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RESUMEN

RESUMEN

La Biotransformacion del Naproxeno, [(S)-6-metoxi-#-metil-2-acido naftalenacético], fue
realizada utilizando el Aspergillus niger, microorganismo que se caracteriza por su capacidad
para hidroxilar sistemas aromaticos. Dicho proceso biotecnoldgico fue llevado a cabo en un
medio liquido bajo condiciones dptimas para el desarrollo del Aspergillus niger. Se obtuvieron 2
metabolitos mayoritarios demetilnaproxeno y 7-hidroxi-6-demetilnaproxeno; los cuales fueron
aislados mediante técnicas cromatogréficas, e identificados mediante espectroscopia de RMN
(H+) y espectrometria de Masas. El 7-hidroxi-6-demetilnaproxeno fue metilado mediante
reacciones quimicas a 7-metoxi-6-metilnaproxeno; y sometido a ensayo de Modelo
Experimental del Edema Pedal Inducido por Carragenina para evaluar la actividad
farmacol0gica, se utilizo como patron de comparacion a Naproxeno Base, y Naproxeno Sodico,
donde se determind que el metabolito metilado no presentaba efecto anti-inflamatorio.

Palabras Clave: Biotransformaciones, Naproxeno, Aspergillus niger, Actividad
Anti-inflamatoria, 6-demetilnaproxeno, 7-hidroxi-6metilnaproxeno, 7-metoxi-6metilnaproxeno.
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SUMMARY

SUMMARY

The Biotransformation of Naproxen [(S)-6-methoxy-#-methyl-2- naphtaleneacetic acid], was
performed using a microorganism Aspergillus niger, wich has knowed ability of hydroxylate
aromatic rings. This biotechnological process was conduced in a liquid culture in optimum
conditions for development of the microorganismn.Two man metabolites was gotten:
6-desmethylnaproxen and 7-hydroxy-6 d&emethyl+ roxen, these were isolated by
chromatographic techniques and identified by RMN (H "/ Spectroscopy and Mass Spectrometry.
The 7-hydroxy-6-desmethylnaproxen was methylated by chemica reaction to
7-metoxhy-6-methylnaproxen and was used the model Carrageenin-induced paw edema to
evaluated the pharmacological activity, was used such as standard naproxen, and naproxen
sodium. It was determinated that the methylated metabolite has not showed anti-inflammatory
activity.

Keywords. Biotransformation, Naproxen, Aspergillus niger, Anti-inflammatory activity,
6-desmethylnaproxen, 7-hydroxy-6 desmethylnaproxen, 7-metoxhy-6-methylnaproxen.
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I. INTRODUCCION

l. INTRODUCCION

En la Industria Farmacéutica, la innovacién y productividad en el desarrollo de drogas es
uno de los procesos econdmicamente mas importantes; llevandose a cabo por Sintesis
Quimica, Semi-sintesis y de acuerdo a los estudios reportados existen técnicas
biotecnoldgicas inocuas conocidas como Biotransformacion que involucran la utilizacion
de microorganismos.

Las Biotransformaciones se producen debido a la capacidad que tienen los
microorganismos de modificar quimicamente los compuestos organicos convirtiéndolos
en productos estructuralmente relacionados. Utilizan la catélisis enzimatica con la ventaja
especial sobre las reacciones quimicas en la estéreo-selectividad y la regio-especificidad,
ademas de causar menos dafios ambientales.

Los hongos filamentosos son utilizados para transformar y modificar compuestos de
utilidad médica. El Aspergillus niger es un microorganismo ampliamente utilizado debido
al conjunto de enzimas que posee, pues tiene la habilidad de utilizar una gran variedad
de sustratos para obtener sustancias conocidas.

El objetivo del presente trabajo es la obtencion de una molécula biotransformada con
Aspergillus niger y la evaluacion de su actividad antiinflamatoria.

Se realiz6 la Biotransformacién del Naproxeno Sodico con Aspergillus niger en un
medio de cultivo favorable para el adecuado desarrollo del microorganismo,
aprovechando asi a las enzimas monooxigenasas propias de su metabolismo.

Se aislaron dos metabolitos principales: 7-hidroxi-6-demetilnaproxeno y

"Programa Cybertesis PERU - Derechos son del Autor" 9
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demetilnaproxeno, mediante técnicas cromatograficas, y la elucidacion de los metabolitos
se realizé por espectroscopia de RMN (H ) y espectrometria de Masas.

El metabolito  7-hidroxi-6-demetilnaproxeno fue  metilado  obteniéndose
7-metoxi-6-metilnaproxeno, siendo este ultimo sometido a ensayos farmacoldgicos de
acuerdo al Modelo Experimental de Edema Pedal Inducido por Carragenina para la
evaluacion de la actividad antiinflamatoria, utilizando como patrones de comparacion
Naproxeno base y Naproxeno Sddico.

10
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Il. GENERALIDADES

Il. GENERALIDADES

2.1. BIOTECNOLOGIA MODERNA

La Biotecnologia puede ser definida como la aplicacion de principios cientificos para el
procesamiento de materiales por agentes bioldgicos y proporcionar asi productos vy
servicios. Es decir el uso controlado y deliberado de agentes biolégicos sencillos, células
vivas o componentes cﬂl)lla'sas en operaciones técnicamente beneficiosas para la
fabricacién de productos.

La Biotecnologia puede ser dividida en tecnologia tradicional y nueva tecnologia. La
tecnologia tradicional comprende alimentos, ingredientes, saborizantes, alcohol industrial,
antibidticos y acidos organicos. La nueva tecnologia usa técnicas de ingenieria genética,
fusién celular e g‘sgenieria metabdlica para obtener organismos capaces de formar
productos utiles ( . En algunos casos en la biotecnologia se busca la formacién de
biomasa, mientras que en otros, la formacién de metabolitos secundarios; los cuales no
parecen ser esenciales para el crecimiento y la reproducciéon de los micrc(?ﬂzs'ni(gojyos,
siendo su formacién altamente dependiente de las condiciones ambientales.

La aplicacion de enzimas como “reactivos” es una de las areas de mayor crecimiento
en el ancestral campo de la quimica organica. La capacidad de las enzimas para llevar a
cabo reacciones de una manera estéreo-especifica y regio-especifica, funcionan bajo
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condiciones adecuadas de temperatura y pH, ofrecen un gran potencial para la
produccién de moléculas quirales con aplicaciones diversas, tal como la sinte(‘ggs de
productos naturales, quimica médica y la biosintesis de metabolitos de Farmacos.

Actualmente la Biotecnologia se aplica en varias areas. El area Farmacéutica con la
busqueda del biocatalizador ideal y usando nuevas tecnologias para mantenerse
competitivos e innovadores obtiene drogas activas de interés econdmico, asi los
intermediarios quirales constituyen una parte significativa del mercado de quimicos finos,
lo cual se demuestra por el jpcr nto en |g demanda de estos productos (1997: $87
billones, 1998: $96 billones). (FETETGE )

Un proceso para utilizar la actividad de las enzimas es la bioconversién o
biotransformacion, proceso por el cual un microorganismo intacto, usualmente en
crecimiento o células de un cultivo bacterial o fungico, llevan a cabo una reaccion
organica sobre un sustrato seleccionado que ha sido puesto en contacto con su biomasa.

(4)

2.2. BIOTRANSFORMACIONES MICROBIANAS

La biotransformacion es un proceso biotecnoldgico que utiliza el crecimiento de biomasa
o formacion de productos, para lo cual los microorganismos deben contar con las
condiciones ambientales optimas de desarrollo. Siendo necesario controlar las variables
mas importantes del medio de cultivo, a través de controladores que permitan que las
condiciones se mantengan estables. Las variables que c?%{jnmente se controlan son: el
pH, la temperatura, la velocidad de agitacién, entre otras.

Los cultivos para los estudios de transformacion microbiana pueden ser obtenidos de
ambientes naturales, tales como las aguas estancadas, la tierra misma o cultivos
estandarizados. En estos cultivos los microorganismos tienen la capacidad de modificar
quimicamente una amplia variedad demggymponentes organicos convirtiéndoles en
productos estructuralmente relacionados.

