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Todos los hombres, por naturaleza, desean saber. Asi nos lo
indica el amor a los sentidos; pues, al margen de su utilidad,
son amados por si mismos, y el mas apreciado, el de la vista.
En efecto, no solo por la accion, sino también en los
momentos de reposo, preferimos la vista, por decirlo asi, al resto
de los sentidos. Y la causa es que, de los sentidos, este es el que
nos hace conocer mas, y nos muestra mas diferencias.

Aristoteles. Metafisica |
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RESUMEN

El eugenol es un fenilpropanoide con actividad antifangica, siendo su actividad
anti-Candida ampliamente estudiada. Asimismo, se ha propuesto que el
eugenol genera estrés oxidativo y peroxidacion lipidica en Candida albicans.
Por otro lado, los productos de la peroxidacion lipidica son muy reactivos y
pueden formar aductos con otras moléculas. Por lo que, es factible la idea de
aductos de productos de la peroxidacion lipidica con derivados del eugenol
(epoxido de eugenol y quinona metilada). Este estudio determind que los
aductos de epo6xido de eugenol con derivados de la peroxidacion lipidica, son
termodinamicamente favorables. Asimismo, todos los aductos estudiados
poseen grupos quimicos que pueden ser metabolizados por el citocromo P450.

Palabras clave: Propiedades fisicoquimicas, eugenol, epoxido de eugenol,
quinona metilada.

ABSTRACT

Eugenol is a phenylpropanoid with antifungal activity, with its anti-Candida
activity being extensively studied. It has been proposed that eugenol generates
oxidative stress and lipid peroxidation in Candida albicans. The products of lipid
peroxidation are highly reactive and may form adducts with other molecules.
Therefore, the idea of adducts of lipid peroxidation products with eugenol
derivatives (eugenol epoxide and methylated quinone) is feasible. This study
determined that eugenol epoxide adducts with lipid peroxidation derivatives are
thermodynamically favorable. Also, all the adducts studied have chemical
groups that can be metabolized by cytochrome P450.

Key words: Physicochemical properties, eugenol, eugenol epoxide, methylated
qguinone.



INTRODUCCION

El eugenol es un fenilpropanoide con actividad antifungica. Se ha demostrado
la actividad anti-Candida del eugenol en Candida albicans, Candida glabrata y
Candida krusei. (Abbaszadeh, Sharifzadeh, Shokri, Khosravi y Abaszadeh,
2014., Carrasco et al., 2012., Charan-Raja, Srinivasan, Selvaraj y Mahapatra,
2015., Jianhua y Hai, 2009).

Diversos estudios han demostrado que el eugenol inhibe la biosintesis de
ergosterol en Candida albicans; siendo este mecanismo de accion similar al de
muchos antifungicos. (Ahmad, Khan, Manzoor y Khan, 2010., Charan-Raja et
al., 2015) Un estudio en cepas de Candida albicans, resistentes a fluconazol,
demostro que el eugenol inhibe la biosintesis de ergosterol. (Ahmad et al.,
2010)

Se realiz6 un estudio en el que se demostrd la capacidad del eugenol de
desestabilizar la membrana de Candida albicans; por lo que, se comprobé que
el eugenol, al igual que otros terpenoides, puede alterar la fluidez de la
membrana. (Zore, Thakre, Jadhav y Karuppayil, 2011)

Un estudio reciente ha demostrado la capacidad del eugenol de generar estrés
oxidativo en Candida albicans. Dicha investigacion demostré niveles altos de
sustancias reactivas al acido tiobarbitirico, como el malondialdehido (MDA),
este hecho demuestra la capacidad del eugenol de inducir peroxidacion lipidica
y estrés oxidativo en Candida albicans. (Khan et al., 2011)

Asimismo, el eugenol puede ser transformado a otros metabolitos, mediante el
citocromo P450. Entre las reacciones que puede catalizar el citocromo P450,
esta la epoxidacion, pudiendo transformar alilbencenos, como el eugenol, en
epoxidos. (Luo y Guenthner, 2001)

El 6xido de eugenol u epdxido de eugenol es una molécula altamente
electrofilica, asimismo, puede formar aductos con proteinas y ADN. (Luo y
Guenthner, 2001)

Por otro lado, se ha propuesto que la quinona metilada, un producto del
metabolismo de eugenol, puede reaccionar con diversas moléculas celulares,
como el glutation. (Khan et al., 2011)

Por dltimo, en la peroxidacion lipidica se generan productos secundarios que
suelen ser muy reactivos, siendo el mas abundante el MDA, y pueden formar
aductos con otras moléculas. (Ayala, Muiioz y Arguelles, 2014)



|. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1. IDENTIFICACION Y DESCRIPCION DEL PROBLEMA

En las dltimas décadas, con el advenimiento del sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA), el nUmero de pacientes inmunodeprimidos
ha ido en aumento. Por lo tanto, estarian en riesgo de contraer alguna infeccion
oportunista. Entre los causantes mas frecuentes de estas infecciones, se puede
mencionar a los hongos. Siendo los géneros Candida spp, Aspergillus spp y
Cryptococcus spp, los agentes mas frecuentes que causan infecciones
fungicas oportunistas. (Astekar, Bhatiya y Sowmya, 2016., Nucci, Queiroz-
Telles, Tobon, Restrepo y Colombo, 2010)

Candida albicans es una levadura cosmopolita que habita en las mucosas, es
inofensiva en pacientes inmunocompetentes. Pero, bajo condiciones de
inmunodepresion, puede ser muy virulenta. (Mayer, Wilson y Hube, 2013.,
Yapar, 2014) No obstante, la incidencia de Candida albicans en algunos paises
ha disminuido, al mismo tiempo la incidencia de otras especies de Candida se
incremento. (Yapar, 2014)

Asimismo, en los ultimos afios, la resistencia a los antifiingicos ha aumentado.
Lo que conlleva a un mayor riesgo de contraer alguna infeccion fangica
sistémica. (Arendrup, 2014., Casalinuovo, Di Francesco y Garaci, 2004.,
Sanguinetti, Posteraro y Lass-Florl, 2015) Por lo que, en las ultimas décadas,
diversos estudios han buscado tratamientos alternativos que reemplacen o
suplementen a los actuales. (Sanguinetti et al., 2015)

El eugenol es un alilbenceno extraido de diversas plantas medicinales y
aromaticas, principalmente de Myristica fragrans, Cinnamomum verum 'y
Zygium aromaticum. Diversos estudios han demostrado su actividad
anestésica, antioxidante, antimicrobiana, antihelmintica, antiinflamatoria,
anticancerigena y antifangica. (Charan-Raja et al., 2015., Kong, Liu, Li y Yang,
2014)

La actividad anti-Candida del eugenol ha sido demostrada. Por consiguiente, se
ha sugerido al eugenol como tratamiento para candidiasis. (Abbaszadeh et al.,
2014., Carrasco et al., 2012., Charan-Raja et al., 2015., Jianhua y Hai, 2009).

Diversos estudios han propuesto tres mecanismos de accion del eugenol en
Candida albicans: inhibicion en la sintesis del ergosterol (Ahmad et al., 2010),
estrés oxidativo (Khan et al.,, 2011) y dafio de la membrana celular. (Khan,
Ahmad y Cameotra, 2013., Rao, Zhang, Muend y Rao, 2010., Zore et al., 2011)

El epoxido de eugenol y quinona metilada son productos del metabolismo del
eugenol. Debido a su estructura quimica, estas moléculas tienden a ser muy



reactivas; tienen la capacidad de formar aductos con proteinas y ADN. (Bolton,
2014., Luo y Guenthner, 2001)

Una de las consecuencias del estrés oxidativo, en células eucariotas, es la
peroxidacion lipidica. Un estudio reciente ha demostrado la presencia de
peroxidacién lipidica en Candida albicans tratada con eugenol. (Khan et al.,
2011)

Por lo tanto, el presente estudio propone que una de las consecuencias de la
peroxidacién lipidica en Candida albicans, tratada con eugenol; es la formacion
de aductos de epodxido de eugenol y quinona metilada con productos de la
peroxidacion lipidica. Por lo que, se realizard un estudio in silico de las
propiedades fisicoquimicas y reactividad de estos aductos. Para tal fin se
utilizaran programas informéaticos.

1.2 FORMULACION DEL PROBLEMA
1.2.1 Problema general:

¢, Cudles son las propiedades fisicoquimicas de aductos de epoxido de eugenol
y quinona metilada en Candida albicans?

1.2.2 Problemas especificos:

1. ¢Cuales son las propiedades fisicoquimicas in silico del MDA, 4-HHE y 4-
HNE?

2. ¢Cual es la reactividad in silico del 4-HHE y 4-HNE, frente al citocromo
P4507?

3. ¢Cuales son propiedades fisicoquimicas in silico de los aductos de aductos
de epoxido de eugenol-MDA, quinona metilada-MDA, epoxido de eugenol-4-
HHE, quinona metilada-4-HHE, epo6xido de eugenol-4-HNE y quinona metilada-
4-HNE?

4. ¢Cudl es la reactividad in silico de los aductos de epo6xido de aductos de
epoxido de eugenol-MDA, quinona metilada-MDA, epéxido de eugenol-4-HHE,
quinona metilada-4-HHE, epdxido de eugenol-4-HNE y quinona metilada-4-
HNE, frente al citocromo P450?

5. ¢ Cual es el valor de la energia libre de Gibbs, de formacion y reaccién, para
los aductos de epoxido de eugenol-MDA, quinona metilada-MDA, epdéxido de
eugenol-4-HHE, quinona metilada-4-HHE, epdxido de eugenol-4-HNE vy
quinona metilada-4-HNE, mediante el método de Joback?

6. ¢, Como es el desplazamiento quimico in silico de *H RMN y **C RMN de los
aductos de epoOxido de eugenol-MDA, quinona metilada-MDA, epdéxido de
eugenol-4-HHE, quinona metilada-4-HHE, epoxido de eugenol-4-HNE vy
guinona metilada-4-HNE?



1.3 PLANTEAMIENTO DE LOS OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo General

Realizar un estudio de las propiedades fisicoquimicas de aductos de epodxido
de eugenol y quinona metilada en Candida albicans.

1.3.2 Objetivos Especificos

1. Determinar las propiedades fisicoquimicas in silico del MDA, 4-HHE y 4-
HNE.

2. Realizar un estudio in silico de la reactividad del 4-HHE y 4-HNE, frente al
citocromo P450.

3. Determinar las propiedades fisicoquimicas in silico de los aductos de epéxido
de eugenol-MDA, quinona metilada-MDA, epo6xido de eugenol-4-HHE, quinona
metilada-4-HHE, epoxido de eugenol-4-HNE y quinona metilada-4-HNE.

