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Resumen:

En el presente trabajo se estudid la aplicacion de enzimas aisladas y células
enteras de microorganismos en la sintesiansformacion de compuestos organicos.

Se estudio la actividad de lipasas comerciales y una proveniente de un agro-
residuo, en la sintesis de ésteres ddoal-oxoglutérico. Los resultados obtenidos
permitieron no solo la preparacion de seis productos novedosos sino también otorgarle
un valor y utilidad a un agro-residuo ampliamente disponible.

La aplicacion de lipasas en la reaccionagdacion de hidrocortisona y en la
desacetilacion de su derivado peracetilgomitio la preparacion de nueve derivados,
ocho de los cuales resultaron novedosos.

Ademés se estudi6 una lipasa heterdloga del hdrlgaopus oryzaeen la
acetilacion del esteroide cortexolona. Se evalu6 el biocatalizador en su forma nativa e
inmovilizado sobre diversos soportes. Se aplicO un modelo matematico con el objetivo
de lograr una mejor optimizacién de los parametros de reaccion.

Finalmente se describio la aplicacion délulas enteras de diferentes cepas
fungicas del Orden Mucorales en la biotransfacion de la drospirenona, progestina de
origen sintético usada en terapia hormonal combinada. A través de la biotransformacién

se obtuvieron cuatro productos, tres de ellos novedosos y uno mayoritario.

Palabras clave: Biocatalisis, lipasas, hongos, diacidos, esteroides.
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Abstract:

In this work, the application of lipases and microorganism whole cells in the
synthesis and transformation of organic compounds is described.

The activity of commercial lipases and a non-commercial one, obtained from
agrowastes, in the synthesis of 2-oxoglutaric esters was studied. The obtained results
allowed the preparation of six novel compounds and the possibility of increasing the
value of a widely available agrowaste.

The application of lipases in the adyda reaction of hydrocortisone and the
desacetylation of its peracetylated derivatalowed us preparing nine derivatives,
eight of them novel compounds.

Moreover, the study of a heterologous lipase from the fuR$iEopus oryzamm
the acetylation of the steroid cortexolone was carried out. The biocatalyst was evaluated
in the native form and immobilized on several supports. With the aim of achieving an
optimization in the reaction parameters, a mathematical model was applied.

Finally, the use of whole cells of various fungi strains belonging to the Order
Mucorales in the biotransformation of dpo®none, a synthetic progestin used in
combined hormone therapy, was studied. The biotransformation afforded four
compounds, three of them not reported previously in literature and one as a major
constituent.

Keywords: Biocatalysis, lipases, fungi, diacids, steroids.
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l. INTRODUCCION

I.1. Catdlisis, Biocatalisis y Biotransformaciones
[.1.1. Catalisis

Desde hace mucho tiempo se conoce la importancia de la catélisis en relacion a los
procesos bioldgicos, siendo ésta de suma importancia para cualquier sistema vivo. La
catdlisis permite que las reacciones termodinamicamente favorables ocurran de manera
rapida y compatible con la vida. En este tipo de reacciones interviene una sustancia que
recibe el nombre de catalizador positivo, gaeel encargado de acelerar dicha reaccion por
medio de una estabilizacién del estado destcam con respecto al estado fundamental, y

es recuperado al final del proceso que @ia¢én las mismas condiciones en que fue
introducido. Cabe destacar que la catélisis no solo tiene su aplicacion centrada en los
organismos vivos sino también resulta de gnéerés en diversos ambitos industriales.

Segun la naturaleza del catalizador la catalisis se puede clasificar en:

e Quimiocatalisis: donde el catalizador es un compuesto quimico y
e Biocatdlisis: en este caso el catalizador puede ser una enzima o un complejo

celular.

Debido a que los reactantes y el/los catalizeglpresentes en la reaccion pueden existir en
diferentes fases, es necesario realizar una clasificacion de acuerdo al tipo de catalisis que
se lleva a cabo en dicho sistema. De acuerdo a la bibliogilafieatalisis puede ser

clasificada en:

v/ Catdlisis homogénea: en este tipo de catalisis el catalizador y los reactantes se
encuentran en la misma fase, la cual generalmente es liquida o gaseosa
v’ Catalisis heterogénea: en este caso los reactantes y el catalizador se encuentran en

diferentes fases sepds por una interfase
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Ambos tipos de catdlisis: Quimio- y Biocatalisis pueden llevarse a cabo tanto de manera

homogénea como heterogénea, como se puede apreciar en la Figura I.1

Quimiac-
catalisis

heteroBRUE (o t3)isis homogénea

Bio-
catalisis

Figura I.1. Clasificacion general de catdlisis segutip de catalizador y las fases del sistema

[.1.2. Biocatdlisis y Biotransformaciones

Se define Biocatalisis como la disciplina en la cual se utilizan enzimas aisladas o células
enteras, que reciben el nombre de biocatalizadores, para la transformacion quimica de
compuestos organic8<El o los compuestos que son transformados reciben el nombre de
sustratos.

Las enzimas son proteinas producidas por csgas vivos capaces de catalizar procesos
bioquimicos necesarios para todos los procesosida de dichos organismos. Permiten
aumentar las velocidades de reaccién endiciones suaves, dentro de determinados
rangos de pH y temperatura, pudiendo continuar su fumei®itro, aun en condiciones

gue no son las adecuadas para su funcionamiento 6ptimo.

