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RESUMEN: El eugenol es un alilbenceno con actividad antiftingica, diversos estudios han demostrado su capacidad
de inhibir el crecimiento de Candida albicans. Se ha propuesto la formacién de aductos entre un derivado del eugenol
(2-metoxi-4-alilideno-2,5-hexadieno-1-ona) y glutation como un mecanismo de estrés oxidativo. Asimismo, otro deri-
vado del eugenol, epéxido de eugenol, tiene tedricamente la capacidad para formar aductos. Por lo tanto, este estudio
determind in silico las propiedades fisicoquimicas de estos aductos y su reactividad en microorganismos aerébicos. Se
encontrd que estos aductos tienen baja hidrofobicidad, por lo que, tendrian baja capacidad para atravesar membranas
biolégicas y por tanto una distribucién intracelular. Asimismo, las reacciones quimicas que originan estos aductos son
termodindmicamente favorables. Por tltimo, estos aductos son susceptibles a modificaciones quimicas en microorga-
nismos aerdbicos; estas reacciones podrian ser catalizadas por enzimas como el citocromo P450.

PALABRAS CLAVE: Aductos con glutatién; Candida albicans; derivados del eugenol.

ABSTRACT: Eugenol is an allylbenzene with antifungal activity, many studies have demonstrated its ability to inhibit
the growth of Candida albicans. The formation of adducts between a derivative of eugenol (2-methoxy-4-allylidene-
2,5-ciclohexadiene-1-one) and glutathione as a mechanism of oxidative stress has been proposed. Likewise, another
eugenol derivative, eugenol epoxide, theoretically has the capacity to form adducts. Therefore, this study determined
in silico the physicochemical properties of these adducts and their reactivity in aerobic microorganisms. It was found
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that these adducts have low hydrophobicity, therefore, they would have low capacity to cross biological membranes
and therefore an intracellular distribution. Likewise, the chemical reactions that originate these adducts are thermody-
namically favorable. Finally, these adducts are susceptible to chemical modifications in aerobic microorganisms; these
reactions could be catalyzed by enzymes such as cytochrome P450.

KEYWORDS: Adducts with glutathione; Candida albicans; engenol derivatives.

1. INTRODUCCION

En las dltimas décadas, la incidencia de las infecciones flingicas oportunistas ha aumentado. Entre los agen-
tes etiolégicos de micosis oportunistas mas frecuentes se tienen a los géneros Aspergillus, Candida y Cry-
ptococcus (Nucci et al., 2010; Garbee et al., 2017).

En los ultimos afios se ha reportado, en especies de Candida, un importante incremento en la resistencia a
algin antifungico (Sanguinetti et al., 2015). Por lo tanto, se hace evidente la necesidad de encontrar trata-

mientos alternativos y estrategias preventivas (Sanguinetti et al., 2015; Gongalves et al., 2016).

El eugenol es un alilbenceno (Figura [I)) obtenido a partir de diversas plantas medicinales y aromaticas,
siendo las mds representativas: Syzygium aromaticum, Myristica fragrans, Cinnamomum tamala, Zygium
aromaticum y especies del genero Ocimum (Charan-Raja et al., 2015). Diversos estudios han demostrado
sus propiedades antiftingicas (Charan-Raja et al., 2015; Kong et al., 2014). Sin embargo, atin no se ha es-

clarecido su mecanismo de accién (Charan-Raja et al., 2015; Kong et al., 2014; Abbaszadeh et al., 2014).

Estudios en Candida albicans, sugieren que el eugenol genera estrés oxidativo, peroxidacion lipidica,
disminucion de la concentracion de glutation reducido, disminucion de la actividad del glutatién peroxidasa
y niveles altos de actividad catalasa y peroxidasa (Khan ef al., 2011). Estos estudios sugieren que un derivado
del eugenol (Figura [T)), 2-metoxi-4-alilideno-2,5-hexadieno-1-ona (MAHO), podria unirse covalentemente
al glutatién reducido; lo cual contribuiria a las bajas concentraciones de este (Khan et al., 2011; Bolton et
al., 2014).
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A) eugenol B) epoxido de eugenol C) 2-metoxi-4-alilideno-2, 5-ciclohexadieno-1-ona

Figura 1: Candida albicans Fuente: Elaboracién propia.
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Por otro lado, el eugenol puede ser metabolizado a 2-metoxi-4-oxiranil-metilfenol (epéxido de eugenol)

mediante el citocromo P450, ya que el grupo alqueno del eugenol es susceptible a la epoxidacién (Luo
& Guenthner, 2001). Siendo el grupo epdéxido muy reactivo se esperaria encontrar uniones covalentes de
esta molécula con macromoléculas celulares (Luo & Guenthner, 2001). Sin embargo, no se han encontrado
niveles significativos de aductos de epéxido de eugenol con ADN o proteinas (Luo & Guenthner, 2001). Por
lo que, se sugirieron mecanismos de eliminacion de estos epdxidos; siendo uno de ellos la unién covalente
del epoxido de eugenol con el glutatién reducido (Figura [2)), esta reaccién serfa catalizada por la enzima
glutatién S-transferasa (Luo & Guenthner, 2001).