4. Realizar un estudio in silico de la reactividad de los aductos de epoéxido de
eugenol-MDA, quinona metilada-MDA, epoxido de eugenol-4-HHE, quinona
metilada-4-HHE, epoxido de eugenol-4-HNE y quinona metilada-4-HNE, frente
al citocromo P450.

5. Determinar el valor de la energia libre de Gibbs, de formacion y reaccion,
para los aductos de epdxido de eugenol-MDA, quinona metilada-MDA, epéxido
de eugenol-4-HHE, quinona metilada-4-HHE, epo6xido de eugenol-4-HNE vy
quinona metilada-4-HNE, mediante el método de Joback.

6. Realizar un estudio in silico del desplazamiento quimico de *H RMN y *C
RMN de los aductos de epoxido de eugenol-MDA, quinona metilada-MDA,
epoxido de eugenol-4-HHE, quinona metilada-4-HHE, epoxido de eugenol-4-
HNE y quinona metilada-4-HNE.

1.4 JUSTIFICACION
1.4.1 Justificacion tedrica

Estudiar la reactividad y las diferentes propiedades fisicoquimicas in silico de
aductos de epoéxido eugenol y quinona metilada con productos de la
peroxidacion lipidica en Candida albicans; contribuye a un mayor entendimiento
en el estudio de los derivados del eugenol, y conocer mas acerca del efecto
anti-Candida del eugenol.

1.4.2 Justificacion préactica



Conocer méas acerca del mecanismo de accion del eugenol en Candida
albicans, contribuye al desarrollo de nuevos farmacos para el tratamiento de
candidiasis.

1.4.3 Justificaciéon metodoldgica

Comprobar que la metodologia de investigacion usada en el estudio de la
reactividad y propiedades fisicoquimicas in silico de aductos de epodxido de
eugenol y quinona metilada con productos de la peroxidacion lipidica en
Candida albicans; representa un estudio adecuado y viable en el desarrollo de
nuevas dianas terapéuticas.

1.4.4Justificacion econdmica

Se considera que el eugenol y derivados poseen un potencial terapéutico,
pudiendo ser usado como antifingico. Lo que contribuiria a dar una solucion a
los actuales problemas de salud publica.

1.5 LIMITACIONES

Los resultados de este estudio presentan la limitacion de ser in-silico, por lo
gue dichos resultados deben ser confirmados experimentalmente.

II.LMARCO TEORICO
2.1 Bases Teoéricas

2.1.1 Candida albicans

Es una levadura cosmopolita que habita como parte de la microbiota
mucocutanea, genitourinaria y gastrointestinal. Suele ser inofensiva en
individuos inmunocompetentes. (Mayer et al., 2013., Yapar, 2014., De la Calle-
Rodriguez, Santa-Vélez, Cardona-Castro, 2012) El aumento de candidiasis
sistemas ha ido en aumento, en los ultimos afos, debido a la alta incidencia de
casos de VIH y enfermedades neoplasicas, el uso de corticoides y antibiéticos.
(Huaman-Reyes et al., 2014)

Candida albicans es una levadura dimorfica, posee dos estados en su
desarrollo: estado saprofito o levaduriforme y parasitario o filamentoso. (Pardi,
2002)

Los factores de virulencia de Candida albicans son: capacidad para
desarrollarse como comensal, capacidad de adherencia a células del
hospedero, secrecion de enzimas y dimorfismo. (Calle-Rodriguez et al., 2012.,
Mayer et al., 2013., Pardi, 2002)
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La infeccion por Candida albicans comprende cuatro etapas: Colonizacion,
infeccion superficial, infeccion profunda e infeccion diseminada. (De la Calle-
Rodriguez et al., 2012)

En la fase inicial se produce la adhesion de Candida albicans a las células
epiteliales, mediante adhesinas, asimismo, se liberan enzimas hidroliticas; por
altimo, en esta fase se forman las primeras hifas. (De la Calle-Rodriguez, et al.,
2012) En la segunda fase se degrada la matriz extracelular, mediante enzimas
hidroliticas de Candida albicans. Asimismo, continta la formacion de hifas.
(Calle-Rodriguez et al., 2012)

La infeccion profunda se genera por penetracion tisular, invasion vascular y
evasion de la respuesta inmune, por parte de Candida albicans. De la misma
manera, continda la formacion de hifas y secrecibn de enzimas. (Calle-
Rodriguez et al., 2012)

En la etapa final, Candida albicans infecta tejidos del hospedero, se adhiere al
endotelio y se propaga por todo el organismo. (Calle-Rodriguez et al., 2012)

2.1.2 Estrés oxidativo en Candida albicans

El estrés oxidativo es un estado de desequilibrio en la célula, donde existen
altos niveles de agentes oxidantes, producto de una alteracion en la
homeostasis oxido-reduccién. La alteracion de esta homeostasis puede ser
causada por el aumento en el nivel de especies reactivas del oxigeno (ROS)
y/o una alteracion en los sistemas de respuesta al estrés oxidativo. (Birben,
Murat-Sahiner, Sackesen, Erzurum y Kalayci, 2012., Burton y Jauniaux, 2011.,
Molina-Navarro, 2005)

Muchos organismos eucariotas, como Candida albicans, generan ROS en
condiciones normales. Sin embargo, diversas sustancias toxicas suelen
incrementar los niveles de ROS, en Candida albicans, produciendo dafios en el
ADN, proteinas y lipidos. (Brown et al., 2014., Molina-Navarro, 2005)

Al igual gue muchos eucariotas, en Candida albicans, las ROS se producen en
la cadena transportadora de electrones de las mitocondrias. (Da Silva-Dantas
et al., 2015., Molina-Navarro, 2005)

2.1.3 Respuesta al estrés oxidativo en Candida albicans

Candida albicans posee una alta capacidad para resistir al estrés oxidativo,
siendo mas resistente que otras levaduras como Saccharomyces cerevisiae.
(Brown et al., 2014., Da Silva-Dantas et al., 2015)

Las enzimas mas importantes de respuesta al estrés oxidativo en Candida
albicans son: catalasa, peroxidasa y superéxido dismutasa; codificadas por los
genes CAT1, GPX y SOD, respectivamente. Asimismo, las glutaredoxinas y
tioredoxinas juegan un papel importante en la reparacion del dafio oxidativo en
proteinas. (Da Silva-Dantas et al., 2015)

En presencia de ROS, se activa el factor de transcripcién Capl en Candida
albicans. Este factor de transcripcion activa la transcripcion de genes de
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respuesta al estrés oxidativo como los genes CAT 1. (Da Silva-Dantas et al.,
2015)

En los ultimos afios, se ha descrito la activacion de la cascada MAPK en
respuesta al estrés oxidativo. Por lo que, Candida albicans en presencia de
peroxido de hidrogeno, puede activar la cascada MAPK, lo que conlleva a la
activacion y acumulacion en el nucleo del Hogl, esta proteina regula proteinas
involucradas en la respuesta al estrés oxidativo. (Brown et al., 2014., Da Silva-
Dantas et al., 2015)

En Candida albicans tratadas con perdxido de hidrogeno, se ha demostrado la
activacion de la quinasa Rad 53. Esta quinasa activada puede desencadenar la
formacioén de hifas. (Brown et al., 2014., Da Silva-Dantas et al., 2015)

2.1.4 Peroxidacion lipidica

La peroxidacion lipidica es un proceso en el que los radicales libres dafian la
membrana celular, generdndose productos que suelen ser dafiinos para la
célula. En determinadas condiciones un desequilibrio en el balance de
sustancias pro-oxidantes y antioxidantes, puede llevar a una lesién celular por
dafio oxidativo. Un exceso de sustancias pro-oxidantes genera niveles altos de
ROS en la célula. Uno de los efectos de los niveles altos de ROS es la
peroxidacion lipidica. (Ayala et al., 2014)

Los radicales libres tienen electrones desapareados y son muy reactivos;
debido a esto suele reaccionar con diversos tipos de moléculas intracelulares.
En este sentido, los radicales libres reaccionan con acidos grasos
poliinsaturados (PUFAS). Este proceso consta de tres etapas generales:
iniciacion, propagacion y terminacion. (Ayala et al., 2014)

2.1.4.1 Iniciacién

En esta etapa un radical libre (X*) reacciona con un acido graso poliinsaturado,
extrayendo un protén de un atomo de hidrogeno del PUFA. (Ayala et al., 2014)

L-H+ Xx* ! D L* + X-H

Donde L-H es el acido graso poliinsaturado, X* es el radical libre y L* es el
acido graso con un electron desapareado. (Ayala et al., 2014)

Luego el L* reacciona con el oxigeno molecular, produciéndose la siguiente
reaccion: (Ayala et al., 2014)

L*+ Oy I > L-00*

2.1.4.2 Propagacion

El radical peroxilo lipidico (L-OO*) reacciona con otro acido graso
poliinsaturado. (Ayala et al., 2014)

L-OO* + L-H 1 > L-OOH +L*
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El radical lipidico (L*) formado en la dltima reaccion puede reaccionar con una
molécula de oxigeno y seguir los pasos anteriormente explicados,
produciéndose una reaccion en cadena. (Ayala et al., 2014)

Luego el hidroperdéxido lipidico (L-OOH) puede reaccionar con un ion ferroso
(Fe+2). (Ayala et al., 2014)

Fe+2 + L-O0OH > Fe+3 + OH + L-O*

La oxidacion del ion ferroso (Fe+2) a un ion férrico (Fe+3), genera la reduccion
del hidroperdéxido lipidico (L-OOH) a un radical alcoxido (L-O*) y un radical
hidroxilo (OH). El radical alcéxido (L-O*) actia de manera similar al radical
lipidico. (Ayala et al., 2014)

Asimismo el radical alcéxido puede reaccionar con un acido graso
poliinsaturado. (Ayala et al., 2014)

L-O* +L-H I > L-OH +L*

En la dltima reaccion podemos ver la formacion de mas radicales lipidicos (L*).
(Ayala et al., 2014)

2.1.4.3 Terminacion

Por ultimo, los radicales hidroperéxidos lipidico pueden descomponerse en
diversos aldehidos y fragmentos lipidicos, conocidos como productos
secundarios de la peroxidacion lipidica. (Ayala et al., 2014)

2.1.4.4 Productos secundarios

En la dltima etapa de la peroxidacion lipidica se produce la descomposicion de
los hidroperéxidos lipidicos en fragmentos lipidicos y aldehidos, siendo los mas
importantes: malondialdehido (MDA), propanal, hexanal, 4-hidroxi-2-nonenal
(4-HNE) (Ayala et al., 2014), 4-hidroxi-2-hexanal (4-HHE), glioxal, acroleina,
crotonaldehido y 4-oxononenal (4-ONE). (Grimsrud, Xie, Griffin y Bernlohr,
2008)

4-HHE Crotonaldehyde

; 2-Hexenal
4-ONE /W PUFA b e ot AN
NN, o e “ i
e g PAX, | | pos Y ayox
0 GPX - a/\"
Acrolein » PU FA'OOH MDA 9
FN\F , P AN

Figura 1. Productos secundarios de la peroxidacion lipidica. (Grimsrud et al.,
2008)

2.1.5 Epo6xidos
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Los epdxidos u oxiranos son éteres ciclicos, estructuralmente es un anillo de
dos atomos de carbono y un atomo de oxigeno. La tension en este anillo es
alta, lo que ocasiona que estas moléculas sean muy reactivas (figura 2). Por lo
tanto, los epoxidos suelen participar en reacciones que alivien la tension
generada en el anillo. (Garcia- Sanchez, 2005., Solomons, 2004)

Sulfur bond Ether bond

OH OH

|
R—C—C—S—R' R—C—C—O0—FR'
H H, H H,

(Only protein) HS — N /O — R’ (Only protein)

o]

.