Las reacciones organicas catalizadas por microorganismos son Illamadas
transformaciones microbianas, biotransformaciones o bioconversiones, las cuales
representan un soporte o algunas veces reemplazan a las reacciones quimicas, debido a:

Via de sintesis corta.

Obtencion de compuestos mas puros.

Obtencion de compuestos Opticamente activos.

Condiciones de reaccion suaves.

Uso de nutrientes naturales y soluciones buffers econémicas.

Empleo de bajas temperaturas (excepto para la esterilizacion)

Se desarrolla en medio acuoso (excepto para la extraccion del producto)

12
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Produccion reducida de residuos quimicos y reciclaje de los solventes de
extracciéon.(12) (14) (15)

Entre los propdsitos de la biotransformacion se encuentran:

Disminuir la contaminacion del ambiente por procesos quimicos.

Incrementar la eficiencia de la sintesis enzimatica de aminoacidos y péptidos, de
carbohidratos y oligosacaridos nuevos, nucleétidos y polinucledtidos, glicolipidos y
peptidoglicanos.

Hallar productos novedosos con propiedades bioldgicas modificadas o incrementadas
o con efectos colaterales disminuidos.

Preparacion de metabolitos de drogas pg{g el ensayo en Modelos Microbianos del
Metabolismo de Mamiferos entre otras. )

El éxito de las biotransformaciones microbianas ha estado basado en el screening de
enzimas microbianas para catalizar nuevas reacciones o el screening“g? enzimas
conocidas para realizar una actividad desconocida con sustratos sintéticos.

En su funcién natural las enzimas catalizan y controlan reacciones anabdlicas y
catabdlicas necesarias para procesos de ensamblaje, polimerizacién, biosintesis y
energéticos. Las enzimas anabdlicas involucradas en rutas biosintéticas requieren
usualmente sustratos especificos, mientras muchas enzimas catabdlicas involucradas en
digestién, defensa y roles similares de degradac:ié&)el(’\1 Si'ganismos vivos parecen haber
desarrollado rangos mas amplios de especificidad.

Dependiendo del proceso usado puede ser microorganismo vivo, una espora libre o
inmovilizada en un soporte o simplemente un extracto de enzimas. Las
biotransformaciones involucran reacciones enzimaticas y de fermentacion:

Reacciones enzimaticas: en las cuales la enzima activa requiere del ambiente celular y
su magquinaria para realizar la funcion.

Las fermentaciones limitadas: en las cuales las reacciones son reducidas a la
transformacion del sustrato a productos cercanamente relacionados, aunque
normalmente permitan la sintesis de moléculas complejas (tales como anticuerpos,
vitaminas) y de moléculas simples (glucosa, oxigeno, amonio, entre otras).

En los microorganismos se hallan enzimas constitutivas las cuales son producidas con el
crecimiento celular. Si las enzimas no son constitutivas su formaciéon en microorganismos
puede ser algunas veces inducidas por sustrato de interés o por compuestos
relacionados. Las enzimas inducidas pueden catalizar una variedad de reacciones sobre
los inductores, sustratos y aun componentes no relacionados.

Las enzimas de biotransformaciéon pueden estar presentes dentro o fuera de las
células que las producen. Las bacterias frecuentemente con(tjl%r}en enzimas solubles
dentro del citosol y enzimas particulares unidas a la membrana.

La biotransformacion es un ejemplo impresionante de la capacidad de los
microorganismos para alterar solo uno de muchos grupos funcionales con propiedades

"Programa Cybertesis PERU - Derechos son del Autor" ‘ 13
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de reaccidon muy similares. Utilizandose la capacidad de los microorganismos para alterar
solamente ciertos grupos funcionales, mediante reacciones enzimaticas las cuales
pueden ser superiores a los métodos de conversiéon tradicionales por las siguientes
caracteristicas:

Reacciones de selectividad: cada enzima realiza una reaccion de modo que no hay
reacciones laterales.

Reacciones de regio-especificidad: la enzima conduce una unica reaccion de tal
manera que lo realiza en un lugar determinado de la molécula

Reacciones de estéreo-selectividad: las enzimas pueden distinguir entre los
enantiomeros de un racemato en que ellas convierten exclusivamente o de preferencia,
solo una de las dos formas enantiomeéricas.

Condiciones de reaccion: las reacciones enzimaticas se realizan en un medio a pH y
temperatura adecuados cerca de soluciones neutrales, por debajo de 40°C, ademas de
requerir de poca energia, por% {? {1 s compuestos mas sensibles son

) 8
convertidos sin sufrir dafios.

2.2.1. Biotransformaciones Industriales

La biotransformacion ha sido conocida por muchos afos principalmente en la produccién
de precursores farmacéuticos y agroquimicos, realizandose estudios con sustratos
especificos tales como esteroides, alcaloides y componentes bioactivos y se han
empleando microorganismos especificos como hongos, levaduras % b?%—:‘)rlas en general,
asi la produccion de alcoholes tiene una historia ancestral asi como la
transformacion (?% 6no a vinagre por las bacterias del género Acetobacter y
Gluconobacter.

2.2.1.1. Biotransformaciones de Esteroides

Una de las biotransformaciones mas co&%idas es la de esteroides, al respecto se han
reportado numerosas investigaciones , las que han permitid(? )un progreso
espectacular, donde las reacciones clasicas son dificiles o inadecuadas

Las hormonas esteroidales de la glandula adrenal y sus analogos estructurales
(cortisona, hidrocortisona, prednisona, prednisolona y triamcinolona) exhiben actividad
antiinflamatoria.

La Cortisona es una hormona esteroide de gran demanda. El proceso quimico para
su sintesis implicaba 31 etapas. Se descubrid que un hongo que crece en el pan,
Rhizopus arrhizus, puede hidroxilar la progesterona (un mtermzed)?rlo en la S|nteS|s de la
cortisona) en el C-11, reduciendo la sintesis de 31 a 11 pasos. (Fig. N° 1

Entre otras biotransformaciones de esteroides se tiene la biotransformacién de
progesterona y testosterona, por Mucor griseoceanus ATCC 1207a, obteniéndose
derivados 14-or-hi(% oisilados, los cuales muestran una interaccion con los receptores del
musculo cardiaco

14
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Il. GENERALIDADES

Fig. N° 1: Biotransformacién de Progesterona por distintos microorganismos.

Asi también en la biotransformacion de 18-corticoesteroides,
18-hidroxi-11-deoxycortisosterona (con actividad mineraI? 83)rt|00|de) se obtuvieron los
metabolitos 3—a-hidroxi-5@ con Clostridium paraputrificum (Fig. N° 2).

(=

1A — wfa ]
Fig. N° 2: Biotransformacion del 18-hidroxi-11-deoxicorticosterona por Clostridium
paraputrificum

2.2.1.2. Biotransformaciones de Vitaminas

La Vitamina C ha sido obtenida hace 50 afios de acuerdo con la sintesis clasica de
Reichstein y Grusner, en la cual la D-glucosa es reducida a D-Sorbitol, el segundo paso la
conversion de D-Sorbitol a L-Sorbosa es muy dificil quimicamente; por lo que se empleo
una conversion enzimatica, llevandose a cabo una oxidaciéon mediante el Acetobacter
suboxydans. Posteriormente se utilizaron microorga?gisws de los géneros de Erwinia y
Corynebacterium para la sintesis de la Vitamina C (Fig. N° 3).

Fig. N° 3: Obtencion de Vitamina C mediante sintesis quimica y biotransformaciones

"Programa Cybertesis PERU - Derechos son del Autor" 15
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realizadas por Erwinia herbicola y Corynebacterium sp.

2.2.1.3. Biotransformaciones de Terpenos

Los terpenoides son sustratos conocidos para realizar biotransformaciones, se utilizan
como sustratos iniciales, I?izw%e)s son ideales para la produccion biotecnolégica de
aromas quimicos naturales

- En los terpenos las hidroxilaciones se realizan en sitios alicilicos o potencialmente
endlicos como por ejempl n. la alent el linalool y el citronelol (o sus esteres) son
hidroxilados por A. niger (8) ?84) ?2% &é??%)

- Asimismo con las lactonas sesquiterpenicas como la a -santonina, luego de la
accion con ,% gs’ger se obtienen varios metabolitos monohidroxilados en posiciones C-8,
c-11yc-13 2

- En la biotransformacion del Geraniol, Nerol entre otros por cultivos dfzg)enicillium
digitatum, se obtienen terpenos considerados como saborizantes “naturales”

- Aspergillus niger y Aspergillus cellulosae son hongos conocidos por su capacidad
para introducir grupos funcionales oxigenados a los sustratos terpénicos como el
dehidropinguisenol, dando lugar a metabolitos tales como 10-oxo-lejeunepin%6?enol y
lejeuneapinguisenol, los cuales presentan una posible actividad antimicrobiana

(31)

- El (-) Mentol es transformado a los siguientes productos por Aspergillus spp.”
(32) (Fig. N° 4).
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Fig. N° 4: Biotransformacién de Mentol con Aspergillus spp.