Debe aclararse que los sustratos empleados en una transformacién biocatalitica no
necesariamente son aquoslique son utilizados por la em& en las reacciones metabdlicas

del organismo del cual proviene la mistna.
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La Biocatalisis ofrece numerosas ventajas en relacion con la catélisis quimica
convencional:

e Alta selectividad en su reaccion con el sustrato

Condiciones suaves de reaccion

Aplicacion en un amplio espectro de reacciones

Bajos requerimientos energéticos

Baja presencia o ausencia de productos secundarios

Menor nimero de pasos de reaccién

Compatible con el medioambiente

Si bien las enzimas presentan numerosas ventajas con respecto a los catalizadores quimicos
existen desventajas asociadas a su utilizacion: las reacciones con compuestosajue n

los sustratos naturales de la enzima usualmente son mas lentas, altas concentraciones de
sustratos pueden afectar la estabilidad de la enzima y los solventes organicos o sistemas
bifasicos (medio organico/acuoso) pueden inactivarlas. Sin embargo estas desventajas
pueden ser superadas mediante técnicasnd®vilizacion, ingenieria de solvente,
ingenieria de proteinas, etc.

El uso de microorganismos vivos capacespdeducir transformaciones sobre sustratos
quimicos recibe el nombre de Biotransfai@n. Debe aclararse que los términos
Biocatdlisis y Biotransformacion no son equivalentes dado que en la Biotransformacion no
se considera el uso de enzimas aisladas.

La Biocatdlisis y la Biotransformacion constituyen una alternativa verde a la sintesis
quimica tradicional. En la actualidad se esta haciendo mucho hincapié en lo que se conoce
como “Quimica verde”. Esta se define como el disefio, desarrollo y aplicacion de
productos y procesos quimicos para reduciimimar el uso de sustancias nocivas para la

salud del ser humano y el medio ambiente.

I.1.3. Historia de la relacién entre la Quimica, la Biologia y la Biocatalisis

La Quimica surge por la necesidad imperiosa de conocer el desarrollo del ser humano y de

la naturaleza. La curiosidad innata del ser humano por el conocimiento de si mismo y su

3
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entorno, abrid las puertas hacia la creacion y evolucion de la Ciencia Quimica para lograr
la comprension y poder responder a sus incesantes preguntas.

La Ciencia Quimica surge en el siglo XVII, momento en el que la alquimia resultaba ser el
motor de los primeros pasos hacia lo que un siglo méas tarde, daria origen a la Quimica
como ciencia experimental de la mano de Lavoisier. En esta etapa se desarrollaron
métodos de medicion que permitieron un mejor conocimiento de fendbmenos como por
ejemplo la combustion de la materia.

Luego de haberse comprendido los principios de la combustion, surgié otro debate entre
los cientificos de la época: el vitalismo y la necesidad de diferenciar a la materia en
orgénica e inorganica. El vitalismo asumia da materia organica Unicamente podia ser
producida por seres vivos. Dicha teoria fue luego refutada por el quimico aleman Friedrich
Wohler, quien descubrié de manera accidental la sintesis de urea a partir de cianato de
amonio. Asi quedd demostrado que la matergg@mica podia ser sintetizada a partir de
reacciones quimicas.

Por otra parte la Biologia, al igual que la Quimica, se perfilaba como ciencia en la cual
filésofos y cientificos unificaban sus pensamientos con el fin de comprender cada vez
mejor a los seres vivos. De esta manera los intereses de la Quimica, especialmente la
Quimica Organica, como los de la Biologia parecian tener el mismo objetivo.

Durante el siglo XIX, ademéas de la comprensiéon del ser humano y su entorno surgié un
gran interés sobre diversos procesos qom)i se descubrieron extractos celulares
(“fermentos”), los cuales podian llevar a cabo reacciones organicas tales como la
fermentacion alcohdlica y lactica. Con las investigaciones de Pasteur, junto con las de
Cohn, Koch, Beijerinck y Winogradsky se comenzaron a estudiar los extractos celulares
(microorganismos) capaces de generar losgsax fermentativos, de esta manera surge
una nueva disciplina dentro de la Ciencia &gita: la Microbiologia. Dicha disciplina fue

de gran utilidad tanto en la caracterizacion microbiolégica de los microorganismos como
asi también en el desarrollo de técnicas para su cultivo y aislamiento.

Paralelamente a la Microbiologia, comenzaba a surgir otra disciplina que aportaria nuevos
conocimientos relacionadas a la fermenacila Bioquimica. En 1833 Payen y Persoz
aislaron por primera vez un precipitado obteratiagregar etanol a un extracto acuoso de
malta, el precipitado recibié el nombre de disatda cual posteriormente se utilizaria en la

obtencion de glucosa a partir de almidén.
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Durante este siglo, gracias a los conocimientos adquiridos en el campo de la Microbiologia
y la Bioquimica, se produjo un desarrollo y avance muy importante en la Biocatalisis.
Pasteur logro identificar a los microorganismos que realizaban la fermentacion alcoholica
y la lactica. Esto permitié realizar mejoras en los procesos de produccién de bebidas
alcohdlicas. Otro gran logro fue la obtencide etanol y metanol a través de procesos
fermentativos.