(Only protein) = / \ N — R’ (RNA / Protein)
[e]; 4

| f
R—C—C—O0— C— R—C—C—N—R
H H H, H

FIGURA 2. Reacciones de los epoxidos. (Maresca, 2013)

2.1.6 Eugenol

El eugenol o 4 - alil - 2 — metoxifenol es un fenilpropanoide (Figura 3). Este
compuesto es extraido de aceites esenciales de plantas aroméaticas y
medicinales; principalmente de las especies de Zygium aromaticum, Myristica
fragrans y Cinnamomum verum. Asimismo, se han demostrado sus
propiedades anestésicas, antioxidantes, antimicrobianas, antihelminticas,
antiinflamatorias, anticancerigenas y antifingicas. (Charan-Raja et al., 2015.,
Kong et al., 2014)

CH=CH,
ot

OCHs
HO

FIGURA 3. Estructura quimica del eugenol. (Charan-Raja et al., 2015)
2.1.6.1 Actividad antioxidante
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Al igual que muchos compuestos fendlicos, el eugenol, puede reaccionar con
las ROS e inactivarlos. No obstante, dichos mecanismos aun faltan esclarecer.
(Kong et al., 2014)

Se ha demostrado la capacidad del eugenol de inhibir radicales hidroxilo y
2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH). Asimismo, se ha descrito la capacidad del
eugenol para evitar el dafio en el ADN. (Charan-Raja et al., 2015., Kong et al.,
2014)

2.1.6.2 Actividad antibacteriana

El eugenol puede inhibir el crecimiento de bacterias gram-positivas del género
Staphylococcus, Bacillus, Streptococcus, Enterococcus y Listeria; asimismo,
gram-negativas como Escherichia coli y otras enterobacterias. (Charan-Raja et
al., 2015., Kong et al., 2014)

2.1.6.3 Actividad antiparasitaria

El eugenol posee la capacidad para inhibir el crecimiento de Leishmania spp,
Plasmodium spp y Tripanosoma spp. No obstante, existen aspectos, de esta
actividad antiparasitaria, que aun no se conocen. (Charan-Raja et al., 2015)

2.1.6.4 Actividad antifungica

El eugenol puede inhibir el crecimiento de hongos filamentosos (Alternaria spp,
Penicillium spp, Fusarium spp, Rhizopus oryzae, Cladosporium spp y Botrytis
cinérea). (Abbaszadeh et al.,, 2014) Asimismo, diversos estudios, han
demostrado la capacidad anti-Candida del eugenol (C. krusei, C. glabrata y C.
albicans). (Charan-Raja et al., 2015)

2.1.6.5 Actividad anticancerigena

Diversos estudios han sugerido que el eugenol puede tener actividad
anticancerigena. Células del carcinoma cervical fueron tratadas con eugenol y
gemcitabina, se reporté una disminucién en el crecimiento de este cancer.
Asimismo, estudios en cancer gastrico, sugieren que el eugenol inhibe la
metastasis y angiogénesis. De la misma forma, se encontré indicios de la
probable actividad anticancerigena del eugenol en cancer de piel, prostata y
mama. (Charan-Raja et al., 2015)

2.1.6.6 Actividad antiinflamatoria
El eugenol inhibe la cicloxigenasa-2(COX-2), lo que conlleva a una inhibicion
de la sintesis de prostaglandinas. Asimismo, se ha demostrado que inhibe la

infiltracion de neutréfilos en animales de experimentacion e inhibe la
guimiotaxis de neutroéfilos. (Charan-Raja et al., 2015)

2.1.7 Epoxido de eugenol

15



El epdxido de eugenol o 2-metoxi-4-oxiranilmetil fenol es un epoéxido producto
del metabolismo del eugenol. (Elgendy y Khayyat, 2008., Luo y Guenthner,
2001)

Al igual que la mayoria de epoéxidos, el epdéxido de eugenol, puede obtenerse a
partir de un hidroperoxido organico y eugenol en presencia de luz ultravioleta.
(Elgendy y Khayyat, 2008) Ya que se pueden obtener epdxidos a partir de un
alqueno y un peroxido organico. (Solomons, 2004) En esta reaccién un
hidroperoxido organico transfiere un atomo de oxigeno al grupo metino del
eugenol. (Elgendy y Khayyat, 2008)

In vivo las reacciones de epoxidacion pueden ser catalizadas por el citocromo
P450. Por lo que, el eugenol puede ser metabolizado a epoxido de eugenol
(Figura 4). (Luo y Guenthner, 2001)

OH

H.
CL__CH, nc[; ~CH,
z c# z <20t
HC /@ £ | 5
Lo Ho. XA

S
|

o
ANHE Gy &

|
k HC. _CH,
"!C-O’It J/ o m ¢

H,C\O/\/

|

Figura 4. Metabolismo del eugenol en presencia de
citocromo P450. (Luo y Guenthner, 2001)

2.1.8 Quinona metilada

Las quinonas son moléculas aromaticas, in vivo pueden formarse por oxidacion
de compuestos fendlicos. Estas oxidaciones pueden ser catalizadas por
monooxigenasas, peroxidasas, moléculas oxidantes o citocromos P450. Las
guinonas suelen causar citotoxicidad, inmunotoxicidad y/o genotoxicidad.
Asimismo, al ser moléculas muy reactivas, suelen formar aductos con ADN y
proteinas (Figura 5). (Tu, Giblin y Gross, 2011)
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FIGURA 5. Formacion de quinonas y derivados. (Tu et al., 2011)

La quinona metilada es similar a las quinonas; sin embargo, difiere en que
posee un grupo metileno en reemplazo de uno de los &tomos de oxigeno del
carbonilo de las quinonas. Igualmente, la quinona metilada in vivo puede formar
aductos con proteinas y acidos nucleicos. (Bolton, Turnipseedb y Thompsonb,
1997., Da Silva-Marrinez, 2016)

OH

(a) L8]
H¢/C{6Hﬂa H\Q/C{GHS}IQ - R G(CHa)a
CH, + CHz

BHT-QM R =C(CHy)s
BHTOH-OM R = G(CHg)2CH,0H
BDMP-QM R=CH,

Figura 6. Reacciones de la quinona metilada. (Bolton et al., 1997)

2.2 Hipotesis
La presente investigacion propone que una de las consecuencias del estrés
oxidativo en Candida albicans, tratada con eugenol, es la formacién de aductos

de epoxido de eugenol y quinona metilada con productos de la peroxidacion
lipidica en Candida albicans.

2.3 Variables
2.3.1 Variable independiente
- Propiedades fisicoquimicas del MDA, 4-HHE y 4-HNE.

- Reactividad del 4-HHE y 4-HNE, frente al citocromo P450.
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2.3.2 Variable dependiente

- Propiedades fisicoquimicas de los aductos de epoxido de eugenol-MDA,
quinona metilada-MDA, epoxido de eugenol-4-HHE, quinona metilada-4-HHE,
epoxido de eugenol-4-HNE y quinona metilada-4-HNE.

-Reactividad de los aductos de epdxido de eugenol-MDA, quinona metilada-
MDA, epoxido de eugenol-4-HHE, quinona metilada-4-HHE, epoxido de
eugenol-4-HNE y quinona metilada-4-HNE, frente al citocromo P450.

2.4 Términos basicos

Aducto
Es un enlace covalente entre moléculas con afinidad quimica. In vivo suelen
estar asociados a dafio celular. (Nestmann, Bryant y Carr, 1996)

Alilbencenos
Es un tipo de fenilpropanoide, contiene en su estructura un grupo alilo unido a
su anillo aromatico. (Luo y Guenthner, 2001)

Cascada MAPK

Es una via de transduccion de sefial formada por quinasas. Suelen estar
involucradas en la activacion de factores de transcripcion. (Cargnello y Roux,
2011)

ChemAxon

Es una multiplataforma on-line que permite la prediccion de propiedades
fisicoquimicas. Posee multiples aplicaciones en quimica y bioldgica. (Southan y
Stracz, 2013., Harding, Wedge y Popelier, 2009)

Chemeo

Es una plataforma on-line que permite realizar predicciones teoricas de
propiedades fisicoquimicas. Dichas predicciones son generalmente utilizando el
método de Joback. (Watkins, 2012)

Citocromo P450
Es una familia de isoenzimas, presente en organismos eucariotas, participa en
el metabolismo de sustancias xenobidticas. (Ogu y Maxa, 2000., Zhou, Liu y
Chowbay, 2009)
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Complemento de analisis topoldgico de ChemAxon

Es un programa informatico, de la plataforma ChemAxon, que permite predecir
de las caracteristicas topologicas de una molécula, como por ejemplo la
superficie topoldgica polarizada. (Harding, Wedge y Popelier, 2009)

Complemento de refractividad de ChemAxon.

Es un programa informatico, de la plataforma ChemAxon, que permite predecir
la refractividad molar. Utiliza el método de Viswanadhan y colaboradores.
(Harding et al., 2009)

Energia libre de Gibbs

Es una funcién de estado, definida por la siguiente ecuacion:

G=H-TS

Donde G, H, Ty S son energia libre de Gibbs del sistema, entalpia del sistema,
temperatura del sistema y entropia del sistema; respectivamente.