- Mediante la biotransformaciéon de eugenol con cepas recombinantes de E.coli se
roduce agido feruli el cual es biotransformado con Rhodotorula rubra para obtener
\Fjainirlina (%Ig) (54)%5:8)’ ’ | R P

- En la hidroxilacién microbioldgica de los 6-substituidos-2-isopropil-naftalenos, todos
los procesos son caracterizados por el tratamiento del 6-substituido-2 isopropil- naftaleno
en presencia de un organismo. Los metabolitos resultantes de las transformaciones por
Aspergillus niger exhiben actividad analgésica, antiinflamatoria, y actividad antipirética en

"Programa Cybertesis PERU - Derechos son del Autor"
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(36)

mamiferos

2.3. MODELOS MICROBIANOS DEL METABOLISMO
DE MAMIFEROS

Antes que una droga sea aprobada para el uso en humanos requiere de estudios para
establecer su eficacia y seguridad. La elucidacién del metabolismo de drogas constituye
un paso necesario en esta evaluacion.

La biotransformacién de drogas es considerada como una reaccion de detoxificacion,
guiando a que sustancias mas polares sean eliminadas facilmente del organismo. Sin
embargo en algunos casos este metabolismo puede llevar a una activacion, produciendo
sustancias mas activas farmacoldégicamente o metabolitos toxicos, justificandose asi la
necesidad de estudios farmacolégicos y toxicolégicos de los metabolitos de las drogas.

Los modelos microbianos pueden constituir una alternativa o al menos un
complemento para el uso de sistemas animales debido a que ellos pueden imitar
cualitativamente el metabolismo de mamé’f,fzr §. pueden brindar informacion acerca del

. . (21) (37
destino de los metabolitos de las drogas

Muchas drogas y otros Xenobidticos que son introducidos a organismos superiores
son quimicamente alterados por la accidén de enzimas.

El metabolismo de drogas envuelve dos tipos de transformaciones, clasificadas en
Fase | (funcionalizacion) y Fase Il (conjugacion).(Fig N° 5)

Las reacciones de la Fase | consisten en reacciones de oxidacion, reduccion e
hidrdlisis. Las reacciones de hidrdlisis son catalizadas por esterasas, las de reduccion
involucran al NADPH dependiente de dehidrogenasa y las de oxidacién envuelven varios
tipos de reacciones catalizadas por monoamino-oxidasas y flavinas del Citocromo P450
monooxigenasa.

Algunas de las reacciones de la Fase | pueden dar como consecuencia la
“activacion” de metabolitos responsables de una elevada actividad 3(90r §£emplo la
R . . L (37) (3
hidrdlisis de prodrogas), mientras otras pueden incrementar la toxicidad

3
el e

lergpnaspsd
Fig. N° 5: Posibles destinos metabdlicos de las drogas cuando estas pasan través del
organismo humano

Los sistemas microbianos consisten de uno o varios microorganismos que pueden
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ser usados para imitar la transformacién metabdlica de los mamiferos. Bajo condiciones
ideales los estudios del metabolismo microbiano y mamifero pueden ser conducidos en
paralelo y los metabolitos comunes pueden ser producidos por métodos de fermentacion
escalonada simple usando el sistema microbiano, el cual tiene la capacidad de
asemejarse al sistema metabdlico de los mamiferos en la producciéon de metabolitos de
farmacos, tales méto?gg)son conocidos como “Modelos Microbianos del Metabolismo de
Mamiferos” (MMMM)

Basados en estos modelos en la investigacion realizada sobre la transformacion
microbiana del Naproxeno por Cunninghamella sp, se evidenciaron los metabolitos:
demetilnaproxeno y demetilnaproxeno-6-o-sulfato, los cuales tamtz'%’s se obtienen de la
biotransformacién del Naproxeno en el metabolismo de mamiferos

Las transformaciones microbianas son complementos para el estudio de MMMM y se
enfocan principalmente en un control considerable de las condiciones de fermentacion,
en la busqueda de situaciones 6ptimas, lo cual es requerido para favorecer la forma?'éqr}
de cantidades significativas de metabolitos microbianos simples a partir de drogas
(40)

De las reacciones quimicas de la fase | en mamiferos, la biotransformacién oxidativa
es cuantitativamente de mayor importancia. Muchas de estas son catalizadas por el
Citocromo P450 ligado a monooxigenasas localizadas principalmente en el higado de los
mamiferos pero que ocurren en alguna magnitud en el rindn, pulmén, tracto
gastrointeaq?al, bazo y otros 6rganos tales como la corteza adrenal, testiculos, ovarios y
placenta

2.4. IMPORTANCIA DEL CITOCROMO P450
MONOOXIGENASA EN MAMIFEROS

El Citocromo P450 (CYP450) es una familia de hemoproteinas, localizadas en la
membrana del reticulo endoplasmico de los hepatocitos y de otras células corpc()Arf Bes,
estas consisten de una parte proteica (apoproteina) y un grupo heme prostético .El
CYP450 contiene una clase especial de multicomponentes enzimaticos que son
ampliamente distribuidos en mamiferos, plantas y sistemas microbianos. El CYP450 es el
componente final na cadena transportadora de electrones que cataliza la oxidacion
de sﬁstratos &3719’?(51? ’ )

Entre sus funciones se hallan:

Funciones detoxificadoras, eIimmg?do sustancias exdégenas (drogas, sustancias
carcinogénicas, pesticidas, etc) . Esto se logra agregando grupos funcionales,
hidrosolubles a compuestos de caracter lipofilico.

Funciones del metabolismo enddgeno, es decir, la degradacion de sustancias del
propio organismo, ejemplo: esteroides, sales biliares, vitaminas liposolubles, etc.

18
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Sintesis de oxido nitrico gaseoso simple.

Sirve como r&ec;amsmo de defensa ante el ataque de alcaloides téxicos, en algunos
organismos

Mecanismo de accion:

El método de accion principal de las enzimas CYP450 es la de introducir un grupo
funcional al componente lipofilico para hacerlo mas hidrosoluble, y por tanto facilmente
excretable. (Fig. N° 6).

1. El citocromo férrico (Fe+3) atrapa al sustrato.

2. Un electrén es trasferido al atomo de Fe, pasando este a su estado ferroso (Fe+2)
3. La forma ferrosa se une a una molécula de Oxigeno.

4. Se produce una segunda reduccién agregandose un electrén y un proton.

5. Se pierde una molécula de agua dejando un complejo (FeO)-'-3 que oxida el
sustrato.

Los electrones irzv%ucrados en la oxidacion de los sustratos por el CYP450 pueden
provenir del NADPH

Fig. N° 6: Hidroxilacién de un sustrato por la accion de monooxigenasa del CYP450

Dentro de la variedad de enzimas que forman parte del CYP450 existen las
oxigenas, s Ia% cuales se d|V|den en di y monooxigenasas segun las reacciones que
realicen. ) (Fig. N° 7
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Monooxigenasa
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Fig. N° 7: Reacciones catalizadas por oxigenasas (Monoxigenasas y Dioxigenasas)

CYP dependiente de monooxigenasas

Las monooxigenasas que contiene el CYP450 son enzimas relacionadas con la fase
inicial del metabolismo Xenobibtico. Generalmente oxidan los Xenobidticos mediante la
formacion del complejo ternario CYP450-Xenobiotico-O2, produciéndose hidroxilaciones

que con H?C'(Jfﬁscia dan sustratos para reacciones de conjugacién con sustancias
hidrc')filos( ) (Fig N° 8).