En el siglo XX se continuaron con los avances en area de la Biocatalisis. Se aislaron
numerosas proteinas con actividades enziméticas las cuales dieron origen a alternativas
industriales para la obtencién de productos quinfi@srante este siglo se implementé la
Biocatélisis en el desarrollo de procesosmientativos que permitieron la obtencion de
metabolitos primarios y secundarios, obteniéndose como resultado compuestos con
actividad antimicrobiana, muy utilizados en el tratamiento de diversas enfermedades
humanas.

En la actualidad, el empleo de enzimas aisladas y microorganisSmos en numerosos procesos
hace de la Biocatalisis una herramienta muy interesante y con grandes expectativas a

futuro.

|.1.4. Biocatalizadores en medios no convencionales

1.1.4.1. Actividad catalitica

Como se mencion6é anteriormente, tanto las enzimas aisladas como las células enteras
reciben el nombre de biocatalizadores cuaselautilizan en transformaciones quimicas
implementando como estrategia la Biocatalisis.

Los biocatalizadores comunmente desarrollan su actividad catalitica en medio acuoso, es
decir su maximo potencial catalitico viene dado en condiciones de pH, fuerza idnica,
temperatura y medio de reaccion compatibles con el crecimiento de organismos vivos. Sin
embargo Sym en 1936 observl que algunas enzimas que presentaban actividad hidrolitica
eran capaces de sintetizar ésteres sen@tiosiedio organico. Posteriormente Klibanov y

colaboradores, evaluaron los efectos del uso de solvente organico en la estabilidad y
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selecividad de reacciones catalizadaspor enzimas aisladassobre ua variedad de
sustraos>”’

Estametodologiaempleadgoermitié demostrar quelas enzima eran capees de acegpr
diveros sustraty muy dferentes asu sustratobioldgico, para llewr a cabosu
transbrmacion y ademas gmanecianestables erun mediocon una plaridad nuy
diferente a su méio de reaci®n natural.Klibanov establecio, @ un trabajoposterior, na
hipotesis en dond postula ge, en solvetes organios, las enznas se rigidian y se haan
mena labiles alos agenteslesnaturafiantes, sinembargo ecesitan deuna cantidd
minima de aguac@pa de hidatacion) paa poder aciar como ctalizadoresSe puede ¢ar
el ejanplo de laestructuracristalina @& rayos X(en formade “cross-inked enzyne
crystd”, CLEC) de la protefa subtilisira en acetoitrilo. La edructura dedicha protea
en el solvente oganico esesencialmete idénticaa la estrutura tridimensional dela

proteha en aguaKigura I.2).

Figura 1.2. Estrudura cristalha de rayosX de la poteasa subtifina Carlsbey (CLEC) en
acetoitrilo anhidio (rojo) y en agua (gris Se obsera claramerg una gransimilitud en la
estrudura tridimersional. Las etructuras s@eneraron dravés del pggrama VMD a partir de ds
archivos PDB corespondienteg1SCB la esuctura visalizada en rap y 1SCD lavisualizadaen

gris) descriptos poel grupo deKlibanov

Esta eoria luegdfue confirmada por estdios de dinéica molealar llevads a cabo poel

grupode Pleis$?®
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Las enzimas como catalizadores pueden emplearse de diferentes maneradioen me
organico, es decir pueden agregarse en forma de polvo liofilizado, en forma liquida o
inmovilizada en un soporte solido. En general las enzimas inmovilizadas, efecto que
también fue estudiado en su momento por Klibanov, muestran mayor actividad y
estabilidad que en su forma libre. La inmovilizaciébn no solamente mejora las propiedades
de las enzimas en medio organico sino también facilita su recuperacién y posterior
reutilizacion.

Por otra parte las células enteras son empleadaslventes organicos pero en este tipo de
solvente su estabilidad se encuentra mas limitada, dado que presentan mayor complejidad
gue las enzimas aisladas. Se han desarrollado, al igual que con las enzimas aisladas,
métodos de inmovilizacién de células con eletifsp de mejorar su estabilidad y facilitar

su recuperaci6t ™

Actualmente se han utilizado de manera eaiteste tipo de catalizadores en sintesis
organica. Estos rednen las mismas caratitassque los catalizadores quimicos, ya que

son verdaderos catalizadores:

v" Su composicion quimica no se ve modificada al final de la reaccion
v' Se requieren cantidades minimas para transformar grandes cantidades de sustrato

v" No afectan el estado final de equilibrio de la reaccion

su preferencia con respecto a estos Ultimos est4 relacionada a las ventajas que estos ofrecen

con respecto a los catalizadores quimicgse fueron mencionadas en la seccion 1.1.2.