La energia libre de Gibbs determina la espontaneidad de una reaccion quimica.
(Chang, 2008)

Energia libre de Gibbs de formacién
Es la energia libre de Gibbs de una sustancia y determina el valor de la energia
libre de Gibbs de reaccion. (Chang, 2008)

Energia libre de Gibbs de reaccion
La energia libre de Gibbs de reaccion queda definida por la siguiente ecuacion:

A G° =% v A GO (productos) - ¥ v A {G°(reactivos)

Donde G° (G° y v son energia libre de Gibbs de reaccién en condiciones
estandar, energia libre de Gibbs de formacién en condiciones estandar y
coeficiente estequiométrico; respectivamente. (Chang, 2008)

Epoxidacion
Es el proceso de adicion de un atomo de oxigeno a un grupo metino para
formar epo6xidos. (Solomons, 2004)

Especies reactivas del oxigeno (ROS)

Es una especie quimica, donde uno de sus atomos de oxigeno presenta
electrones desapareados. Lo que le confiere la capacidad de reaccionar con
otras moléculas. (Pham-Huy, He y Pham-Huy, 2008)

Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN)

Los nucleos atomicos de los elementos quimicos pueden interactuar con un
campo magnético externo. Siendo los nucleos atémicos del hidrogeno (*H) y
carbono (**C) los més estudiados. Cuando los ncleos atdmicos se colocan en
un campo magnético y se irradian paralelamente con energia electromagnética,
estos nucleos, pueden absorber energia mediante un proceso conocido como
resonancia magnética. Por lo que, la RMN de los nucleos atdbmicos nos permite
cuantificar esa interaccion electromagnética. (Chang, 2008., Solomons, 2004)
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Fenilpropanoide

Son compuestos arométicos, sintetizados como metabolitos secundarios en
plantas. Derivan del metabolismo de aminoacidos aromaticos. (Khan et al.,
2011)

Fenol
Es un compuesto aromatico que posee un grupo hidroxilo unido al anillo
bencénico. (Solomons, 2004)

Genotoxicos
Son sustancias con la capacidad de producir dafio en el ADN. (Sarsour, Kumar,
Chaudhuri, Kalen y Goswami, 2009).

Grupo metino
Es un grupo derivado de un alqueno. (Solomons, 2004)

Hidroperoxido orgénico

Son compuestos organicos que se forman en la peroxidacién lipidica, pues el
radical peroxilo reacciona con acidos grasos poliinsaturados y se generan
hidroperoxidos organicos como productos de reaccion. (Birben et al., 2012)

4-hidroxi-2-hexanal (4-HHE)

Es un aldehido formado en la peroxidacién lipidica, tiene la capacidad para
reaccionar con moléculas celulares, como el ADN y proteinas. (Anderson,
Katunga y Willis, 2012)

4-hidroxi-2-nonenal (4-HNE)
Es un producto secundario de la degradacion de hidroperéxidos lipidicos, suele
formar aductos con ADN y proteinas. (Ayala et al., 2014)

Malondialdehido (MDA)

Es un aldehido altamente reactivo, se utiliza in vitro para la cuantificacion del
dafio oxidativo. El MDA puede reaccionar con el 4cido tiobarbitarico generando
un color y de esta manera se puede cuantificar la peroxidacion lipidica.
Diversos estudios sefialan que el MDA puede formar aductos con proteinas y
ADN. (Ayala et al., 2014., Grimsrud et al., 2008)

MetaPrint2D-React

Es un software on-line que permite realizar predicciones del metabolismo de
moléculas frente al citocromo P450. (Kingsley et al., 2015., Rydberg et al.,
2010)

Método de Joback

Es un meétodo desarrollado por Joback y Reid que permite predecir
propiedades termodinamicas. Este método pertenece al método de
contribucion de grupos; permite realizar predicciones, utilizando la informacion
proporcionada por sus grupos quimicos. (Fierro, Faundez y Valderrama, 2016)

Peroxido de hidrégeno
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Es uno ROS que se forma a partir del radical superéxido. (Birben et al., 2012)

Predictor 1D 1H NMR spectra

Es un software on-line que permite hacer predicciones del espectro de
resonancia magnética nuclear de &tomos de hidrogeno. (Castillo, Bernal, Patiny
y Wist, 2014., Zhou, Liu y Chowbay, 2009., Banfi y Patiny, 2008)

Predictor 1D 1C NMR spectra

Es un software on-line que permite hacer predicciones del espectro de
resonancia magnética nuclear de atomos de carbono. (Castillo et al., 2014.,
Zhou et al., 2009., Banfiy Patiny, 2008)

Propiedades fisicoquimicas
Son propiedades definidas por la naturaleza quimica (composicion) y fisica de
una sustancia. (Chang, 2008)

Radical alquilo
Es un radical libre derivado de un alcano. (Solomons, 2004)

Radical hidroxilo
Es un producto de las reacciones Haber-Weiss y Fenton (Figura 9). (Birben et
al., 2012)

Fe3t + -02—=Fe*t + 0, Haber—Weiss
Fe* + H,0, »Fe*" + OH™ + -OH Fenton reaction

Figura 9. Reacciones de oOxido-reduccion para la
formacion de radicales hidroxilo. (Birben et al., 2012)

Radical libre
Es una especie quimica con electrones desapareados. (Pham-Huy, He y
Pham-Huy, 2008)

Radical peroxilo

Es un radical libre derivado del oxigeno. Posee en su estructura dos atomos de
oxigeno unidos a una cadena lateral; ademas, uno de sus atomos de oxigeno
presenta electrones desapareados. (Birben et al., 2012)

Radical superoxido
Se forma por la adicion de un electron al oxigeno molecular. (Birben et al.,
2012)

Reacciones de Oxido-reduccion

Se refiere a reacciones en las que se transfieren electrones de un donante
(agente reductor) a un aceptor (agente oxidante). (Sarsour et al., 2009)
Reactividad
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Es la capacidad que tienen las moléculas de reaccionar con otras moléculas,
generalmente mediante el rompimiento y formacién de enlaces. (Solomons,
2004)

Refractividad molar

Es la polarizabilidad de un mol de una molécula. Esta propiedad esta
relacionada con volumen de las moléculas y las fuerzas de London. (Harding et
al., 2009)

Relacion de ocurrencia normalizada de los atomos reactivos (NOR)

Es la probabilidad relativa de que el metabolismo se produzca en un sitio
particular de la molécula, suponiendo que esta se metabolice. (Kingsley et al.,
2015., Rydberg et al., 2010)

SMILES (Sistema de Linea de Entrada Molecular Simplificado)

En un método de codificacion de moléculas; permite representar la estructura
de una molécula utilizando letras que representan a los elementos. Por lo tanto,
cada molécula cuenta con un SMILES que lo identifica; ademas, este sistema
de codificacion puede ser decodificado por un software. (Sliwoski, Kothiwale,
Meiler y Lowe, 2014)

Superficie topolégica polarizada

Es la sumatoria de la superficie molecular de los atomos polares que
conforman la molécula. (Harding et al., 2009)

lll.- METODO

3.1 Tipo y disefio de investigacion

El tipo de investigacion que se adapta el presente trabajo es el observacional
de tipo descriptivo. El método de estudio es cuantitativo.

3.2 Unidad tedrica de analisis

Aductos de epoxido de eugenol y quinona metilada con productos de la
peroxidacion lipidica en Candida albicans.

3.3 Poblacion de estudio
El presente estudio no presenta poblacion de estudio.
3.4 Tamafno de la muestra

El presente estudio no presenta muestra de estudio.

3.5 Seleccién de la muestra
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El presente estudio no presenta muestra de estudio.

