 lineas celulares de melanoma
maligno humano (LCP, LCM, PNP, GR, WM266, 13443, SK, CN, Shcl2), donde las
dosis mas altas son capaces de inhibir el crecimiento celular en un rango de 40 a
60% (Pisano, 2007).

El DHDE tiene una excelente actividad citotoxica frente a la linea celular T47D de
cancer de mama con un Clsg de 3.989 pg/ mL, inhibiendo la proliferacion de las

células mediante apoptosis (Anita et al., 2015).

El DHDE mostré actividad citotoxica en células (HSG) de adenocarcinoma de
glandula submandibular humana utilizando una concentracién citotoxica (Ccso) de
689 uM (Fujisawa et al., 2007). Fujisawa y colaboradores (2007), demostraron que
el DHDE 300 pM inhibe la expresion génica de COX-2 inducida por LPS en células
RAW 264.7 de macrofago (Fujisawa et al., 2007). Ademés, el DHDE muestra
actividad citotoxica frente a la linea celular (HSG) de fibroblastos gingivales

humanos con una Ccsode 665.4 uM (Fujisawa et al., 2004).

Recientemente, Da silva y colaboradores (2021) demostraron que el DHDE elimino
el 100% de las células citotoxicas en la concentracion mas alta examinada, las
lineas estudiadas fueron: melanoma metastasico murino (B16F10Nex2) Clso de
21.4 £ 6.7 mg mL "1, melanoma humano (SKMEL-25) Clso de 34.2 + 3.1 mg mL -
1. macréfagos murinos inmortalizados (M@ Raw 264 metastasico,7) Clso de 29.3 +
1.9 mg mL !y endotelio umbilical humano (HUVEC) Clso de 57.8 + 8.8 mg mL * (Da
Silva et al., 2021).En conjunto, los datos anteriores sugieren que el DHDE al ser
agente citotoxico podria ser utilizado para el tratamiento del cancer, particularmente

de mama y melanoma.
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7. Conclusiéon

Todos los resultados reportados en esta revision bibliografica sugieren que el uso
de plantas medicinales pueden ser en una alternativa mas econdmica y de facil
acceso para tratamiento contra ciertas patologias, y pueden obtenerse de forma
natural y/o via de sintesis organica o catalitica. El Eu se obtiene con un mejor
rendimiento a través de la extraccion de una fuente natural como (Syzygium
aromaticum, Nectandra leucantha y Ocimum americanum), utilizando diferentes
metodologias como microondas y destilacion. En contraste el DHDE puede
obtenerse mediante procesos de sintesis. EI compuesto con el que se obtiene
mejores rendimientos es el DHDE. Los compuestos estudiados en este trabajo
poseen multiples actividades biologicas, el DHDE tiene mayor capacidad
antioxidante, ademas presenta una menor toxicidad y mayor actividad
antiparasitarias con respecto al Eu. Por su parte, el Eu posee mayor actividad
antimicrobiana, aunque presenta mayor toxicidad en comparacién con su dimero.
Ambos compuestos poseen actividad anticancerigena y antiinflamatoria.
Actualmente, varios estudios sustentan la actividad antinociceptiva del Eu; sin
embargo, son pocos los estudios que demuestran la potencial actividad

antinociceptiva del dimero.
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