1.1.4.2. Selectividad

La selectividad es uno de los principalesdieios que ofrecen los biocatalizadores. En
Biocatalisis el términselectividadse aplica a la capacidad que presenta el catalizador de
transformar diferencialmente grupos fum@tes iguales o distintos o con diferente
disposicion espacial en un sustrato dado, generando un producto mayoritario en una

mezcla.
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De acuerdo a las caracteristicas que predanselectividad de la reaccion se conocen

diferentes término%

e Quimioselectividad: una enzima cataliza una reaccion de manera quimioselectiva
cuando, existiendo dos o mas grupos funcionales que pueden reaccionar de igual
manera con el reactivo, soélo reacciona uneltts. Por ejemplo, dado un sustrato con
los grupos funcionales X e Y que puederccgnar con Z, en presencia de la enzima

sé6lo se obtiene el productgor reaccién de Z con X.

enzima
X-R-Y + Z — Z-R-Y + X
1

e Regioselectividad:.una enzima cataliza una reaccion en forregioselectiva
cuando sélo reacciona uno de varios gsufoncionales iguales presentes en la
molécula de sustrato. Por ejemplo en el caso de que el sustrato X-R-X reaccione con
Z, en presencia de la enzima so6lo reacciona uno de los grupos X con Z, obteniéndose
2:

enzima
XRX + 72 —m— Z-R-X + X
2

e Estereoselectividad: la enzima cataliza la reaccion sélo de uno de los
estereoisdmeros de una mezcla de enantidmeros. Dada la mezcla de enarigmeros
4, en presencia de la enzima so6lo reacciona el estereois@nueno Z para dar el

producto5 en tanto qud permanece inalterado:
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A D A D
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W, + o T 7 B\ + Y
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Por ser proteinas, las enzimas son palém de aminoacidos. Estos generan un

microentorno quiral con una serie de requenntus estéricos y electrénicos que permite
gue solamente el sustrato con una geometria determinada, en este caso el ester8pisémero
penetre exclusivamente en el sitio activo de la enzima (Figura 1.3.a) y luego reaccione con
Z. Si la disposiciéon espacial de los atomostero se ajusta a la que demanda el centro

activo (Figura 1.3.b) de la enzima, no esoreacido por ésta y por lo tanto no reaccionara.

a) ;— T b) (SJ|||||||||||||||||||||| D
¢
AR NG
¢ ¢ o2
SN PRy - 8"\_:’\,:%&'\‘%"’\{\.{“)

Figura I.3. Enantioselectividad de las reacciones enzimaticas

En la industria farmacéutica muchas veces se requiere la sintesis de compuestos
enantioméricamente puros, dado que uno de los enantidmeros es el que presenta actividad
farmacoldgica. Las rutas sint&& para la obtencion de compuestos de este tipo implican
sintesis o resolucion asimétrica. En una sintesis convencional se obtiene una mezcla de
enantibmeros, mediante la implementacion de las técnicas anteriormente mencionadas, la
mezcla de reaccion se enriquece en el enantiomero deseado. En este tipesielaint
forma enantiomérica del catalizador debe ser la adecuada. En el caso de los
9
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biocatalizadores no existen formas enantioméricas de los mismos en la naturaleza, pero si
se encuentran biocatalizadores con sitios activos enantiocomplementarios, o sea sus sitios
activos son imagenes especulares. Este tipo de biocatalizadores cataliza la misma reaccion
generando en cada caso el producto enantiomérico correspondiente.

Los biocatalizadores muestran a menudo comportamiento quimio-, regio- Yy
estereoselectivo en las reacciones que catalidnen existen reglas que pueden describir

el comportamiento del biocatalizador, como por ejemplo la regla de Predagegceribe la
estereoselectividad de las deshidrogenasata e@eaccion de reduccién de compuestos
carbonilicos, la selectividad de la reaccidebe ser estudiada para cada sustrato en

particular.

|.2. Enzimas aisladas

[.2.1. Hidrolasas

Las hidrolasas son un conjunto de enantme catalizan la ruptura de enlaces con
participacion del agua. De acuerdo a la clasificaciéon “EC”, basada en el tipo de reaccion
gue cataliza, realizada por la Comision detédn Internacional de Bioquimica y Biologia
Molecular (IUBMB, International Union of Biochemistry and Molecular Biolpgyas
hidrolasas pertenecen a last 3, distinguiéndose distintos grupos en funcién del tipo de
enlace que hidrolizan. Estos grupos a su peeden subdividirse generando nimeros de

EC de cuatro digitos, donde el segundonero (subclase) y el tercer namero (sub-
subclase) caracterizan la reaccién con mayor precision y el cuarto nimero es un niumero de
serie particular para la enzima. Enlabla 1.1 se muestra la clasificacion de las hidrolasas
mas utilizadas en sintesis organica. El inconveniente que presenta esta clasificacion es que
todas las enzimas que catalizan la misneagi@n, por ejemplo todas las lipasas estan
clasificadas como EC 3.1.1.3 a pesar de luggye mas de cien descriptas con estructuras

diferentes, distintos origenes, propiedades, etc.

10
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Tabla I.1. Hidrolasas utilizadas en sintesis orgéhica

NUmero EC Tipo de enlace que hidroliza Ejemplos
3.1 Ester
3.1.1 ésteres de 4cidos carboxilicos triacilglicerol  lipasa, acetilcolina esterasa,

fosfolipasa A, fosfolipasa A, gluconolactonasa,

lipoprotein lipasa

3.1.34 mono- o diésteres fosfa fosfolipasa C, fosfolipasa D
3.2 Glicosidico
3.2.1 O-glicésidos a amilasa, oligo-1,6-glucosidasa, lisozima,

neuraminidasag-glucosidasap-galactosidasay-

manosidasa
3.3 Eter
3.3.2 Epodxidos epoxideidrolasa
3.4 Peptido
3.4.11 Aminopetidasa leuciraninopeptidasa
3.4.16.21 serina proteasa subtilisina, quimiotripsina,
3.4.18.22 cisteinproteasa Papaina
3.4.17.24 Metaloproteasa Termolisina
3.5 Otrasamidas
3.5.1 amidas lineales penicilina amidasa (penicilina G acilasa)
352 amidasiclicas Hidantoinasa
355 Nitrilos Nitrilasa
3.8 Enlaceshaluros
3.8.1 enlace carbono-haluro Haloalcano dehalogenasa