Fig. N° 8: Oxidacién de Xenobidticos via CYP450 ligado a monooxigenasas

Las monooxigenasas del CYP450 son activas frente a sustratos de hidrocarburos
lineales, ramificados, aliciclicos o aromaticos y sus derivados, esteroides y proteinas.
Entre estas enzimas podemos citar a: 11-B-aminooxigenasa, esteroide
21-monooxigenasa, alcanomonooxigenasa, entre otras.

20 "Programa Cybertesis PERU - Derechos son del Autor"



Il. GENERALIDADES

Las reacciones de monooxigenasas de Baeyer—Villiger usando enzimas de P. putida
NCIMB10(;O7 son una gran promesa para la sintesis de derivados de la (:tgpa opticamente
actlvos asi como la hidroxilacion de arenos por Beuveria basujiana

La mayoria de hidroxilaciones estereoselectivas catalizadas por enzimas son
llevadas a cabo por las monooxigenasas dependientes del CYP450. Las cuales actuan
mediante hidroxilaciones alifaticas y aroz‘na’}i%gs) N-, O-, S-dealquilacién y ciertamente S-
y N-oxidaciones en modelos mamiferos

2.5. HIDROXILACIONES AROMATICAS CON
MICROORGANISMOS

Las hidroxilaciones aromaticas involucran un mecanismo oxenoide con intermediarios
arenos oxidos los cuales se reacomodan no enzimaticamente a compuestos fendlicos y
este es acompafado usualmente por el proceso general llamado “NIH Shift”’, el cual
involucra la migraciéon de un sustituyente al lado de la hldr&gga(czlgy 0 a un carbono

adyacente y luego de este formar los compuestos hidroxilados. (Fig N° 9)
LY ) — k)
= i
o '
= 4 — il |
T T
.
2k
)

Fig. N° 9: NIH-Shift: Migracién del sustituyente al sitio de hidroxilacion

Varios tipos de enzimas provenientes de microorganisr??i son capaces de oxidar
anillos aromaticos regioselectivamente a productos fendlicos.

Esto puede alcanzarse por el uso de células enteras, por ejemplo: el acido
6-hidroxinicotinico es producido a partir del acido nicotinico por Pseudomonas o por
Bacillus sp. a escala industrial. ElI Prenalterol racémico, un componente con actividad
farmacoldgica importante como [(-bloqueador fue obtenido por p- hldr0XI|aCI851
regioselectiva de un precursor aromatico simple usan&%Cunninghamella echinulata ,
asimismo el Indol fue obtenido por el mismo proceso.

Un ejemplo importante de hidroxilacion de compuestos aromaticos es la de la
biotransformacién de naftalenos sustituidos a sus correspondiente dihidroxi-derivados por
cadenas recombinantes de E. coji_.0 tg gggjo metabolitos con efecto emético y

48) (4 R
antiparkisoniano de los metabolitos. (Fig N° 10)
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Fig. N° 10: Dos pasos de oxidacion del naftaleno: dioxigenacion y dehidrogenacion.

Las enzimas hidroxilasas como uno de los factores importantes en el proceso de
hidroxilacion nos permite predecir y razonar la posicion de la hidroxilacién, sin embargo
se cuentan ya con datos disponibles para un numero limitado de enzimas hidroxilasas.
(51)

Entre otras hidroxilaciones conocidas se tiene la realizada por Aspergillus ochraceus
TS el cual hidroxila al benzo[a]pireno en el C-3. En reacciones posteriores c&r;
Saccharomyces cerevisiae, se consiguio una reaccién adicional en la posicion del C-9.

2.6. HONGOS: IMPORTANCIA INDUSTRIAL

El uso de los microorganismos como herramientas metabdlicas se ha vuelto cada vez
mas importante. Esto es conocido en los casos de hidroxilaciones arorpfé;c&sz)o y N
dealquilaciones, hidroxilacion de esteroides e hidrdlisis de éster o amidas.

Aunque los hongos son predominantemente quimioheterétrofos existe una evidencia
limitada que sugiere que exhiben un metabolismo mas diverso de lo que es normalmente
conocido. Por ejemplo, muchas especies filamentosas pueden oxidar formas reducidas
de nitrégeno (nitrificar), oxidar azufre, hierro y mangﬁr}?so, y pueden incluso participar, en
un grado limitado, en el proceso de desnitrificacién

Las tecnologias tradicionales que emplean hongos incluyen la producciéon de agentes
saborizantes, colorantes y la utilizacion de estos como suplementos proteicos, asi como
también la p{gﬂu(%%s)n de productos quimicos como el acido citrico y de antibioéticos como
la penicilina

El Aspergillus, es un hongo que pertenece a los Eumicetos, Pleutomicetos,
Euroteiales y Eurotiacea. Estos son microor%g‘?)ismos multicelulares que tienen un micelio
y esporas y se reproducen asexualmente (Foto N° 1 y N° 2). Tienen importancia
econdmica porque se les usa en muchas industrias de fermentacion incluyendo la
producciéon del a(cgﬁlg) citrico y glucénico, que son elaborados en abundancia por
Aspergillus niger.

Agentes farmacologicamente activos tales como los agentes antitumorales o
inmunomoduladores como la ciclosporina, son productos fungicos que han adquirido
importancia recientemente. Los hongos filamentosos y las levaduras pueden también ser
utilizadas par(%ésansformar o modificar de otro modo compuestos de utilidad médica como
la cortisona.
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Foto N° 2: Cultivo en placa de Aspergillus Niger

2.7. DROGAS ANTIINFLAMATORIAS

Ante un estimulo inflamatorio, se libera en el organismo acido araquidénico, llevando
posteriormente a la produccion de prostaglandinas(5[§ucotrienos y tromboxanos los
cuales se constituyen en mediadores de la inflamacién

La inflamacién es una reaccion local del organismo y constituye uno de los procesos
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mas comunes de la enfermedad, es una reaccidon elemental para frenar una agresion,
pero muchas veces puede ser excesiva y es capaz de producir dafio, por lo que es
necesario frenar %J ?roceso inflamatorio, lo que puede lograrse mediante las drogas
antiinflamatorias. (56

Los antiinflamatorios se pueden clasificar en:

Antiinflamatorios No Esteroideos (AINES) y
Antiinflamatorios Esteroideos.

Los AINES constituyen un grupo de medicamentos que se encuentran entre los de mayor
oferta por parte de la industria farmacéutica y con un patron de prescripcion muy
frecuente por los profesionales de salud. A nivel mundial, mas de 30 millones de
personas toman analgésicos, y conforman el tercer lugar entre los de mayor consumo.
(57)

Los AINES inhiben la biosintesis de las Prostaglandinas. La inhibicién de la via
ciclooxigenasa ha sido la explicacion aceptada para las propiedades antiinflamatorias,
analgésicas y antipiréticas de los AINES.

Dentro de los farmacos para la inflamacion hoy se cuenta, con estructuras quimicas
diferentes con mecanismos de accién similares, como el Paracetamol, Indometacina,
Ketorolaco, Diclofenac%ssjerivados del acido propibnico, derivados de la Pirazolona,
Fenamatos entre otros.

Dentro de los derivados del acido ngs)iénico se encuentra el Naproxeno
[(S)-6-metoxi-a-metil-2-acido naftalenacético] , droga antiinflamatoria de amplio uso
para los procesos antiinflamatorios.

2.7.1. Naproxeno

El Naproxeno es un polvo cristalino blanco a ligeramente blanco que posee un ligero
sabor amargo, insoluble en agua. La mezcla racémica es sintetizada del
2-metoxinaftaleno y del isémero (+) obtenido por resolucion con la cinconida. El
naproxeno es una de las drogas enantidbmericas puras crecientes vendido como S
(+)-enantidmero dextrorotatorio ([a] +66°), el cual es seguro para el uso (Fig. N° 11) al
de sodio también es distribuida comercialmente, este es levorotatorio ([a]~ -11°). Esto
muestra un notable ejemplo de que no existe de relacidén entre la estructura y la relacion
éptica,(6%ejsde que ambos acido y sal tienen la misma configuracion cerca del centro
quiral.
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LiidroxyMNaproxen
Fig. N° 11: Estructura quimica del naproxeno.