3.6 Operacionalizacion de variables

VARIABLE DEFINICION NATURALEZA | ESCALAO INDICADOR INTERRELACION
O TIPO MEDICION O METODO
Propiedades 1. Superficie Cuantitativo La mediciéon de | Para estas Independiente
fisicoquimicas del | topoldgica polarizada: estas propiedades
MDA, 4-HHE y 4- | sumatoria de la propiedades fisicoguimicas
HNE. superficie molecular fisicoquimicas se utilizaran los
En esta variable de los atomos se hara en siguientes
estan incluidas polares, estas unidades: | métodos
las siguientes principalmente 1. Superficie tedricos o
dimensiones: oxigeno y nitrégeno. topolégica programas
1. Superficie 2. Refractividad polarizada: A®. informaticos:
topologica molar: es la 2. Refractividad | 1. Superficie
polarizada. polarizabilidad de un molar: cm®mol. | topolégica
2. Refractividad mol de una molécula. 3. polarizada:
molar. Desplazamiento | Complemento
3. 3. Desplazamiento quimico de 'H: | de anélisis
Desplazamiento quimico del *H: ppm. topologico de
quimico de los interaccion de un ChemAxon.
atomos de 'H. campo magnético 4. 2. Refractividad
4, externo con el ndcleo Desplazamiento | molar: método
Desplazamiento | atémico de los quimico de *C: | de
guimico de los atomos de hidrogeno ppm. Viswanadhan y
atomos de °C. de una molécula. colaboradores.
5. Energia libre
5. Energia libre 4. Desplazamiento de Gibbs de | 3.
de Gibbs de quimico de'*C RMN: formacién  en | Desplazamiento
formacién en interaccion de un condiciones quimico de 'H:
condiciones campo magnético estandar de | predictor 1D 1H
estandar de externo con el nicleo reaccion: NMR spectra.
reaccion. atémico de los kJ/mol.
atomos de carbono 4.
de una molécula. Desplazamiento
quimico de *3C:
5. Energia libre de predictor 1D 1C
Gibbs de formacion NMR spectra.
en condiciones
estandar de reaccion: 5. Energia libre
es una funcién de de Gibbs de
estado que determina formacién en
la espontaneidad de condiciones
una reaccion quimica. estandar de
reaccion:
método de
Joback.
Reactividad del 1. Relacion de Cuantitativa La medicion de | Parala Independiente
MDA, 4-HHE y 4- | ocurrencia la reactividad reactividad
HNE, frente al normalizada (NOR) frente al frente al
citocromo P450. de los &tomos citocromo P450 | citocromo P450
reactivos: se hara en se utilizaran los
En esta variable probabilidad relativa estas unidades: | siguientes
estan incluida la de que el 1. Relacion de programas
siguiente metabolismo se ocurrencia informéticos:
dimension: produzca en un sitio normalizada 1. Relacion de
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particular de la (NOR) de los ocurrencia
1. Relacion de molécula, suponiendo atomos normalizada
ocurrencia gue esta se reactivos: sin (NOR) de los
normalizada metabolice. unidades. atomos
(NOR) de los reactivos:
atomos reactivos. MetaPrint2D-
React.
Propiedades 1. Superficie Cuantitativa La medicion de | Para estas Dependiente
fisicoquimicas de | topoldgica polarizada: estas propiedades
los aductos de | sumatoria de la propiedades fisicoguimicas
epoxido de | superficie molecular fisicoguimicas se utilizaran los
eugenol-MDA, de los atomos se hard en siguientes
quinona metilada- | polares, estas unidades: | métodos
MDA, epéxido de | principalmente 1. Superficie tedricos o
eugenol-4-HHE, oxigeno y nitrégeno. topolégica programas
quinona metilada- | 2. Refractividad polarizada: A®. informaticos:
4-HHE, epodxido | molar: es la 2. Refractividad | 1. Superficie
de eugenol-4- | polarizabilidad de un molar: cm®mol. topoldgica
HNE vy quinona | mol de una molécula. 3. polarizada:
metilada-4-HNE. Desplazamiento | Complemento
En esta variable 3. Espectro de *H quimico del 'H: | de anélisis
estan incluidas RMN: interaccion de ppm. topologico de
las siguientes un campo magneético ChemAxon.
dimensiones: externo con el ndcleo 4. 2. Refractividad
1. Superficie atémico de los Desplazamiento | molar: método
topolégica atomos de hidrogeno quimico del **C: | de
polarizada. de una molécula. ppm. Viswanadhan y
2. Refractividad colaboradores.
molar. 4. Espectro de °C 5. Energia libre
3. RMN: interaccion de de Gibbs de | 3.
Desplazamiento un campo magnético formacion  en | Desplazamiento
quimico del *H. externo con el ndcleo condiciones quimico del *H:
atomico de los estandar de | predictor 1D 1H
4. atomos de carbono reaccion: NMR spectra.
Desplazamiento de una molécula. kJ/mol.
quimico del**C. 5. Energia libre de 4.
Gibbs de formacion Desplazamiento
5. Energia libre | en condiciones quimico del °C
de Gibbs de | estandar de reaccion: : predictor 1D
formacién y | es una funciéon de 1C NMR
reaccién en | estado que determina spectra.
condiciones la espontaneidad de
estandar de | una reaccion quimica. 5. Energia libre
reaccion. de Gibbs de
formacién en
condiciones
estandar de
reaccion:
método de
Joback.
Reactividad de | 1. Relacion de Cuantitativa La medicion de | Parala Dependiente
los aductos de | ocurrencia la reactividad reactividad
epoxido de | normalizada (NOR) frente al frente al
eugenol-MDA, de los atomos citocromo P450 | citocromo P450
epoxido de | reactivos: se hara en se utilizaran los
eugenol-4-HHE y | probabilidad relativa estas unidades: | siguientes
epoxido de | de que el 1. Relacion de programas
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eugenol-4-HNE, metabolismo se ocurrencia informaticos:
quinona metilada- | produzca en un sitio normalizada 1. Relacion de
MDA, quinona | particular de la (NOR) de los ocurrencia
metilada-4-HHE y | molécula, suponiendo atomos normalizada
quinona metilada- | que esta se reactivos: sin (NOR) de los
4-HNE frente al | metabolice. unidades. atomos
citocromo P450. reactivos:
En esta variable MetaPrint2D-
estan incluida la React.
siguiente
dimension:
1. Relacion de
ocurrencia
normalizada
(NOR) de los
atomos reactivos.
3.7 Matriz de consistencia
PLANTEAMIENTO DE OBJETIVOS DE LA HIPOTESIS DE LA | VARIABLES METODOLOGIA DE

PROBLEMA INVESTIGACION INVESTIGACION DE ESTUDIO | INVESTIGACION
Objetivo Variable Tipo de investigacion
Problema general General La presente | dependiente El tipo de investigacion

¢, Cual es la reactividad y
propiedades fisicoquimicas
in silico de aductos de

epéxido de eugenol vy
quinona  metilada con
productos de la
peroxidacion lipidica en
Candida albicans?
Problemas especificos

1. ¢Cuédles son las

propiedades fisicoquimicas
in silico del MDA, 4-HHE y
4-HNE?

2. ¢ Cudl es la reactividad in

Realizar un estudio
in silico de la
reactividad y
propiedades
fisicoguimicas de
aductos de epoxido
de eugenol y
guinona metilada con
productos de la
peroxidacion lipidica
en Candida albicans.

Objetivos especificos

1. Determinar las

propiedades

investigacién

propone que una
de las
consecuencias del
estrés oxidativo en
Candida albicans,

tratada con
eugenol, es la
formacion de

aductos de epodxido
de eugenol y
quinona  metilada
con productos de la
peroxidacion
lipidica en Candida
albicans.

- Propiedades
fisicoquimicas

gue se adapta el presente
trabajo es el
observacional de tipo

silico del 4-HHE y 4-HNE, | fisicoquimicas in fisicoquimicas
frente al citocromo P450? silico del MDA, 4- de los aductos
HHE y 4-HNE. de epoxido de
3. ¢ Cudles son eugenol-MDA,
propiedades fisicoquimicas | 2. Realizar un quinona
in silico de los aductos de | estudio in silico de la metilada-MDA,
aductos de epodxido de |reactividad del 4- epoxido de
eugenol-MDA, quinona | HHE y 4-HNE, frente eugenol-4-
metilada-MDA, epoxido de | al citocromo P450. HHE, quinona
eugenol-4-HHE,  quinona metilada-4-
metilada-4-HHE, epOxido | 3. Determinar las HHE, epdxido
de eugenol-4-HNE y | propiedades de eugenol-4-
qguinona metilada-4-HNE? fisicoguimicas in HNE y

del MDA, 4- descriptivo.

HHE y 4-HNE.

- Reactividad Método de investigacidn
del 4-HHE y 4- | El método de

HNE, frente al | investigacion es
citocromo cuantitativo.

P450.

Variable

independiente

- Propiedades
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4. ¢ Cual es la reactividad in
silico de los aductos de
epoxido de aductos de
epoxido de eugenol-MDA,
quinona metilada-MDA,
epoxido de eugenol-4-HHE,
quinona  metilada-4-HHE,
epoxido de eugenol-4-HNE
y quinona metilada-4-HNE,
frente al citocromo P4507?

5. ¢Cual es el valor de la
energia libre de Gibbs, de
formacién y reaccion, para
los aductos de epdxido de
eugenol-MDA, quinona
metilada-MDA, epdxido de
eugenol-4-HHE,  quinona
metilada-4-HHE, epdxido
de eugenol-4-HNE y
quinona  metilada-4-HNE,
mediante el método de
Joback?

6. ¢Cémo es el
desplazamiento quimico in
silico del 'H y **C de los
aductos de epoOxido de
eugenol-MDA, quinona
metilada-MDA, epodxido de
eugenol-4-HHE,  quinona
metilada-4-HHE, epdxido
de eugenol-4-HNE y
guinona metilada-4-HNE?

silico de los aductos
de epoxido de
eugenol-MDA,
quinona metilada-
MDA, epoxido de
eugenol-4-HHE,
quinona metilada-4-
HHE, epodxido de
eugenol-4-HNE y
qguinona metilada-4-
HNE.

4, Realizar un
estudio in silico de la
reactividad de los
aductos de epoxido
de eugenol-MDA,
quinona metilada-
MDA, epoxido de
eugenol-4-HHE,

quinona metilada-4-
HHE, epdxido de
eugenol-4-HNE y
quinona metilada-4-
HNE, frente al
citocromo P450.

5. Determinar el
valor de la energia
libre de Gibbs, de
formacién y reaccion,
para los aductos de
epoxido de eugenol-
MDA, quinona
metilada-MDA,
epoxido de eugenol-
4-HHE, quinona
metilada-4-HHE,
epoxido de eugenol-
4-HNE vy quinona
metilada-4-HNE,
mediante el método
de Joback.

6. Realizar un
estudio in silico del
desplazamiento
quimico del *H y **C
de los aductos de
epoxido de eugenol-
MDA, guinona
metilada-MDA,
epoxido de eugenol-
4-HHE, quinona
metilada-4-HHE,
epoxido de eugenol-
4-HNE vy quinona
metilada-4-HNE.

quinona
metilada-4-
HNE.

-Reactividad
de los aductos
de epoxido de

eugenol-MDA,
quinona
metilada-MDA,
epoxido de
eugenol-4-
HHE, quinona
metilada-4-
HHE, epdxido
de eugenol-4-
HNE y
quinona
metilada-4-
HNE, frente al
citocromo
P450.

26




3.8 Recoleccién de datos

Para una mejor identificacion de las moléculas estudiadas se utilizara la
especificacion SMILES (Sistema de Linea de Entrada Molecular Simplificado).
(Sliwoski et al., 2014) Asimismo, para una mejor descripcién se utilizara el
software MOLVIEW y de esta manera obtener las estructuras en 3D.

3.5.1 Determinacién de las Propiedades fisicoquimicas del MDA, 4-HHE y
4-HNE

Para el analisis de las propiedades fisicoquimicas se utilizaran los siguientes
SMILES:

-MDA: O\C=C\C=0
-4-HHE: CCC(0)\C=C\C=0
-4-HNE: CCCCCC(0)\C=C\C=0

Se determinaran las siguientes propiedades fisicoquimicas:

1. Superficie topologica polarizada.
2. Refractividad molar.

3. Desplazamiento quimico de los atomos de hidrogeno®H.
4. Desplazamiento quimico de los atomos de carbono*C.
5. Energia libre de Gibbs de formacién en condiciones estandar de reaccion.