Figura 2: Estructura quimica del aducto producto de la unién covalente entre el epéxido de eugenol y glutation (estructura C).
Fuente: Elaboracién propia.

d -~
e 19
. ESTRUCTURA 2

ESTRUCTURA 1

Figura 3: Estructuras quimicas de los aductos productos de la unién covalente entre el
2-metoxi-4-alilideno-2,5-ciclohexadieno-1-ona y glutatién (estructuras 1 y 2). Fuente: Elaboracién propia.
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Las relaciones cuantitativas estructura-actividad (QSAR) son una serie de propiedades fisicoquimicas (como
area de la superficie topoldgica polarizada, refractividad molar, etc.) que permiten la prediccién tedrica del
comportamiento, asi como el potencial farmacolégico y toxicol6gico, de una determinada molécula en un

entorno bioldgico (Cherkasov et al., 2014).

El presente estudio determind las propiedades fisicoquimicas QSAR, utilizando softwares de acceso abierto,
de aductos de epdxido de eugenol (estructura C) y MAHO (estructura 1 y 2) con glutatién (Figuras 2]y [3);
asimismo, se estudi6 la reactividad de estos aductos en microorganismos aerébicos, utilizando el software
EAWAG-BBD. Esto permitird entender el comportamiento fisicoquimico de estos aductos y los posibles

mecanismos quimicos de biodegradacidn.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Propiedades fisicoquimicas

Se utilizé el software ChemAxon (Southan & Stracz, 2013; Fourches et al., 2010) para la determinacion
de las siguientes propiedades fisicoquimicas QSAR: drea de la superficie topoldgica polarizada (TPSA),
refractividad molar (RM), constante de disociacion acida (pKa), punto isoeléctrico, coeficiente de particién
(Log P), niimero de donantes y aceptores de hidrégeno, fraccién de carbonos hibridizados en sp> (FSP3),

volumen de van der Waals y drea superficial de van der Waals.

Ademads se utiliz6 el método de Joback (Fierro et al., 2016; Constantinou & Gani, 1994) para la
determinacion de la energia libre de Gibbs de formacion en condiciones estdndar de reaccion (AyG®), para

los calculos se utilizo6 la plataforma web Cheméo.

2.2. Reactividad

Para el estudio de la reactividad de los aductos, se utiliz6 el software EAWAG-BBD, el cual puede predecir
reacciones catabdlicas en microorganismos aerébicos. Este software reconoce grupos funcionales y predice

las reacciones metabdlicas mas probables (Sivakumar et al., 2017).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de las propiedades fisicoquimicas de los aductos se observan en la Tabla[I] De la misma ma-
nera, en la Tabla[2] puede observarse los resultados del pKa de cada uno de los grupos funcionales ionizables

de cada aducto.

Los valores obtenidos de TPSA, de estos aductos, indican baja capacidad para atravesar membranas ce-

lulares (Fernandes & Gattass, 2009). Por otro lado, las estructuras 1 y 2 presentan los mismos valores de
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Tabla 1: Propiedades fisicoquimicas de las estructuras C, 1y 2.

Propiedades fisicoquimicas Estructura C  Estructura 1  Estructura 2
FSP3 0.50 0.40 0.40
TPSA (A?%) 208.51 188.28 188.28
Refractividad molar (cm3/mol) 117.74 117.19 115.75
Donantes de hidrégeno 7 6 6
Aceptores de hidrégeno 10 9 9
Punto isoeléctrico 2.70 2.79 2.71
LogP -3.85 -2.72 -2.66
Volumen de van der Waals (A3) 425.84 409.66 409.92
Area superficial de van der Waals (10%2) 681.69 643.17 639.75
ArG® (KJ/mol) -694.43 -474.95 -469.77

Tabla 2: pKa de los grupos quimicos ionizables.