Las relaciones de estructura actividad en los acidos 2-naftalenacéticos sustituidos,
esta dada en la posicidén 6 se donde se da la maxima actividad antiinflamatoria. Pequefios
grupos lipofilicos como el Cl, CH S Y CHF,O fueron analogos activos a CH_0 siendo
este el mas potente. Los grupos mas largos fueron menos activos. Los derivados de los
acidos 2-naftilpropidnicos son mas potentes que los correspondientes acido acético
analogos. Al reemplazar el grupo carboxilo con grupos funcionales capaces de ser
metabolizados a la funcién carboxil (%e) CO CH -CHO O CHZOH) se observa que
permiten la retencién de la actividad. Como con otros derivados del acido propidnico,
el (S)(+)isémero es el enantiomero mas potente.

Como farmaco ampliamente usado en los procesos antiinflamatorios (especialmente
para el tratamiento de la artritis y para el alivio del dolor medio a moderado), 3%”
potente inhibidor de la sintesis de prostaglandinas (inhibidor no selectivo de la COX).

(62) (63)

El naproxeno se absoe'é[g) completemente cuando se administra por via oral
(biodisponibilidad del 99 %). El pico en los niveles de plasma se alcanza dentro de 2
a 4 horas de esta administracién y para la sal sédica de 1-2 horas, como con otros AINES
este se halla altamente ligado a las proteinas del plasma en un (99.6 %).
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Aproximadamente del 70 % de la dosis administrada: el 60% es eliminado como droga

sin cambio y el 10 % es eliminado como conjugado de la droga sin cambio. El restante es

convertido a 6-demetilnaproxeno (5%) y en conjugados %lész(u‘{g;n%c% del

6-demetilnaproxeno (22%) (ambos son farmacolégicar@%nte inertes). El 6-
: o . . )

demetilnaproxeno carece de actividad antiinflamatoria.

2.8. JUSTIFICACION DEL PROYECTO DE
INVESTIGACION

Siendo la biotransformacién una herramienta biotecnoldgica que se basa en la utilizacion
de microorganismos que actuan sobre un sustrato especifico, es empleada para la
obtencién de metabolitos.

Los metabolitos obtenidos pueden presentar una actividad farmacoldgica, buscando
de esta manera potenciar la accién de las drogas, asi como también disminuir sus efectos
adversos o secundarios.

En el presente trabajo de investigacién se ha llevado a cabo la biotransformacion del
Naproxeno utilizando al Aspergillus niger por su conocida capacidad de hidroxilar
compuestos aromaticos, generando asi metabolitos susceptibles a una consiguiente
modificacion quimica y obteniendo un producto con un posible efecto antiinflamatorio
superior al Naproxeno.
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3.1. MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

3.1.1. Materiales

Camara de Neubauer Marienfeld (0,1 mm x 0,0025 mm2): Para el conteo de los
conidios del A. niger.

Cromatofolios AL de Silicagel G60-Merck: Para cromatografia en Capa Fina (CCF)

Columna cromatografica (50 cm x 2,2 cm): para la separacioén y purificacién del
metabolito de interés.

Ratas albinas machos Holtzmann provenientes del Bioterio de Instituto Nacional de
Salud: Para los ensayos de actividad antiinflamatoria.

3.1.2. Equipos

Cabina microbioldgica
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Equipo de Resonancia Magnética Nuclear Advance 300. Brucker 400 MHz: Para la
elucidacion de los metabolitos de interés.

Equipo Espectro de Masas LC-MS Hewlett Packard 1100 MSD con Electrionizador de
Spray: Para determinacion de las masas moleculares.

Agitador giratorio
Pletismometro.

3.1.3. Reactivos

Entre los mas importantes:

Silicagel para columna cromatografica Kieselgel 60, de 0,2-0,5 mm (35-70 mesh),
Merck.

Silicagel G-60 TLC-Kieselgel 60 HF 254, Merck.

Cepa: Aspergillus niger ATCC 9142, proporcionada por Dr. John Rosazza, University
of lowa-USA

Sustratos: Naproxeno Sdédico, pureza 100,07 %, y Naproxeno Base, pureza 98,43%,
Suan Farma S.A- China; ambos proporcionados por Laboratorios Cifarma S.A.

Estandares: S(+)-Naproxeno, R(-)-Naproxeno y Demetilnaproxeno; proporcionados
por el Laboratorio Syntex Corporation — México.

Reveladores:

Pauly: Para la identificacion de compuestos fendlicos. Esta conformado por:
Solucién A: 0,5% de Acido Sulfanilico en 2% de HCI dil. Solucién B: 0,5% de Nitrito
de Sodio en agua. Solucion C: KOH en solucién al 50% de etanol. Para revelar se
pulverizé la mezcla de la Solucién A y B, se deja evaporar, luego se pulverizé con la
Solucién C.

Vainillina: Para la identificacion de compuestos aromaticos. Preparacion: 0,5 g de

Vainillina en 50 ml de HZSO4 Q.P.

Medios de Cultivo:

Caldo Czapek Peptona modificado: Utilizado para la biotransformacién a realizar
(1.5% de Sucrosa, 1.5 % de Glucosa, 0.5 % Polipeptona, 0.1 % Fosfato Acido de
Potasio, 0.05 % de Cloruro de Potasio, 0.05 % Sulfato de Magnesio Heptahidratado,
0.001 % de Sulfato de Hierro Heptahidratado, disolver en Agua Destilada pH final
7,2)

Agar OGA Base (Agar Oxitetraciclina Glucosa sin antibiético): Para el
mantenimiento del A. niger.

Carragenina: Viscarin GP 209F A Carrageenan — 1254, proporcionadas por FMC
BioPolymer — México.
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—  Carboximetilcelulosa Sédica USP, proporcionada por Laboratorios Cifarma S.A.

— Acetona d6’ 99% de pureza, lowa Laboratorios.

3.2. METODOS DE TRABAJO

3.2.1. Métodos Microbiolégicos

3.2.1.1. Crecimiento del Microorganismo A. niger

La colonia de A. niger utilizada fue sembrada periédicamente en un medio sélido (OGA
base), a un pH de 6,5, incubada durante 7 dias y a una temperatura entre 25° C a 30° C.

Las replicaciones se realizaban cada 7 dias manteniendo la colonia bajo las mismas
condiciones.

3.2.1.2. Tolerancia del A. niger

Las colonias de A. niger fueron expuestas a concentraciones de 0,1 %, 0.3 % y 0,6 % del
Naproxeno Soédico, evaluando de esta forma la tolerancia del hongo al sustrato de
interés. La tolerancia al sustrato se observo con el crecimiento del hongo.

3.2.1.3. Conteo de Conidios

Se prepard una solucién de Tween 80 J.T. Baker al 0,1% en agua, 8mL de esta solucion
fue esparcida en las placas con A. niger, para recolectar el liquido sobrenadante.

Luego se realiz6 el conteo de los conidios en la Camara de Neubauer (conteo similar
al de gldbulos blancos).

# Conidios/mm 3. nxhxd
Donde:

n: # de conidios por 1 mm2
h: Valor constante igual a 10.

d: Dilucion

3.2.1.4. Preparacion del Medio de Biotransformacion

En matraces de 2 Litros se prepararon 800 mL de Caldo Czapek, los cuales fueron
debidamente autoclavados y empleados para inocular el microorganismo e incluir
posteriormente el sustrato (Fig. N° 12).

3.2.1.5. Inoculacion
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En los matraces respectivos se inoculd 106 conidios de A. niger/mL de caldo que luego
fue incubado entre 22° C a 25° C por 3 dias bajo condiciones de agitacion diaria (una vez
al dia).

Después del crecimiento del A. niger, se adiciond6 Naproxeno Sodico a una
concentracion de 0,5 mg /mL de caldo. Luego se incub6 durante 7 dias. (Fig. N° 12).

1. Incculacion o 10 conicios A migenmL de caldo

RS T |
& & & L)
B |

{l

2. Adddnde Napreeno Sodio

LEYENDA: A Chaldooon A nger,
B Cadooon Maproero.
C Cadoom A nicery Naproeno.
0 Cado

Fig. N° 12: Inoculacién de microorganismo y adicion del sustrato al Caldo de la
Biotransformacion

3.2.2. Métodos Fisicoquimicos

3.2.2.1. Aislamiento de Metabolitos

Luego de 7 dias de fermentaciones se recolectaron los caldos se filtraron, se lavo el
micelio con aproximadamente 300 mL de agua caliente, obteniéndose soluciones
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limpidas de color naranja oscuro.