Para la determinacién de estas propiedades fisicoquimicas se hara uso de los
siguientes programas informaticos:

1. Superficie topoldgica polarizada: Complemento de analisis topologico de
ChemAXxon. (Southan y Stracz, 2013., Harding et al., 2009)

2. Refractividad molar: método de Viswanadhan y colaboradores. Los célculos
se realizaran utilizando el programa ChemAxon. (Southan y Stracz, 2013.,
Harding et al., 2009)

3. Desplazamiento quimico de *H : predictor 1D 1H NMR spectra. (Castillo et
al., 2014., Zhou et al., 2009., Banfi y Patiny, 2008)

4. Desplazamiento quimico de *3C : predictor 1D 1C NMR spectra. (Castillo et
al., 2014., Zhou et al., 2009., Banfi y Patiny, 2008)

5. Energia libre de Gibbs de formacién en condiciones estandar de reaccion:
método de Joback. Los célculos se realizaran utilizando el programa chemeo.
(Watkins, 2011., Fierro et al., 2016)
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3.5.2 Determinacion de la reactividad del MDA, 4-HHE y 4-HNE, frente al
citocromo P450
Se determinaran los siguientes parametros:

1. Relacion de ocurrencia normalizada (NOR) de los atomos reactivos.

-Para la determinacion del NOR de los atomos reactivos de esta molécula, se
utilizara el programa MetaPrint2D-React. (Kingsley et al., 2015., Rydberg et al.,
2010)

3.5.3 Determinacién de las Propiedades fisicoquimicas de los aductos de
epoéxido de eugenol-MDA, quinona metilada-MDA, epéxido de eugenol-4-
HHE, quinona metilada-4-HHE, epo6xido de eugenol-4-HNE y quinona
metilada-4-HNE

Para el analisis de las propiedades fisicoquimicas se utilizaran los siguientes
SMILES:

Epoxido de eugenol-MDA: COC1=CC=C(CC(O)CO\C=C\C=0)C=C10

Quinona metilada-MDA: COC1=CC=C(\C=C\CO\C=C\C=0)C=C10

Epoxido de eugenol-4-HHE: CCC(OCC(0)CC1=CC(0)=C(OC)C=C1)\C=C\C=0
Quinona metilada-4-HHE: CCC(OC\C=C\C1=CC=C(OC)C(0)=C1)\C=C\C=0
Epoxido de eugenol-4-HNE: CCCCCC(OCC(0)CC1=CC=C(OC)C(0)=C1)C=CC=0
Quinona metilada-4-HNE: CCCCCC(OC\C=C\C1=CC=C(OC)C(0)=C1)C=CC=0

Se determinaran las siguientes propiedades fisicoquimicas:

1. Superficie topologica polarizada.
2. Refractividad molar.

3. Desplazamiento quimico de los &tomos de hidrogeno*H.

4. Desplazamiento quimico de los 4tomos de carbono™C.

5. Energia libre de Gibbs de formacién en condiciones estandar de reaccion.
Para la determinacion de estas propiedades fisicoquimicas se hara uso de los
siguientes programas informaticos:

1. Superficie topoldgica polarizada: Complemento de analisis topoldgico de
ChemAXxon. (Southan y Stracz, 2013., Harding et al., 2009)

2. Refractividad molar: método de Viswanadhan y colaboradores. Los célculos
se realizaran utilizando el programa ChemAxon. (Southan y Stracz, 2013.,
Harding et al., 2009)
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3. Desplazamiento quimico de *H : predictor 1D 1H NMR spectra. (Castillo et
al., 2014., Zhou et al., 2009., Banfi y Patiny, 2008)

4. Desplazamiento quimico de *3C : predictor 1D 1C NMR spectra. (Castillo et
al., 2014., Zhou et al., 2009., Banfi y Patiny, 2008)

5. Energia libre de Gibbs de formacidén en condiciones estandar de reaccion:
meétodo de Joback. Los calculos se realizaran utilizando el programa chemeo.
(Watkins, 2011., Fierro et al., 2016)

3.5.4 Determinacion de la reactividad de los aductos de epdxido de
eugenol-MDA, ep6xido de eugenol-4-HHE y epo6xido de eugenol-4-HNE,
frente al citocromo P450

Se determinaran los siguientes parametros:

1. Relacion de ocurrencia normalizada (NOR) de los atomos reactivos.

-Para la determinacién del NOR de los atomos reactivos de esta molécula, se
utilizara el programa MetaPrint2D-React. (Kingsley et al., 2015., Rydberg et al.,
2010)

3.5.5 Determinacién de la reactividad de los aductos de quinona metilada-
MDA, quinona metilada-4-HHE y quinona metilada-HNE, frente al
citocromo P450

Se determinaran los siguientes parametros:

1. Relacion de ocurrencia normalizada (NOR) de los &tomos reactivos.

-Para la determinacion del NOR de los atomos reactivos de esta molécula, se
utilizara el programa MetaPrint2D-React. (Kingsley et al., 2015., Rydberg et al.,
2010)

3.9 Procesamiento de datos
Los resultados seran presentados en graficos y tablas.

Para el analisis estadistico se hallara el coeficiente de correlacion de
Pearson(r) de las relaciones lineales entre las siguientes variables: (Camacho-
Sandoval, 2008., Watkins, 2012)

Correlacién entre los desplazamientos quimicos de los atomos de hidrogeno y
atomos de carbono de las moléculas estudiadas.
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Para los calculos y presentacion de resultados se usara el programa Excel
2013.

V. RESULTADOS

4. 1 Determinacion de las Propiedades fisicoquimicas del MDA,
4-HHE y 4-HNE

En la tabla 1 se presentan las propiedades fisicoquimicas del MDA, 4-HHE y 4-
HNE.
Tabla 1. Resultados de las propiedades fisicoquimicas del MDA, 4-HHE vy 4-

HNE.

Superficie Refractividad Energia libre de
topoldgica molar Gibbs de
polarizada formacion
MDA 37.30 A° 18.34 cm*/mol -181.74 KJ/mol
4-HHE 37.30 A? 32.76 cm*/mol -158.92 KJ/mol
4-HNE 37.30 A? 46.56 cm®/mol -133.66 KJ/mol

Se determind la estructura en 3D del MDA, se le asigné un nimero a cada
atomo de carbono para su identificacion (figura 10).

Figura 10. Estructura en 3D del MDA, los &tomos de carbono estan
representados de color gris, los atomos de oxigeno de color rojo y los &tomos
de hidrégeno de color blanco.

En la tabla 2 se presentan los desplazamientos quimicos de los atomo de
carbono del MDA.

Tabla 2.Resultados del desplazamiento quimico del MDA

Numero de o (ppm)
carbono

Al 190.8

A2 119.1

A3 146.1
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En la tabla 3 se presentan los desplazamientos quimicos de los atomo de
hidrogeno del MDA.

Tabla 3. Resultados del desplazamiento quimico del MDA de los &tomos de
hidrogeno. Se us6 como referencia a los nimeros asignados a los atomos de

carbono.
Numero de o (ppm)
hidrogeno
1B 9.39
2B 5.91
3B 7.76

Se determiné la estructura en 3D del 4-HNE, se le asigné un nimero a cada
atomo de carbono para su identificacion (figura 11).

Figura 11. Estructura en 3D del 4-HNE, los &tomos de carbono estan
representados de color gris, los atomos de oxigeno de color rojo y los &tomos
de hidrégeno de color blanco.

En la tabla 4 se presentan los desplazamientos quimicos de los atomos de
carbono del 4-HNE.

Tabla 4. Resultados del desplazamiento quimico del 4-HNE.

Numero de O (ppm)
carbono
1A 193.3
2A 130.5
3A 132.2
4A 71.8
5A 36.8
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6A 25
TA 31.7
8A 22.6
9A 14

En la tabla 5 se presentan los desplazamientos quimicos de los atomos de
hidrogeno del 4-HNE.

Tabla 5. Resultados del desplazamiento quimico del 4-HNE de los &tomos de
hidrégeno. Se us6 como referencia a los nimeros asignados a los atomos de

carbono.
Numero de o (ppm)
hidrogeno
1B 9.53
2B 6.12
3B 6.75
4B 4.29
5B, 5C 1.74
6B, 6C 1.37
7B,7C 1.37
8B,8C 1.37
9B,9C,9D 0.86

Se determiné la estructura en 3D del 4-HHE, se le asigné un nimero a cada
atomo de carbono para su identificacion (figura 12).

Figura 12. Estructura en 3D del 4-HHE, &tomos de carbono estan
representados de color gris, atomos de oxigeno de color rojo y &tomos de
hidrogeno de color blanco.
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En la tabla 6 se presentan los desplazamientos quimicos de los atomos de
carbono del 4-HHE.

Tabla 6. Resultados del desplazamiento quimico del 4-HHE.

NGmero de 0 (ppm)
carbono

1A 193.3
2A 130.5
3A 132.1
4A 67.3
5A 27.5
6A 10

En la tabla 7 se presentan los desplazamientos quimicos de los atomos de
hidrogeno del 4-HHE.

Tabla 7. Resultados del desplazamiento quimico del 4-HHE de los &tomos de
hidrégeno. Se us6 como referencia a los numeros asignados a los atomos de

carbono.
Numero de o (ppm)
hidrogeno
1B 9.53
2B 6.12
3B 6.65
4B 4.27
5B,5C 1.80
6B,6C,6D 0.92

4.2 Determinacion de la reactividad del 4-HHE y 4-HNE, frente
al citocromo P450

En la figura 13 se presenta la relacién de ocurrencia normalizada (NOR) de los
atomos de carbono mas reactivos del 4-HNE.
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OH,

Figura 13. Cada uno de los &tomos mas reactivos esta coloreado, el color rojo
representa un NOR de 0.66=NOR= 1, el amarillo de 0.33=NOR=0.66 y el
verde de 0.15=<NOR= 0.33.

En la figura 14 se presenta la relacién de ocurrencia normalizada (NOR) de los
atomos de carbono més reactivos del 4-HHE.

Oxe

H,O

Figura 14. Cada uno de los &tomos mas reactivos esta coloreado, el color rojo
representa un NOR de 0.66=NOR= 1, el amarillo de 0.33=NOR=0.66 y el gris
representa una falta de datos.

4.3 Determinacion de las Propiedades fisicoquimicas de los
aductos de epdxido de eugenol-MDA, quinona metilada-MDA,
ep6xido de eugenol-4-HHE, quinona metilada-4-HHE, epoxido
de eugenol-4-HNE y quinona metilada-4-HNE

En la tabla 8 se presentan las propiedades fisicoquimicas los aductos de
epoxido de eugenol-MDA, quinona metilada-MDA, epdéxido de eugenol-4-HHE,

quinona metilada-4-HHE, epdxido de eugenol-4-HNE y quinona metilada-4-
HNE.
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Tabla 8. Resultados de las propiedades fisicoquimicas de los aductos de
epoxido de eugenol-MDA, quinona metilada-MDA, epéxido de eugenol-4-HHE,
quinona metilada-4-HHE, epdxido de eugenol-4-HNE y quinona metilada-4-
HNE.