11
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Existen diferentes caracteristicas por las gaéidrolasas son de gran interés en Quimica

Organica:

v' Presentan amplia especificidad de sustrato, pudiendo inclusive actuar sobre
intermediarios de sintesis

v" Presentan gran quimio-, regio- y estereoselectividad

v' Pueden llevar a cabo facilmente reacciones inversas a las que catalizan en su

entorno acuoso hatural

Ademas, es posible encontrar una amplia gdmdidrolasas comerciales, no requieren
cofactores y son estables en la mayoridodesolventes organicos. En este medio, la
mayoria de las hidrolasas son insolublesty psrmite que puedan separadas facilmente

del medio de reaccion una vez terminada la misma y ser reutilizadas.

[.2.1.1. Lipasas

Dentro de la familia de las hidrolasas se encuentran las lipasas, las cuales son denominadas
triacilglicerol acilhidrolasas (EC 3.1.1.3pado que fueron las enzimas empleadas para

realizar gran parte de este trabajo de tesis doctoral, se comentaran sus caracteristicas
principales. En el presente trabajo se emplearon tanto enzimas comerciales, como enzimas

heterélogas y obtenidas a partir de agro-residuos.

[.2.2.1. Funcion
La reaccién natural de las lipasas eshldrdlisis de triglicéridos generando como

productos mono-, diglicéridos, acidos grasagigerol. En el Esquema |.1 se presentan los

productos de hidrdlisis total.

12
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Esquema |.1 Hidrdlisis total de un triglicérido catalizada por lipasas

Las lipasas no presentan casi actividad en medio acuoso si su sustrato natural se encuentra
disuelto en estado monomérico. En cambio, cuando éste se encuentra a una concentracion
en el medio superior al limite de solutbld formando una segunda fase lipofilica (dicha
concentracion recibe el nombre de concentracion de agregacion critica, CAC), la lipasa
aumenta su actividad. Esta activacion normalmente se produce mediante un fenémeno de
adsorcion inicial sobre la fasipidica/acuosa y la reaccion se produce en la interfase. Cabe
destacar que no todas las lipapaesentan este fendmeno de activacion interfacial como es

el caso de la d€andida antarctica B* Por lo tanto, en general las lipasas necesitan de

una interfase acuosa/lipidica para llevar a cabo su actividad catalitica.

1.2.1.2. Estructura

Las lipasas pertenecen a la familia del plegamiento de/fakidrolasas, cuyo motivo
generalmente consta de ochmidas beta paralelas rodeadas de una secuencia especifica
de hélices alfa. En el centro del sitio activeganta la triada catalitica compuesta por los
residuos serina, histidina y aspartato o glutamato.

Hasta el momento todas las lipasas estudiadas presentan un alto grado de similitud
estructural y funcional independientementeatganismo del que fueron aisladas aun con

una baja homologia de secuencia de aminoacidos.

13
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1.2.1.3. Mecanismo de accion

Las lipasas catalizan la hidrdlisis de lipidos por el mismo mecanismo que las serina
proteasas® El sitio activo presenta un residuo de serina (Esquema I.2) que es activado por
un residuo de histidina y aspartato, éstos hgoenel hidroxilo de la serina sea altamente
nucleofilico. Los tres residuos serina, histidrasparato constituyen la triada catalitica.

El mecanismo se puede explicar de la siguiente manera:

= Primer paso: el grupo acilo del éster es atacado por el oxigeno de la serina, que es
nucleofilico gracias a los puentes de hidriggue forman la serina con la histidina
y ésta con el aspartato. De esta masgergenera un intermediario tetraédrico (A)
cuya carga negativa es estabilizada a través de puentes de hidrogeno por los
residuos treonina y glutamina. Estos residuos se encuentran en lo que se conoce

como el hueco oxianién

= Segundo paso: Eliminacion del alcohol gé@melose asi el complejo acil-enzima

(B)

= Tercer paso: adicion de un nucledfilo al complejo acil-enzima, formandose

nuevamente el complejo tetraédrico (C)

= Cuarto paso: liberacion del producto y regeneracion del sitio activo

14
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Esquema |.2Mecanismo de reaccién de la catalisis enzimatica de las lipasas

1.2.1.4. Fuentes naturales

Las lipasas son enzimas muy ubicuas, pudiéndoxontrar en una gran variedad de
fuentes: animal, vegetal y microbiana. Las méiizadas en el &mbito biotecnolégico son

en general de origen microbiano. La magaté las levaduras, hongos y bacterias producen
lipasas extracelulares que son secretadas al medio de cultivo lo que resulta altamente
beneficioso desde el punto de vista técni€n.los dltimos afios, con el avance de la
Ingenieria Genética se egiéoduciendo una gran cantidad de lipasas a escala comercial

utilizando levaduras y bacterias recombinantes. Un ejemplo es la lipd$emheomyces

15
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lanuginosusla cual es utilizada en detergentes, esta enzima es producida a gran escala
mediante procesos de fermentacion de una cepaspergillus oryzaeen la que se ha
clonado el gen que codifica para la lipasd danuginosus®

La mayoria de las lipasas son producidas por los microorganismos en dos isoformas
(isoenzimas) denominadas A y B, las cuales presentan diferencias estsighocde
significativas pero que pueden conducir a difer@ en cuanto a estereoselectividad. En
general, las preparaciones de lipasas contienen ambas isoenzimas agteyEte como

por ejemplo la lipasa d€andida antarctica(CAL) que esta disponible en sus dos

isoformas A y B gracias a técnicas de Ingenieria Gerética.