Las cuatro soluciones obtenidas fueron sometidas al siguiente tratamiento:

Se agreg6 Acido Clorhidrico hasta llegar a un pH igual a 2, luego se agregé 969
Cloruro de Sodio hasta saturar las soluciones.

Se procedio a realizar la extraccion de los metabolitos utilizando Acetato de Etilo, 3
porciones de 150 mL cada una.

Se colecté la fase organica de cada una de las soluciones, se adicion6 5g de Sulfato
de Sodio Anhidro. El liquido filtrado fue evaporado a presion reducida.

Los extractos obtenidos fueron analizados por Cromatografia en Capa Fina (CCF) de
cada uno de los extractos, utilizandose como estandar al Naproxeno Base solubilizado
en metanol, y como fase mévil: Tetrahidrofurano — Tolueno- Acido Acético Glacial 3:
30: 1 v/v, el revelador utilizado fue el Reactivo de Pauly.

Luego se procedio al aislamiento de los metabolitos formados.

3.2.2.2. Aislamiento de los metabolitos mediante cromatografia en columna

En una columna cromatografica se coloco lana de vidrio, esta fue enjuagada con acetato
de etilo, la columna se cargo con silicagel, y se lavo el silicagel con Acetato de Etilo.

El extracto obtenido con los metabolitos, se disolvio en Acetato de Etilo, y se le
agrego silicagel hasta formar una pasta.

Se procedié a agregar la pasta obtenida, y se incorporo solvente para asegurar el
arrastre de los metabolitos.

La fase movil empleada en la cromatografia en columna fue n-hexano, acetato de
etilo, acido férmico 70: 30: 0,01 v/v.

Se obtuvieron fracciones de 10 mL cada una, las cuales fueron sometidas a CCF,
empleando Tetrahidrofurano, Tolueno, Acido Acético Glacial 3: 30: 1 v/v como fase movil,
el revelador utilizado fue el Reactivo de Pauly usado como revelador.

3.2.2.3. Cromatografia Preparativa

Se realiz6 la cromatografia preparativa de las fracciones obtenidas de la cromatografia en
columna, la fase movil empleada fue Tetrahidrofurano, Tolueno, Acido Acético Glacial 3:
30: 1 (v/v), el revelador utilizado fue el Reactivo de Pauly.

La bandas obtenidas fueron eluidas en acetato de etilo, luego estas fueron filtradas a
vacio, el solvente se evaporé a presion reducida.

Se realiz6 nuevamente la Cromatografia en columna para purificar el extracto
obtenido en el paso (3.2.5.1).

3.2.2.4. Elucidacion estructural

Se realizaron los siguientes analisis:

"Programa Cybertesis PERU - Derechos son del Autor" 31



Biotransformacion del Naproxeno con Aspergillus niger y evaluacion de la actividad
antiinflamatoria de los compuestos formados

Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (H+).

El analisis espectroscopico por Resonancia Magnética Nuclear (RMN — H+) fue usado
para la elucidacion de los metabolitos aislados, se disolvieron las sustancias en Acetona
d,. hasta obtener una concentracién aproximada de 0.5mg/mL, se realiz6 lectura en tubo
de cuarzo, y luego se coloco en el equipo de Resonancia Magnética Nuclear H , 400
MHz a 32 scan.

Espectrometria de Masas

Para la identificaciébn de los metabolitos,y los espectros fueron analizados vy
compararados con el Naproxeno estandar

3.2.2.5. Metilacion quimica del Metabolito

Se realizé la metilacién en un baldn de tres cuellos, al cual se adapté un embudo y un
condensador.

En el balon se colocd el extracto disuelto en Acetona, se anadid 0,80 mL de
Hidroxido de Sodio y se agitd. Se enfrié la mezcla a 10° C aproximadamente.

Se agregd 1,5 mL de dimetilsulfato gota a gota durante 30 minutos, agitando
vigorosamente la mezcla, se calentd bajo reflujo por 30 minutos con agitaciéon constante,
se dejoé enfriar, se agregd 50 mL de agua destilada y se trasvaso a una pera de
separacion.

Se separ6 la fase organica con 3 porciones de 10 mL de éter, se lavd con agua
destilada y luego con &cido sulfurico diluido (1:3) hasta que el agua de lavado alcance el
pH neutro, luego se lava con agua destilada nuevamente. Se agregdé sulfato de magnesio
anhidro y se decanté. El éter fue removido por destilacion.

3.2.3. Ensayos Farmacolégicos (Método Edema Pedal Inducido por
Carragenina)

3.2.3.1. Adaptacién

Se utilizaron 78 ratas macho raza Holtzmann, con un peso de 180g a 240 g, los cuales
tuvieron una etapa de adaptacién de 7 dias, manteniéndolos con alimento peletizado.

Transcurridos los 7 dias los animales fueron pesados y clasificados segun
uniformidad de pesos (para el estudio a realizar se formaron grupos de 6 animales por
dosis), luego se midié el volumen de cada una de las patas traseras derecha de las ratas
(medidas basales o medida inicial de la pata a la cual no se le ha aplicado droga).

3.2.3.2. Administracion de la Droga

Se realizaron ensayos preliminares, las drogas (Naproxeno, Naproxeno Sddico y el 7
metoxi-6 metilnaproxeno) fueron suspendidas en Carboximetilcelulosa al 0,25%.,y se
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administraron en diferentes concentraciones via oral (Tabla N° 1). Posteriormente en
base a estos resultados se realizaron ensayos confirmatorios (Tabla N° 2).

Tabla N° 1. A. Ensayos Preliminares

ENSAYO CONCENTRACION | GRUPOS DE ANIMALES PARA EL
ESTUDIO (n)
Naproxeno Base |3,30 mg/kg 6
10,00 mg/kg 6
30,00 mg/kg 6
Naproxeno Saédico| 3,60 mg/kg 6
11,00 mg/kg 6
33,39 mg/kg 6
Muestra 3,73 mg/kg 6
11,30 mg/kg 6
Blanco |- 6
Total 54
Tabla N° 2. B. Ensayos Confirmatorios
ENSAYO CONCENTRACION | GRUPOS DE ANIMALES PARA EL
ESTUDIO (n)
Naproxeno Basico| 10 mg/kg 6
Naproxeno Sédico| 11 mg/kg 6
Muestra 11,30 mg/kg 6
Blanco |- 6
Total 24

3.2.3.3. Edema Inducido por Carragenina

Trascurrido 30 minutos de la administracién de las drogas, el edema fue inducido
mediante la administracién de 0,1 mL de Carragenina al 1% en solucién salina, via
subcutanea en la pata derecha.

3.2.3.4. Medicion de la Inflamacion

La inflamacion fue medida cada hora durante 6 horas, empleando el pletismémetro para
realizar la medicion.(Fig N° 13)
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-

Fig. N° 13: Pletismometro
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Esquema N° 1: Procedimiento General de la Biotransformacion del Naproxeno con

Aspergillus niger
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IV. RESULTADOS

El Aspergillus niger demostré tener resistencia para crecer medio OGA con una
concentracién de hasta 0,3 % de Naproxeno Base

El extracto obtenido de la biotransformacién del Naproxeno Sédico por A. niger
durante 7 dias a una temperatura entre 22° C a 25° C condujo a la formacién de dos
metabolitos que se evidenciaron en la cromatografia en capa fina (CCF), por la presencia
de dos manchas con Rf distintos; inicialmente se formé demetilnaproxeno (mancha color
naranja) (Cromatograma N° 1 y N° 3) coincidente con el Rf del estandar, y la otra mancha
de color violeta fue elucidada posteriormente (Cromatograma N° 2).