Aducto Superficie | Refractividad | Energia libre de | Energia libre de
topologica molar Gibbs de Gibbs de
polarizada formacion reaccion

Epoxidode | 75.99 A° | 66.87 cm®/mol | -361.82 KJ/mol | -31.19 KJ/mol
eugenol-MDA

Quinona 55.76 A> | 66.47 cm®/mol | -142.34 KJ/mol 17.92 KJ/mol

metilada-
MDA
Epéxidode | 75.99 A* | 81.28 cm®mol | -339 KJ/mol -31.19 KJ/mol
eugenol-4-
HHE
Quinona 55.76 A2 | 80.88 cm*/mol -119 KJ/mol 18.44 KJ/mol
metilada-4-
HHE
Epoxidode | 75.99 A | 95.09 cm®mol | -313.74 KJ/mol | -31.19 KJ/mol
eugenol-4-
HNE
Quinona 55.76 A> | 94.69 cm®/mol | -94.26 KJ/mol 17.92 KJ/mol
metilada-4-
HNE

Se determind la estructura en 3D del aducto de ep6xido de eugenol-MDA, se le
asigno un numero a cada atomo de carbono para su identificacion (figura 15).

Figura 15. Estructura en 3D del aducto de epéxido de eugenol-MDA, los
atomos de carbono estan representados de color gris, los a&tomos de oxigeno
de color rojo y los atomos de hidrégeno de color blanco.

En la tabla 9 se presentan los desplazamientos quimicos de los atomos de
carbono del aducto de epoxido de eugenol-MDA.

Tabla 9. Resultados del desplazamiento quimico del aducto de epoéxido de
eugenol-MDA.
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Numero de o (ppm)
carbono
1A 190.8
2A 119.1
3A 150.2
4A 66.7
5A 70.9
6A 35.7
7A 129.8
8A 1154
9A 146.3
10A 148.2
11A 112.4
12A 127.8
13A 56.2

En la tabla 10 se presentan los desplazamientos quimicos de los atomos de
hidrégeno del aducto de epdxido de eugenol-MDA.

Tabla 10. Resultados del desplazamiento quimico del aducto de epéxido de
eugenol-MDA de los atomos de hidrogeno. Se us6 como referencia a los
nameros asignados a los atomos de carbono.

Numero de o (ppm)
hidrogeno

1B 9.41
2B 5.83
3B 7.85
4B,4C 4.42
5B 3.94
6B,6C 2.61
8B 6.60
11B 6.63
12B 6.56
13B,13C,13D 3.72

Se determinoé la estructura en 3D del aducto de quinona metilada-MDA, se le
asigno un numero a cada atomo de carbono para su identificacion (figura 16).
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Figura 16. Estructura en 3D del quinona metilada-MDA, los atomos de carbono
estan representados de color gris, los atomos de oxigeno de color rojo y los
atomos de hidrégeno de color blanco.

En la tabla 11 se presentan los desplazamientos quimicos de los atomos de
carbono del aducto de quinona metilada-MDA.

Tabla 11. Resultados del desplazamiento quimico del aducto de quinona

metilada-MDA.
Numero de carbono | & (ppm)
1A 190.8
2A 119.1
3A 150.2
4A 66.6
5A 123
6A 132.2
7A 130.7
8A 112.6
9A 146.1
10A 148.2
11A 112
12A 120.8
13A 56.2

En la tabla 12 se presentan los desplazamientos quimicos de los atomos de
hidrogeno del aducto de quinona metilada-MDA.

Tabla 12. Resultados del desplazamiento quimico del aducto de quinona
metilada-MDA de los atomos de hidrégeno. Se usé como referencia a los
nameros asignados a los atomos de carbono.
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Numero de o (ppm)
hidrégeno

1B 9.41

2B 5.84

3B 7.86
4B,4C 4.53
5B 6.31

6B 6.49

8B 7.10
11B 6.69
12B 7.50
13B,13C,13D 3.86

Se determind la estructura en 3D del aducto de epéxido de eugenol-4-HHE, se
le asigné un numero a cada atomo de carbono para su identificacion (figura
17).

Figura 17. Estructura en 3D del aducto de epdxido de eugenol-4-HHE, los
atomos de carbono estan representados de color gris, los atomos de oxigeno
de color rojo y los &tomos de hidrégeno de color blanco.

En la tabla 13 se presentan los desplazamientos quimicos de los atomos de
carbono del aducto de epoxido de eugenol-4-HHE.
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Tabla 13. Resultados del desplazamiento quimico del aducto de epéxido de
eugenol-4-HHE.

Numero de carbono 0 (ppm)
1A 193.3
2A 130.5
3A 132.1
4A 72.6
5A 27.9
6A 9.2
7A 66.7
8A 70.9
9A 35.7

10A 129.8
11A 115.4
12A 146.3
13A 148.2
14A 112.4
15A 127.8
16A 56.2

En la tabla 14 se presentan los desplazamientos quimicos de los atomos de
hidrogeno del aducto de ep6xido de eugenol-4-HHE.

Tabla 14. Resultados del desplazamiento quimico del aducto de epéxido de
eugenol-4-HHE de los atomos de hidrégeno. Se us6 como referencia a los
nameros asignados a los &tomos de carbono.

NuUmero de o (ppm)
hidrogeno

1B 9.54
2B 6.13
3B 6.92
4B 4.28
5B,5C 1.91
6B,6C,6D 0.96
7B,7C 3.57
8B 3.82
9B,9C 2.66
11B 6.60
14B 6.63
15B 6.63
16B,16C,16D 3.72

Se determind la estructura en 3D del aducto de quinona metilada-4-HHE, se le
asigndé un numero a cada &tomo de carbono para su identificacion (figura 18).

39



Figura 18. Estructura en 3D de aductos de quinona metilada-4HHE, los atomos
de carbono estan representados de color gris, los atomos de oxigeno de color
rojo y los atomos de hidrégeno de color blanco.

Numero de o (ppm)
carbono

1A 193.3
2A 130.5
3A 132.1
4A 72.6
5A 27.9
6A 9.2
7A 66.6
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8A 123
9A 132.2
10A 130.7
11A 112.6
12A 146.1
13A 148.2
14A 112
15A 120.8
16A 56.2

En la tabla 15 se presentan los desplazamientos quimicos de los 4&tomos de
carbono del aducto de quinona metilada-4-HHE.

Tabla 15. Resultados del desplazamiento quimico del aducto de quinona
metilada-4-HHE.

En la tabla 16 se presentan los desplazamientos quimicos de los atomos de
hidrégeno del aducto de quinona metilada-4-HHE.

Tabla 16. Resultados del desplazamiento quimico del aducto de quinona
metilada-4-HHE de los &tomos de hidrogeno. Se us6 como referencia a los
nameros asignados a los &tomos de carbono.

Numero de o (ppm)
hidrogeno

1B 9.54
2B 6.13
3B 6.92
4B 4.26
5B,5C 1.92
6B,6C,6D 0.96
7B,7C 3.79
8B 6.13
9B 6.49
11B 7.10
14B 6.69
15B 7.50
16B,16C,16D 3.86

Se determino la estructura en 3D del aducto de epoéxido de eugenol-4-HNE, se
le asigné un nimero a cada atomo de carbono para su identificacion (figura
19).
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Figura 19. Estructura en 3D de aductos de epédxido de eugenol-4-HNE, los
atomos de carbono estan representados de color gris, los atomos de oxigeno
de color rojo y los atomos de hidrogeno de color blanco.

En la tabla 17 se presentan los desplazamientos quimicos de los &tomos de
carbono del aducto de epo6xido de eugenol-4-HNE.

Tabla 17. Resultados del desplazamiento quimico del aducto de epéxido de
eugenol-4-HNE.

NUmero de carbono 0 (ppm)
1A 193.3
2A 130.5
3A 132.1
4A 72.6
5A 34.5
6A 23.8
7A 31.7
8A 22.6
9A 14

10A 66.6
11A 70.9
12A 35.7
13A 129.8
14A 1154
15A 146.3
16A 148.2
17A 112.4
18A 127.8
19A 56.2
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En la tabla 18 se presentan los desplazamientos quimicos de los a&tomos de
hidrogeno del aducto de epoxido de eugenol-4-HNE.

Tabla 18. Resultados del desplazamiento quimico del aducto de epéxido de
eugenol-4-HNE de los atomos de hidrégeno. Se us6 como referencia a los
nameros asignados a los &tomos de carbono.

Numero de o (ppm)
hidrogeno

1B 9.54
2B 6.10
3B 6.86
4B 4.26
5B,5C 1.77
6B,6C 1.43
7B,7C 1.43
8B,8C 1.28
9B,9C,9D 0.86
10B,10C 3.57
11B 3.83
12B,12C 2.66
14B 6.63
17B 6.63
18B 6.63
19B,19C,19D 3.72

Se determind la estructura en 3D del aducto de quinona metilada-4-HNE, se le
asigno un numero a cada atomo de carbono para su identificacion (figura 20).
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Figura 20. Estructura en 3D de aductos de quinona metilada-4-HNE, los
atomos de carbono estan representados de color gris, los a&tomos de oxigeno
de color rojo y los atomos de hidrogeno de color blanco.

En la tabla 19 se presentan los desplazamientos quimicos de los &tomos de
carbono del aducto de quinona metilada-4-HNE.

Tabla 19. Resultados del desplazamiento quimico del aducto de quinona
metilada-4-HNE.

Numero de carbono o (ppm)
1A 193.3
2A 130.5
3A 132.1
4A 72.6
5A 34.5
6A 23.8
7A 317
8A 22.6
9A 14

10A 66.6
11A 123

12A 132.2
13A 130.7
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14A 112.6
15A 146.1
16A 148.2
17A 112
18A 120.8
19A 56.2

En la tabla 20 se presentan los desplazamientos quimicos de los atomos de
hidrégeno del aducto de quinona metilada-4-HNE.

Tabla 20. Resultados del desplazamiento quimico del aducto de quinona
metilada-4-HNE de los &tomos de hidrégeno. Se usé como referencia a los
nameros asignados a los atomos de carbono.

Numero de o (ppm)
hidrogeno

1B 9.54
2B 6.10
3B 6.87
4B 4.27
5B,5C 1.77
6B,6C 1.43
7B,7C 1.43
8B,8C 1.28
9B,9C,9D 0.86
10B,10C 3.79
11B 6.10
12B 6.49
14B 7.10
17B 6.63
18B 7.50
19B,19C,19D 3.86

4.4 Determinacion de la reactividad de los aductos de ep6xido
de eugenol-MDA, ep6xido de eugenol-4-HHE y epoxido de
eugenol-4-HNE, frente al citocromo P450

En la figura 21 se presenta la relacién de ocurrencia normalizada (NOR) de los
atomos de carbono mas reactivos del aducto de epoxido de eugenol-MDA.
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Figura 21. Cada uno de los &tomos mas reactivos esta coloreado, el color rojo
representa un NOR de 0.66=NOR<= 1, el amarillo de 0.33=NOR=0.66 y el gris
representa una falta de datos.