[.2.1.5. Reacciones catalizadas por lipasas

Las lipasas son muy utilizadas en reacciones de Quimica Organica debido a sudaersatili

y a la capacidad que presentan para acepstnatns hidrofobicos. Algunas lipasas pueden
trabajar en solventes organicos con una muy baja actividad deaaguéo(cual resulta

muy interesante dado que de esta manera sel&vVitdrolisis del agente acilante. Por otra

parte se han descripto numerosas reacciones en las que estas enzimas pueden actuar como

catalizadores: Esquema 1.3.

O O

M PN

R SR" R OR"

R'SH, W Tiolisis R'OH / Transesterificacion

O Interesterificaciéon O Hidrélisis O Esterificacién)]\
)j\ - )j\ . » > R OR'
R OR R"COOR"™ R OR H,0O R OH ROH

+
R"COOR'

Aciddlisis / R"COOH R"NHZ\AminéIisis

)?\ + R"COOR' 0

R OH R)J\

NHR"

Esquema |.3Reacciones catalizadas por lipasas
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[.2.1.6. Selectividad de las lipasas

Como se comentd en la seccidri.4.2, las enzimas presentan quimio-, regio- y
estereoselectividad y por lo tarias lipasas se asocian a este tipo de comportamiento. En
nuestro laboratorio se han utilizado una gremiedad de sustratos que sirven como

ejemplo de esta caracteristica.

[.2.1.6.1. Quimioselectividad de las lipasas

Como ejemplo del comportamiento quimioselectivo observado en las lipasas se presenta
un trabajo realizado en nuestro laboratoridjzando como sustratos acrilato de etilo y
etanolamina, cuya reaccion fue catalizada por la lipas@ashelida antarcticaB (CAL

B).'” Los grupos funcionales hidroxilo y amino ldeetanolamina son igualmente reactivos
frente al acrilato de etilo pudiendo dar los eedwos productos a y b. Sin embargo en este
caso se observo que la lipasa catalizé solani@méaccion de amindlisis para dar la amida

b y no la reaccion de alcohdlisis que produciria el éster a. Esquema 1.5

\)J\OEt T HOC A~

éster (a)

&

NG o
S Aot

H
amida (b)

Esquema |.5Reaccion de acrilato de etilo y etanolamina catalizada por CAL B
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1.2.1.6.2. Regioselectividad de las lipasas

Para ejemplificar la propiedad de Ildgpasas de presentar un comportamiento
regioselectivo, podemos mencionar la reéicde alcohdlisis del diacetato de 17-oxd15
androstan-8, 16u-diilo (compuesto A)( Esquema |.8).En este caso se puede ver la
diferencia que presentan dos enzimas coi@es en la reaccion en relacién al
comportamiento regioselectivo. CAL B permite obtener el producto desacetilado en la
posicion 16 (compuesto B), en cambio CRLestua regioselectividad por el grupo acetilo

de la posicién 3 (compuesto C).

0]
wOH WOACc WMOAC
ROH ROH
| - —
AcO ﬁ CAL B AcO crr, HO
compuesto C compuesto A compuesto B

Esquema |.6.Comportamiento regioselectivo de lipasas en la alcohdlisis de diacetato
17-oxo-mH-androstan-8, 16u-diilo

1.2.1.6.3. Estereoselectividad de las lipasas

Las lipasas se han empleado en muchosscasoresoluciones cinéticas de alcoholes
mediante transesterificaciones con enol-ésteres como el acetato de vinilo o el acetato de
isopropenilo. Segun un estudio realizado por el grupo de Faber, pueden emplearse ésteres
vinilicos como agentes acilantes para todas las lipasas excepto par&€exiidia rugosa

y Geotrichum candidumdado que éstas pierden su actividad al ser expuestas al
acetaldehido que es liberado en la reaccion de transesterifit5ion.

Como ejemplo podemos mencionar riesolucion estereoselectiva dBR,$-2-pentanol

catalizada por la lipasa (Esquema?.7)

18
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Esquema |.7 Resolucion estereoselectiva ®$-2-pentanol catalizada por lipasa

En este ejemplo se observa que la lipasa es capaz de catalizar la acetilacién del
enantiomeroR y no del S y de esta manera resulta facil la separacion de ambos
enantiomeros. Por otra parta, reaccion se ve favoreaiditilizando un acetato activado
(acetato de vinilo) dado que se forma también como producto un compuesto volatil
(acetaldehido) desplazando asi la réachacia la formacién de productos.