Grupos quimicos  Estructura C  Estructura 1  Estructura 2

_OH (1A) 1.81 1.81 1.80
_OH (2A) 3.60 3.78 3.63
_OH (3A) 10.16 10.08 10.02
NH2 (1B) 9.25 9.23 9.22
_NH (2B) 12.32 12.34 12.43
_NH(3B) 15.38 15.26 14.55
OH(4A) 14.69 — S

FSP3, lo cual indica igual niimero de carbonos en sp3; asimismo, diversos estudios han relacionado los va-
lores FSP3 con la solubilidad (Lovering et al., 2009). Por lo que estos aductos tendrian la misma solubilidad.

De la misma manera, resultados de RM indican que las estructuras C y 1 presentan valores similares, lo cual
se deberia a su similitud estructural; ya que la refractividad molar depende de la masa moral, densidad e
indice de refraccion (Malta de Sé et al., 2010). Teniendo en cuenta que las estructuras 1 y 2 poseen similar

composicion, la variacién en su RM podria deberse a diferencias en su densidad y/o indice de refraccion.

El volumen de Van der Waals y el drea superficial de Van der Waals dependen del valor que tome el radio
de Van der Waals (Zhao et al., 2003; Moorthy et al., 2012); por lo que, la estructura C tendria un radio de
Van der Waals mayor que las estructuras 1 y 2. Asimismo, la estructura C tendria una mayor drea y volumen
para interactuar con las moléculas de su medio.

Se considera al LogP como una medida de la hidrofobicidad de una molécula (Ensuncho et al., 2017); los
resultados indican que los aductos estudiados presentan baja hidrofobicidad. Por lo tanto, se esperaria que

dichos aductos no formen interacciones hidrofébicas con lipidos.
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La energia libre de Gibbs es una funcién de estado que determina la espontaneidad de una reaccién quimica
(Chang, 2008). Todos los aductos estudiados presentan una energia libre de Gibbs de formacion (AyG®)
negativa, en condiciones estdndar de reaccion; lo cual indicaria que pueden formarse espontdneamente
(Chang, 2008). Siendo la estructura C, la mds favorable. Sin embargo, el método de Joback presenta una
serie de limitaciones, pues este método simplifica la estructura molecular, ademds los célculos se realizan
considerando que las reacciones se llevan a cabo a 25°C, 1 atm y 1 molar de concentracién de cada reactivo
(Fierro et al., 2016; Constantinou & Gani, 1994). Por lo tanto, estos resultados deben comprobarse experi-

mentalmente.

Los resultados del punto isoeléctrico indican que todos los aductos estudiados, en condiciones de pH fisio-
l6gico, se presentan como moléculas con carga. De la misma manera, los resultados de pKa de los grupos
ionizables indican que estos se ionizan en un amplio rango de pH. A un pH cercano a 7, todos los aductos
estudiados presentan dtomos cargados en sus grupos amino 1B (NH? 1B), hidroxilo 2A (OH 2A) e hidroxilo
1A (OH 1A). Por lo tanto, tendrian baja capacidad para atravesar membranas bioldgicas; esto concuerda con

los valores de Log P.

Todos los aductos estudiados presentan donantes y aceptores de hidrégeno, lo cual les permitiria formar
puentes de hidrégeno con las moléculas de su medio. Sin embargo, debido a esto tendrian baja capacidad

para atravesar membranas bioldgicas.

Por otro lado, un estudio in silico realizado en eugenol encontré que, de acuerdo a sus propiedades fisico-
quimicas, el eugenol es un buen candidato para farmaco; ya que posee buena absorcién y capacidad para
atravesar membranas bioldgicas. Esto debido a que su Log P es menor a 5, su TPSA es menor a 140 A?,
el nimero de donantes de hidrégeno que tiene es menor a 5, tiene menos de 10 4tomos de nitrégeno y oxi-
geno en su estructura, menos de 10 enlaces rotativos y una masa molecular menor a 500 Dalton (Absalan et
al., 2016).

En la Tabla [3|se resumen las principales reacciones catabdlicas de los aductos, puede observarse entre pa-

réntesis el tipo de compuesto formado en cada reaccion.

Asimismo, en las Figuras []y [5| pueden apreciarse los compuestos predichos por el software EAWAG-BBD,
derivados de la estructura 1. En las Figuras [0 [7] y [ pueden apreciarse los compuestos predichos por el
software EAWAG-BBD, derivados de la estructura C.

Asimismo, en las Figuras [9] [I0] [T1] y [12] pueden apreciarse los compuestos predichos por el software
EAWAG-BBD, derivados de la estructura 2.
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Tabla 3: Reacciones catabdlicas de los aductos.