En la figura 22 se presenta la relacion de ocurrencia normalizada (NOR) de los
atomos de carbono mas reactivos del aducto de epoéxido de eugenol-4-HHE.
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Figura 22. Cada uno de los &tomos mas reactivos esta coloreado, el color rojo
representa un NOR de 0.66==NOR= 1, el amarillo de 0.33=NOR=0.66, el verde
de 0.15=NOR<= 0.33 y el gris representa una falta de datos.

En la figura 23 se presenta la relacion de ocurrencia normalizada (NOR) de los
atomos de carbono mas reactivos del aducto de epéxido de eugenol-4-HNE.
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Figura 23. Cada uno de los &tomos mas reactivos esta coloreado, el color rojo
representa un NOR de 0.66==NOR= 1, el amarillo de 0.33=NOR=0.66, el verde
de 0.15=NOR= 0.33y el gris representa una falta de datos.

4.5 Determinacion de la reactividad de los aductos de quinona
metilada-MDA, quinona metilada-4-HHE y quinona metilada-4-
HNE, frente al citocromo P450

En la figura 24 se presenta la relacién de ocurrencia normalizada (NOR) de los
atomos de carbono mas reactivos del aducto de quinona metilada-MDA.
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Figura 24. Cada uno de los atomos mas reactivos esta coloreado, el color rojo
representa un NOR de 0.66=NOR= 1, el amarillo de 0.33=NOR=0.66 y el gris

representa una falta de datos.

En la figura 25 se presenta la relacién de ocurrencia normalizada (NOR) de los
atomos de carbono mas reactivos del aducto de quinona metilada-4-HHE.
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Figura 25. Cada uno de los &tomos mas reactivos esta coloreado, el color rojo
representa un NOR de 0.66=<NOR= 1, el amarillo de 0.33=NOR=0.66, el verde
de 0.15=NOR= 0.33 y el gris representa una falta de datos.

En la figura 26 se presenta la relacion de ocurrencia normalizada (NOR) de los
atomos de carbono més reactivos del aducto de quinona metilada-4HNE.

Figura 26. Cada uno de los &tomos mas reactivos esta coloreado, el color rojo
representa un NOR de 0.66==NOR= 1, el amarillo de 0.33=NOR=0.66, el verde
de 0.15=NOR= 0.33y el gris representa una falta de datos.

4.6 Procesamiento de resultados

En la tabla 21 se muestra los desplazamientos quimicos de los atomos de
carbono més reactivos y el NOR de estos atomos.

Tabla 21. Relacion entre los desplazamientos quimicos de los atomos de
carbono mas reactivos y el NOR.

Numero de 0.66=NOR< 1 0.33=NOR=0.66 0.15=NOR= 0.33

carbono

C-13 de 56.2 ppm
epoxido de
eugenol-MDA

C-1 de epoxido 193.3 ppm
de eugenol-4-
HHE

C-2 de epoxido 130.5 ppm
de eugenol-4-
HHE

C-3 de epoxido 132.1ppm
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de eugenol-4-
HHE

C-6 de epoxido 9.2 ppm
de eugenol-4-
HHE

C-16 de 56.2 ppm
epoxido de
eugenol-4-HHE

C-1 de epoxido 193.3 ppm
de eugenol-4-
HNE

C-2 de epoxido 130.5 ppm
de eugenol-4-
HNE

C-19de 56.2 ppm
epoxido de
eugenol-4-HNE

C-13 de 56.2 ppm
quinona
metilada-MDA

C-1 de quinona 193.3 ppm
metilada-4-HHE

C-6 de quinona 9.2 ppm
metilada-4-HHE

C-16 de 56.2 ppm
quinona
metilada-4-HHE

C-1 de quinona 193.3 ppm
metilada-4-HNE

C-19de 56.2 ppm
quinona
metilada-4-HNE

En la figura 27 se presenta un grafico en el que se relacionan los
desplazamientos quimicos de los atomos de carbono y los desplazamientos de
los atomos de hidrogeno del aducto de epoxido de eugenol-MDA. Para esta
relacion se obtuvo un coeficiente de correlacion de Pearson de 0.
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Figura 27. Correlacion entre los desplazamientos quimicos de los atomos de
hidrégeno y carbono del aducto de epéxido de eugenol-MDA.

En la figura 28 se presenta un grafico en el que se relacionan los
desplazamientos quimicos de los atomos de carbono y los desplazamientos de
los atomos de hidrogeno del aducto de quinona metilada-MDA. Para esta
relacion se obtuvo un coeficiente de correlacion de Pearson de O.
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Figura 28. Correlacion entre los desplazamientos quimicos de los atomos de
hidrégeno y carbono del aducto de quinona metilada-MDA.

En la figura 29 se presenta un grafico en el que se relacionan los
desplazamientos quimicos de los atomos de carbono y los desplazamientos de
los atomos de hidrogeno del aducto de epoxido de eugenol-4-HHE. Para esta
relacion se obtuvo un coeficiente de correlacion de Pearson de O.
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Figura 29. Correlacion entre los desplazamientos quimicos de los atomos de
hidrogeno y carbono del aducto de epdxido de eugenol-4-HHE.

En la figura 30 se presenta un grafico en el que se relacionan los
desplazamientos quimicos de los atomos de carbono y los desplazamientos de
los atomos de hidrogeno del aducto de quinona metilada-4-HHE. Para esta
relacion se obtuvo un coeficiente de correlacion de Pearson de O.
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Figura 30. Correlacion entre los desplazamientos quimicos de los &tomos de
hidrogeno y carbono del aducto de quinona metilada-4-HHE.

En la figura 31 se presenta un grafico en el que se relacionan los
desplazamientos quimicos de los atomos de carbono y los desplazamientos de
los atomos de hidrogeno del aducto de epoxido de eugenol-4-HNE. Para esta
relacion se obtuvo un coeficiente de correlacion de Pearson de 0.
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Figura 31. Correlacion entre los desplazamientos quimicos de los atomos de
hidrogeno y carbono del aducto de epoxido de eugenol-4-HNE.

En la figura 32 se presenta un grafico en el que se relacionan los
desplazamientos quimicos de los atomos de carbono y los desplazamientos de
los atomos de hidrogeno del aducto de quinona metilada-4-HNE. Para esta
relacion se obtuvo un coeficiente de correlacion de Pearson de 0.
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Figura 32. Correlacion entre los desplazamientos quimicos de los atomos de
hidrégeno y carbono del aducto de quinona metilada-4-HNE.
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4.7 Discusion

El presente estudio determind las propiedades fisicoquimicas de los aductos de
epoxido de eugenol y quinona metilada con algunos de los productos de la
peroxidacion lipidica de Candida albicans (MDA, 4-HHE y 4-HNE). Segun
reporta la revision bibliogréafica revisada, el epdxido de eugenol y quinona
metilada poseen grupos quimicos, grupo epoxido y metileno respectivamente,
muy reactivos y que pueden formar aductos con moléculas con grupos hidroxilo
(Da Silva-Marrinez, 2016., Garcia- Sanchez, 2005., Solomons, 2012). Por lo
que, se determind la energia libre de Gibbs de reaccion (;G°), en condiciones
estandar de reaccion, de los diferentes aductos. Siendo los aductos de epoéxido
de eugenol con productos de la peroxidacion lipidica, los termodindmicamente
mas favorables, ya que presentaron resultados de ;G° negativos, en cambio los
aductos de quinona metilada presentaron resultados de G° positivos.

Los resultados de la superficie topoldgica polarizada del MDA, 4-HHE y 4-HNE,
fueron similares; lo que indica que poseen una capacidad similar para atravesar
membranas lipidicas. Por otro lado, los resultados de la refractividad molar
fueron distintos; esto guarda relacién con lo esperado, ya que poseen distinta
masa molar (Harding, Wedge y Popelier, 2009). Con respecto a la energia libre
de Gibbs de formacion, el MDA presento un valor mas negativo que las otras
dos moléculas estudiadas. Lo que posiciona al MDA como un mejor candidato
para formar aductos.

Asimismo, los resultados de la superficie topoldgica polarizada de los aductos;
mostraron que los aductos de quinona metilada con productos de la
peroxidacion lipidica presentaron los valores mas bajos lo que indica una
mayor capacidad para atravesar membranas lipidicas. Por otro lado, los
resultados de refractividad molar de los aductos, guardan relacion con la masa
molar de cada aducto.

De acuerdo con los resultados del desplazamiento de quimico de los &tomos
de carbono de las moléculas estudiadas, se puede inferir que los atomos de
carbono cercanos a atomos de oxigeno o enlaces dobles, presentan valores
mas altos; lo mismo se observé en el caso de los desplazamientos quimicos de
los &tomos de hidrogeno. Sin embargo, no se encontrd relacion entre los
resultados de los desplazamientos quimicos de los atomos de carbono e
hidrégeno.

Por otro lado, la reactividad de las moléculas estudiadas frente al citocromo
P450, se presento principalmente en los grupos hidroxilo, carbonilo, éter y
metino.
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4.8 Conclusiones

1. Los resultados obtenidos de las propiedades fisicoquimicas del MDA, 4-HHE
y 4-HNE; demuestran que estas moléculas pueden atravesar membranas
lipidicas y reaccionar con otras moléculas.

2. El MDA, 4-HHE y 4-HNE, poseen grupos quimicos que pueden ser
metabolizados por el citocromo P450.

3. Los aductos de epodxido de eugenol y quinona metilada poseen propiedades
fisicoquimicas que les permiten atravesar membranas lipidicas.

4. Los aductos de epdéxido de eugenol y quinona metilada poseen grupos
quimicos que pueden ser metabolizados por el citocromo P450.

5. Los aductos de epo6xido de eugenol-MDA, epéxido de eugenol-4-HHE,
epoxido de eugenol-4-HNE son termodinamicamente mas favorables.

6. No se encontré correlacion entre el desplazamiento quimico de los &tomos
de carbono y el desplazamiento quimico de los atomos de hidrégeno.
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4.9 Recomendaciones

El presente estudio recomienda:

-Determinar experimentalmente las propiedades fisicoquimicas de las
moléculas estudiadas.

-Elucidar los mecanismos moleculares involucrados en la actividad antifangica
del eugenol.

-Estudiar los derivados metabdlicos del eugenol y sus posibles aplicaciones
farmacoldgicas.
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