1. Proceso de biotransformacion

"Programa Cybertesis PERU - Derechos son del Autor" 35



Biotransformacion del Naproxeno con Aspergillus niger y evaluacion de la actividad
antiinflamatoria de los compuestos formados

Cromatograma N° 1. Proceso de biotransformacion el dia 1, 3 y 6.
: Blanco
: Primera muestra: dia 1
: Segunda muestra: dia 2
: Primera muestra: dia 3
: Segunda muestra:dia 3
: Naproxeno estandar

: Primera muestra: dia 6

I G mmoOoO Ww >

: Segunda muestra: dia 6

I: Demetilnaproxeno estandar

Soporte: Silicagel G60

Sistema de Solvente: Tetrahidrofurano, Tolueno, Acido Acético Glacial 3: 30: 1 (v/v)

Revelador: Pauly

36 "Programa Cybertesis PERU - Derechos son del Autor"



IV. RESULTADOS

Cromatograma N° 2. Extractos de Cromatografia en Columna: revelador Vainillina.
A: Blanco
B: Muestra 1
C: Muestra 2
D: Naproxeno estandar
E: Demetilnaproxeno estandar
Soporte: Silicagel G60
Sistema de Solvente: Tetrahidrofurano, Tolueno, Acido Acético Glacial 3: 30: 1 (v/v)

Revelador: Vainillina
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Cromatograma N° 3. Extracto obtenido luego de 7 dias
A: Muestra
B: Naproxeno Estandar
C: Demetilnaproxeno Estandar
Soporte: Silicagel G60
Sistema de Solvente: Tetrahidrofurano, Tolueno,
Acido Acético Glacial 3: 30: 1 (v/v)

Revelador: Pauly

2. Aislamiento de Metabolitos

Mediante cromatografia en columna y cromatografia preparativa se logré el aislamiento
de los metabolitos, analizado por cromatografia (Cromatograma N° 4 y N° 5).
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Cromatograma N° 4. Aislamiento de Cromatografia en Columna para el primer metabolito
A: Extracto 5
B: Extracto 6
C: Extracto 7
D: Extracto 8
E: Extracto 9
F: Extracto 10
Soporte: Silicagel G60
Sistema de Solvente: Tetrahidrofurano, Tolueno,
Acido Acético Glacial 3: 30: 1 (v/v)

Revelador: Pauly
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Cromatograma N° 5. Aislamiento de Cromatografia en Columna para el primer y segundo
metabolito

A: Extracto 10

B: Extracto 11

C: Extracto 12

D: Extracto 13

E: Extracto 14

F: Extracto 15

Soporte: Silicagel G60

Sistema de Solvente: Tetrahidrofurano, Tolueno,
Acido Acétic

o Glacial 3: 30: 1 (v/v)
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Revelador: Pauly

3. Elucidacion de Metabolitos

El andlisis espectroscopico por Resonancia Magnética Nuclear (RMN — H+) se determino
tomando las bandas del Naproxeno y Demetilnaproxeno como referenciales (Espectro 1y
2) en comparacién con el metabolito 7-hidroxi-6-demetilnaproxeno (Espectro 3).

Se observa que las interacciones de los protones en las moléculas (Tabla N°3) son
las siguientes:

Tabla N° 3 Interacciones de los protones

Naproxeno 6-demetilnaproxeno | 7-hidroxi-6-demetilnaproxeno:
(Espectro 1). (Espectro 2) (Espectro 3)
(a1): 7.8 ppm (a2): 7.7 ppm (a3): 7.55 ppm
(b1): aprox 7.5 ppm | (b2): aprox 7.4 ppm | (b3): 7.15 ppm
(c1): 7.3 ppm (c2): 7.15 ppm (c3): 7.1 ppm
(d1): 7.1 ppm (d2): 3.85 ppm (d3): 6.85 ppm
(e1): 3.8 ppm (e2): 3.3 ppm (e3): 3.75 ppm
(f1): 2.05 ppm (f2): 2.6 ppm (f3): 2.6 ppm
(g1):1.5 ppm (g2): 2.1 ppm (g3): 2.25 ppm
(h2): 1.5 ppm (h3): 1.45 ppm
(i2): 1.2 ppm (i3): 1.3 ppm
(j3): 1.2 ppm

Espectro 1. Espectro RMN (H +) para Naproxeno

Consultar el formato impreso.

Espectro 2. Espectro RMN (H +) para 6-Demetilnaproxeno
Consultar el formato impreso.

Espectro.3. Espectro RMN (H +) del 7- hidroxi-6-demetilnaproxeno

Consultar el formato impreso.

Tabla N° 4. Espectros de Masas. A. Caracteristicas quimicas de los compuestos

Nombre quimico Férmula lineal | Peso Molecular
Naproxeno Cc,,H,,0, 230.26
6-demetilnaproxeno C; thH':,)O\'Q 216.26
7-hidroxi-6 demetilnaproxeno C; :H:O‘j1 233.26

B. Resultados del Espectro
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Compuesto m/z

Naproxeno 170.0 m/z
1711 m/z
188.0 m/z
482.1 m/z
727.2 m/z
7-hidroxi-6 demetilnaproxeno 187.1 m/z
188.1 m/z
201.1 m/z
231.1 m/z
267 m/z

299 m/z

Espectro 4. Espectro de masas para el Naproxeno
Consultar el formato impreso.
Espectro 5. Espectro de masas para el 7-hidroxi-6 demetilnaproxeno

Consultar el formato impreso.

4. Metilacion del 7-hidroxi-6-demetilnaproxeno
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Cromatograma N° 6. Identificacion del Metabolito metilado
A: Muestra con primer y segundo metabolito
B: Muestra con segundo metabolito: 7-hidroxi-6-demetilnaproxeno
C: Muestra con segundo metabolito metilado: 7-metoxi-6- metilnaproxeno
Soporte: Silicagel G60
Sistema de Solvente: Tetrahidrofurano, Tolueno, Acido Acético Glacial 3: 30: 1 (v/v)

Revelador: Pauly

5. Actividad Antiinflamatoria

La actividad anti-inflamatoria del metabolito metilado (7-metoxi-6metilnaproxeno) fue
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evaluada en ensayos farmacolégicos (Método de Edema Pedal Inducido por
Carragenina), comparando el efecto farmacoldgico con estandares de Naproxeno Base y
Naproxeno Sédico (Foto N° 3, N° 4, N° 5y N° 6).

En dicho ensayo se evidencié que el 7-metoxi-6metilnaproxeno no tiene efecto
antiinflamatorio (Tabla N° 5, N° 6 y N° 7) y (Gréafico N° 1 y Grafico N° 2).

Foto N° 3: Pata sin inflamacion
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Foto N° 4: Pata izquierda inflamada

Foto N° 6: Inflamacién a la sequnda hora
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Gréfico N° 2. Eficiencia de la Muestra
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V. DISCUSION

En el presente trabajo de tesis el Naproxeno fue transformado por Aspergillus niger ATCC
9142, se obtuvieron 2 metabolitos principales y otros en concentraciones menores que no
fueron estudiados. Los primeros fueron identificados como: 6-demetilnaproxeno y
7-hidroxi-6-demetilnaproxeno, desarrollandose el proceso principalmente en las
siguientes etapas:

1. Biotransformacion del Naproxeno
2. Metilacion del 7-hidroxi-6-demetilnaproxeno.
3. Evaluacion de la actividad anti-inflamatoria del 7-metoxi-6-metilnaproxeno.

1. El Naproxeno fue transformado a 6-demetilnaproxeno siendo este el metabolito
mayoritario tamb(i:% reportado en la transformacion realizada por especies de
Cunninghamella , la hidroxilacion del 6-demetilnaproxeno, muestra claramente la
capacidad de hidroxilacion del Aspergillus niger ATCC 9142 debido a la gran variedac?é&s
enzimas que posee dentro de las cuales se hallan las enzimas monooxigenasas
(hidroxilasas que (%%ﬁibilitan conocidas reacciones en las posiciones orto y para del
nucleo aromatico)

2.La biotransformacion del Naproxeno realizada por el microorganismo, tiene
similitud con el meta?ggf?é%)del Naproxeno en los mamiferos habiéndose encontrado el
6-demetilnaproxeno.

Nosotros realiz rg)os la biotransformaciéon del N?gggxeno en el caldo Czapek-
peptona modificado durante un periodo de 7 dias entre 20 -25 ° C por ser la
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temperatura éptima para la actividad de las enzimas del hongo.

El conteo de conidios se realizé por medio de la cdmara de Neubauer aplicando la
técnica de conteo de globulos blancos por ser una técnica sencilla y de facil manejo. Las
esporas fueron suspendidas en Tween 80 debido a que esta sustancia surfactante
permite un buena cosecha de esporas de Aspergillus niger que no son facilmente
suspendibles en agua

La concentracion del indéculo comunmente empleada para este tipo de
biotransformaciones es 10 ~ conidios / mL.