El sitio activo de las lipasas, cuyo tamafio varia segun el origen de las fhiseseta

dos bolsillos, uno mas grande y otro mas pequefio, donde se alojan los sustituyentes del
nucledfilo. En funcién de esto Kazlauskpspuso una regla general que describe el
comportamiento estereoselectivo de las lipasas (Figur& K3umiendo que el orden de
preferencia de los sustituyentes concuerda con su tamafio (cuando el sustituyente es mayor
tiene mayor prioridad segun las reglas dénrGgold-Prelog), la regla de Kazlauskas
predice una enantiopreferencia por el alcohol de configur&i@nsea que en una mezcla

R,Sde alcoholes sélo se acilara el hidroxilo del estereocisoRero

OH

Figura 1.3. En reacciones de acilacion, el enantidmero mostrado reacciona mas rapido (M:
mediano y G: grande)
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1.2.1.7. Aplicaciones biacnoldgicas de las lipasas

Las lipasas catalizan numerosas reacciones muchas de las cuales son de gran interés
industrial. Muchas industrias como la farmatica, alimentaria, agroquimica, etc., han
implementado en el area de desarrollo la Biocatalisis debido a las numerosas ventajas que
ésta presenta. Podemos mencionar algunos ejemplos:

v Produccion de aromas y sabores en la industria alimentaria

v Implementacion en detergentes de lavado de ropa

v" Produccion de esteroides de gran importancia en la industria farmacéutica

v' Preparacion de enantiomeros puros de acido 2-aril propiénico, como por ejemplo

naproxeno, de gran utilidad farmacologica como antiinflamatorio

L.3. Células enteras

Como se menciond en la secciéon 1.1.4a2Biocatalisis utiliza no s6lo enzimas aisladas

sino también células enteras. El empleo de las mismas puede inclusive hasta ser mas
ventajoso en términos econdmicos que el udasienzimas aisladas. Esto se debe a que el
crecimiento de los microorganismos no requiere un procedimiento muy complicado y por
otra parte existen enzimas que para su aetivithtalitica necesitan cofactores, los cuales

la mayoria de las veces resultan costosos e inestables. Como desventaja, las células enteras
presentan una bateria enzimatica que puedsmcaérdidas de selectividad generando una

gran variedad de productos de transfordmaciSe han realizado reacciones con células
enteras en solventes organicos, medios bid&sy emulsiones aunque, en contraste con las
enzimas aisladas, en general la células enteras son menos tolerantes a medios no acuosos.
Ambos sistemas presentan ventajas y desvenpaalo cual la eleccién de cada uno de

ellos dependera del sustrato a transformar y del tipo de transformacion requerida.

En nuestro laboratorio se ha implementadm éxito el uso de células enteras como
biocatalizadores sobre una variedad deratos. Se realizaron reducciones quimio- y
estereoselectivas de 2-oxo3yoxoglutaratos catalizadas pa#lulas liofilizadas d&lucor

23,24

rouxii”<*(Mangone y Rustoy) y reducciones de dicetonas vecinales catalizadas por células

deRhodotorula minut&®
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a)
0] 0] M. rouxii 0] O
liofilizado
RO OR — RO OR
0] OH
R: cadena alquilica
b)

o
! [e}

H OH
~ OH
0 R. minuta n OH
—>

Esquema 1.8.Reduccion de 2-oxo-glutaratatalizada por células déucor rouxii (a), reduccién
de dicetonas vecinales catalizada Rbpdotorula minutgb)

[.3.1. Aplicaciones biotecnoldgicas de células enteras

Existen variados trabajos en donde se aplmativos de microorganismos para llevar a

cabo Biotransformaciones sobre compuestos esteroidales, dichos compuestos presentan un
gran interés en la industria farmacéutica.

Un ejemplo interesante es la biotransformadlevada a cabo por diversas cepas fungicas

de 21-acetato de cortexolona a 2l-acetatdideocortisona. Este ultimo compuesto es

muy utilizado en la industria farmacéutica debido a su accion antiinflamatoria e
inmunosupresiva?’

OA OA
0 ¢ 0 ¢
1)) HO U
WOH Cunninghamella WOH

blakesleeana

E— .
O Curvularia lunata QO
21-acetato de cortexolona 21-acetato de hidrocortisona

Esquema .9 Reaccidn de biotransformacién de 21-acetato de cortexolona para generar 21-acetato
de hidrocortisona llevada a cabo por cepaS.daakesleeana C. lunta
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I.4. Inmovilizacion de un biocatalizador

La inmovilizacion de un biocatalizadas muy importante dado que ayuda a superar

muchos inconvenientes que estos presentaivel industrial. Algunas de las ventajas

presentadas debido a la inmovilizacion son:

Recuperacion del biocatalizador del medio de reaccion
Mayor estabilidad

Mayor Selectividad

Reduccion de la inhibicién por el medio o por productos

Aumento de la concentracion del biocatalizador

Estas ventajas suelen permitir una mayor productividad lo que desencadena un beneficio a

nivel econémico. Sin embargo el hecho de inmovilizar el biocatalizador hace que se sume

un paso mas en el proceso y ademas muchas veces la inmovilizacion trae aparejada una

disminucion notable en la actividad catalitica.