Estructura C

Estructura 1

Estructura 2

Desaminacién oxidativa
en el carbono 2 (IC)
O-desalquilacién del
carbono 20 (ITIC)
Desaminacién oxidativa
en el carbono 7 (IVC)
N-desalquilacién oxidativa
en el carbono 5 (VC)
S-desalquilacién oxidativa
en el carbono 11 (VIIC)
S-desalquilacion oxidativa
en el carbono 10 (VIIIC)
Oxidacion del azufre a
sulféxido (VIC)
Oxidacién del grupo
hidroxilo 4A (IIC)

Desaminacién oxidativa
en el carbono 2 (IA)
O-desalquilacién del
carbono 20 (ITA)
Desaminacién oxidativa
en el carbono 7 (IIIA)
N-desalquilacién oxidativa
en el carbono 5 (IVA)
S-desalquilacién oxidativa
en el carbono 11 (VA)
S-desalquilacién oxidativa
en el carbono 10 (VIIA)
Oxidacion del azufre a
sulféxido (VIA)

Desaminacién oxidativa
en el carbono 2 (IB)
O-desalquilacion del
carbono 20 (IIB)
Desaminacién oxidativa
en el carbono 7 (VB)
N-desalquilacién oxidativa
en el carbono 5 (IVB)
S-desalquilacién oxidativa
en el carbono 13 (VIIB)
S-desalquilacién oxidativa
en el carbono 10 (VIIIB)
Oxidacion del azufre a
sulféxido (VIB)
Epoxidacion en el grupo
olefinico en la cadena
lateral (IIIB)

Entre paréntesis, el compuesto formado en cada reaccién

SRaes i h Mﬁﬁr

4 3
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Figura 4: Compuestos derivados del catabolismo de la estructura 1. Fuente: Elaboracién propia.
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Figura 6: Compuestos derivados del catabolismo de la estructura C. Fuente: Elaboracién propia.

Por otro lado, con respecto al catabolismo de los aductos en microorganismos aerébicos (Tabla 3)); se ob-

serva que todos los aductos son susceptibles a la desaminacion oxidativa en los 4&tomos de carbono 2y 7,

ademds son susceptibles a la eliminacién del grupo metilo en el carbono 20, con la resultante formacién de

un grupo hidroxilo. De la misma forma, todos los aductos son propensos a una N-desalquilacion oxidativa

en el carbono 5, a una oxidacidn del azufre a sulf6xido y a una S-desalquilacién oxidativa en los carbonos

10. Asimismo, se observa una S-desalquilacién oxidativa en los carbonos 11 de las estructuras 1 y C, y en

el carbono 13 de la estructura 2.
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Figura 8: Compuestos derivados del catabolismo de la estructura C. Fuente: Elaboracién propia.
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Figura 9: Compuestos derivados del catabolismo de la estructura 2. Fuente: Elaboracién propia.
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Figura 10: Compuestos derivados del catabolismo de la estructura 2. Fuente: Elaboracién propia.

Por ultimo, el enlace olefinico en la cadena lateral de la estructura 2 es susceptible a la epoxidacién; ademads,

el grupo hidroxilo en el oxigeno 7 de la estructura C es susceptible a la oxidacién.

Un estudio en eugenol determino que es susceptible a una epoxidacién, O-desalquilacién y a una hidroxi-
lacién alifdtica; ademads, estas reacciones serian catalizadas por el citocromo P450. Podemos observar que
estos resultados son similares a los presentados en este estudio (Absalan et al., 2016).

Las reacciones catabdlicas presentadas anteriormente pueden ser catalizadas por el citocromo P450
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Figura 11: Compuestos derivados del catabolismo de la estructura 2. Fuente: Elaboracién propia.
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Figura 12: Compuestos derivados del catabolismo de la estructura 2. Fuente: Elaboracidén propia.

(Guengerich, 2001; Guengerich & Munro, 2013; Isin & Guengerich, 2007). Asimismo, estudios sugieren
que estas reacciones se llevan a cabo en probablemente todos los seres vivos (Kim et al., 2007). Por tanto, es
posible que estas reacciones se lleven a cabo en Candida albicans tratada con eugenol, como un mecanismo

de desintoxicacion.
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4. CONCLUSIONES

Los aductos presentados en este estudio presentan poca capacidad para penetrar membranas bioldgicas, baja
hidrofobicidad, pueden formar puentes de hidrégeno, se presentan como moléculas cargadas a pH fisiol6gico
y las reacciones que los originan son termodinamicamente favorables. Por lo tanto, tendrian una distribucion
unicamente intracelular. Por otro lado, presentan grupos quimicos que podrian ser blanco de enzimas (como

el citocromo P450) y de esta manera estos aductos podrian ser eliminados o biotransformados rdpidamente.
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