Se utilizé pH 2 para favorecer la extraccidon debido a que al llevarlo a la forma acida
aseguramos que todo el metabolito disociado pase a la fase organica, ademas se generé
un coeficiente de reparto a favor de la fase organica al adicionar cloruro de sodio
(2,7g/mL).

Por la naturaleza quimica de los metabolitos se utiliz6 como solvente para la
extraccion acetato de etilo, se trata de un solvente con capacidad medianamente polar,
sirviendo para aislar el 7-hidroxi-6-demetilnaproxeno.

La fase movil empleada en el analisis cromatografico para identificar la presencia de
metabolitos fue la misma que la recomendada en obras oficiales para el Naproxeno
(Tetrahidrofurano, Tolueno, Acido Acético Glacial 3: 30: 1 v/v), debido a la similitud
estructural de los compuestos obtenidos. El reactivo de Pauly sirvio para identificar
compuestos aromaticos hidroxilados.

Se observa que los cromatogramas muestran moléculas con Rf menores a la del
6-demetilnaproxeno y el 7-hidroxi-6-(%%r)netilnaproxeno, las cuales son producto de la
formacion de polimeros de catecoles

Para el aislamiento del metabolito de interés en la columna cromatrografica se utilizd
como fase movil (n-hexano:acetato de etilo: acido férmico), en diferentes proporciones; se
obtuvo una mejor separacion con las proporciones 70: 30: 0,1 v/v.

La elucidacion estructural de los metabolitos aislados se realizé mediante RMN H+ y
espectrometria de Masas, ademas de los analisis cromatograficos oportunamente
sefialados.

Se determinaron los espectros del 6-demetilnaproxeno (Espectro N° 2) y del
7-hidroxi-6-demetilnaproxeno (Espectro N° 3); con la finalidad de facilitar la interpretacion
espectroscépica se determino el espectro de una muestra quimicamente pura Naproxeno
(Espectro N° 1). El espectro del Naproxeno muestra picos los cuales denominamos a1
(7.8), b1 (7.5), c1 (7.3), d1(7.1), e1 (3.8), f1 (2.05), y g1 (1.5) en donde se muestra que la
zona para los hidrogenos aromaticos esta comprendida entre los valores de 7.1 y 7.8,
para las sefales emitidas en la posicion del C-6, los hidrogenos del metoxilo se tiene un
valor de 3.8, mientras que para los hidrégenos del C-2 se observa un valor de 1.5.

La evidencia mas importante de la formaciéon del Demetilnaproxeno es la casi
desapariciéon del pico 3.8 en la posicién del C-6, ademas esto fue corroborado por la
reaccion positiva frente al Reactivo de Paulys, para los hidrogenos aromaticos y para los
hidrogenos de la posicién del C-2 se observan que los picos se mantienen.

50

"Programa Cybertesis PERU - Derechos son del Autor"



V. DISCUSION

Al hidroxilarse el 6-Demetilnaproxeno a 7-hidroxi-6-Demetilnaproxeno se observan
los siguientes picos denominados como: a3 (7.55), b3 (7.15), c3 (7.1), d3 (6.85), e3
(3.75), f3 (2.6), g3 (2.25), h3 (1.45),i3 (1.3) yj 3 (1.2).

Para este compuesto en la posicion del C-6 se observa el pico correspondiente al
grupo metilo no ha desaparecido totalmente debido a que el compuesto no se halla
totalmente puro (97 % de pureza) por eso se evidencian picos pequefios en esta zona
para el grupo metilo. Para la posicién del C-7 en el espectro 3 se generan sefales para el
grupo hidroxilos en esta posicidon, mientras que para el espectro1 no se observa ninguna
banda desde que el naproxeno no posee un grupo hidroxilos en las posiciones 6y 7.

En el analisis del espectro de masas para el 7-hidroxi-6-demetilnaproxeno con peso
molecular de 233.24 m/z se observa el pico al que hemos denominado M1 es el resultado
de la diferencia del peso molecular menos la escisién del grupo carboxilo y un hidrégeno
correspondiente al compuesto que es estable y se observa al 100% (M1) 187.1 m/z, el
pico (M2) 188.1 la diferencia de 45 unidades con respecto al ibn molecular indica que se
ha decarboxilado. (M3) 231.1 m/z muestra un id6n molecular deprotonado. (M4) 267.0 m/z
es un ién molecular mayor que el i6n molecular decarboxilado (188.1 m/z) aumenta en 79
unidades, y lo mismo sucede con el (M5) 299.0 m/z. En el espectro de Masas del
metabolito se observa que la ultima senal no corresponde al valor aproximado al peso
molecular del compuesto sino que es mucho mayor 647.3, lo que evidenciaria la
formacion de dimeros y polimeros del metabolito o0 que no se encuentra totalmente
purificado el metabolito de interés extraido, pero se observa que para el estandar de
naproxeno también se evidencia que el peso molecular o un valor aproximado no es la
ultima sefial que se genera en el espectro ya que para el estandar hallamos que la ultima
senal tiene un valor de 727.2, lo que sustentaria que la ultima sefal no necesariamente
es la del valor aproximado del peso molecular.

3. El método de metilacion empleado fue un método convencional, el cual se
caracteriza por no alterar la estructura molecular, sélo metila en posiciones donde existe
un hidroxilo, produciendo una eterificacion, que se caracteriza por la fuerte unién del
metoxido. Para detener la reaccion se utilizo HZSO . Se observa que la reaccion fue
completada al evidenciar la desaparicién del color ya que el reactivo de Paulys se utiliza
solo para compuestos aromaticos con sustituyentes fendlicos, y al haberse metilado la
molécula se corrobora lo evidenciado en la CCF.

3. En los resultados farmacoldgicos la muestra y las sustancias de comparacion
fueron suspendidas en solucion de Carboximetilcelulosa al 0,25% debido a que la
muestra no era soluble en medio acuoso, asi como lo indica el protocolo para evaluar
esta etapa siguientjlo0 el Modelo antipirético y anti-inflamatorio de los efectos del
naproxeno en ratas )

Las concentraciones ideales que fueron ensayadas en los patrones fueron
propocionales a la concentracion de la dosis posolégica para los seres humanos,
mientras que las concentraciones ensayadas en el metabolito fueron tanto proporcional a
la dosis para el ser humano, como una dosis menor para evaluar su potencia.

No se evalud una concentracion mayor a la proporcional a la dosis posoldgica debido
a la poca cantidad que se obtuvo de metabolito metilado, siendo este punto una de los
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incovenientes en la realizacién de biotransformaciones.

Los resultados obtenidos comprobaron que el metabolito metilado teniendo una
estructura quimica similar al Naproxeno no posee efecto anti-inflamatorio significativo.
Los resultados obtenidos en la observaciones experimentales mostraron que a medida
que avanzaba el tiempo los estandares Naproxeno Base y Naproxeno Sédico posee una
accion mas pronunciada que la muestra ensayada, otra consideraciéon importante que
deriva de lo premisa anterior es que los estandares poseen una eficiencia mayor que la
muestra para contrarrestar el efecto inducido por la carragenina.
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CONCLUSIONES

El Naproxeno se hidroxilo en posicién orto mediante el pool enzimatico del Aspergillus
niger, lo cual se evidencié mediante los espectros de RMN H y espectros de Masas
asociados al andlisis cromatografico.

En la biotransformacion del Naproxeno se obtuvo el 6-demetilnaproxeno, metabolito
que se evidencia tanto en el metabolismo humano y del Aspergillus niger.

El 7-metoxi-6-metilnaproxeno no presenta actividad antiinflamatoria.
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RECOMENDACIONES

RECOMENDACIONES

La biotransformacién es una herramienta biotecnolégica que puede ser aprovechada
debido a que el material enzimatico de los microorganismos es similar al del ser
humano, ademas de no generar subproductos contaminantes.

Debe ampliarse las investigaciones en biotransformacién utilizando otros
microorganismos y sustratos, ampliando asi las técnicas de obtencion de nuevos
compuestos, e implementandola a gran escala.
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