Existen varios métodos de inmovilizacion:

Adsorcion: la inmovilizacion se produce por interacciones iénicas, fuerzas de Van
de Waals y puentes de hidrogeno
Union covalente: la inmovilizacion seqgauce a nivel de los grupos quimicos del
soporte, los cuales reaccionan de manera covalente con el biocatalizador
Reticulado o entrecruzamiento: en este caso se produce la inmovilizacion a partir
de moléculas bifuncionales que reaccioganerando uniones con el biocatalizador
Atrapamiento: el biocatalizador queda p&rdo en cavidades internas de una matriz
sélida porosa generalmente por un polimero fotoentrecruzable o polimeros del tipo
poliacrilamida, alginato, carragenato, etc
Inclusion en membranas
v" Microencapsulacion: el biocatadidor queda rodeado de membranas
semipermeables que permiten el pdesomoléculas de sustrato y producto,
pero no del biocatalizador
v' Reactor de membranas: el biocatalizador se introduce en la membrana, la

cual, como en el caso anterior, es permeable al sustrato y al producto
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Consterando layentajas ydesventajagjue presemtla inmovilizacion debiocatalizadr,
paracada caso re particula se deberaealizar um evaluacié teniendoen cuenta ds

mejores resultads obtenidosen funciénde la relacié costo/bentcio.

£
ST
b
1}
Ll

"l‘ + +
s

Figura 1.4. Métodos de innovilizacion: adsorcion (3 union caalente (b),reticulado ¢),
atrapaniento (d), nclusién en rembrana (e)

Condusion

En elsiglo XXI crece el ingrés por lle#ar a cabgorocesos gimicos masimpios y de
mena impacto @ra el medd ambiente.Para poneen practia esta idease requierda
ayudade nuevadecnologiasy metodobgias que dentifiguendonde fallan los métods
sintétcos tradiobnales en racion a tenas referids al aportenegativoa los process
ecol@icos. Poresta razénse han dearollado netodologiasalternativa que puedn
supeer estas defiencias.

La Biocatalisis, omo seguidra de los pncipios emnciados pola Quimi@a verde, ofree
una alernativa ineresante erelacion a ge tema ddo que perrite trabajaen condiciors
suave de reaccit y compatbles con eimedioambiate. Por ot parte, otoga numeross
benefcios en sitesis orgaria ya quelos biocatakadores aptados preantan elevda
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selectividad, siendo esta caracteristica muy requerida en esta disciplina, particularmente en

el campo de la Quimica Fina.
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Il. OBJETIVOS

En el capitulo anterior se ha menciongddestacado el comportamiento selectivo de los
biocatalizadores. Esta caracteristica pernpi@ntear estrategias sintéticas con menor
namero de pasos y potencialmente mas eficieste®n aplicables los biocatalizadores en
las reacciones a desarrollar. En este aspecto presentan ventajas en cuanto a su bajo costo y
toxicidad con respecto a los datadores quimicos convencionales.
Otra caracteristica importante que debe mencionarse de la implementacion de los
biocatalizadores es que peremttrabajar en condicionesas@s de reaccion, resultando
muy importante a la hora de realizaartsformaciones de compuestos quimicamente
labiles, en donde los métodos quimicos tradicionales podrian conducir a resultados no
deseados.
Considerando lo mencionado anteriormente, se estableci6 como objetivo en este trabajo de
tesis el estudio de reacciones biocataliticdsesdistintos tipos de compuestos organicos a
fin de:
e Crear caminos alternativos eficientessilgesis para determinados productos
e Evaluar y verificar la selectividad que presentan los biocatalizadores sobre sustratos
de interés biolbgico
e Investigar el potencial de los biocataldores en situaciones desconocidas de
manera tal de ampliar su campo de aplicacion
En base a los objetivos establecidos, se haiastwl la aplicacion de la Biocatalisis tanto a
la Quimica Orgéanica como a la Quimica Biolégica dada su estrecha relacion en el interés
de compuestos de utilidad farmacolégica y de la industria alimentaria.
El objetivo general del trabajo consistié erafdicacion de catalizadores bioldgicos en la
transformacion y sintesis de productos naturales y sus anélogos.
Este objetivo fue concretado a travédadesiguientes objetivos especificos:
v Sintesis de ésteres de acido 2-oxoglutarico de cadena media y larga catalizada por
lipasas
v Sintesis enzimatica de deri@s acilados de hidrocortisona
v' Reaccion de acetilacion de cortexolonaalizada por una lipasa heteréloga de

Rhizopus oryzammovilizada
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v Biotransformacién de una progestina &fitia por microorganismos de diversos
géneros fungicos
La realizacion de estos objetivos permitiGiatesis de compuestos anélogos a las ceras y

la transformacion por via enzimética de prads@steroidales naturales y sintéticos.

[I.1. Sintesis de ésteres de cadena megiarga de acido 2-oxoglutarico catalizada por

lipasas

Las ceras son compuestos ampliamente digtigisuen los organismos vivos. En general
todas las ceras contienen Acidos grasmsifisados con alcoholes de cadena I&rga.

Este tipo de compuestos tiene aplicacion lanindustria cosmética, en productos
farmacéuticos, en lubricantes y en la industlimentaria lo que khace muy interesantes.

En nuestro laboratorio se han aplicado lipasaseacciones de esterificacion de acido 2-
oxoglutarico con alcoholes de cadena corta obteniéndose una serie de derivados
dialquilados®

Siguiendo con la metodologia empleada, seditesintetizar derivados de cadena media y
larga de &cido 2-oxoglutérico, con el fin deestelr compuestos con caracteristicas cerosas.
En este caso se utilizaron como biocatalizadores lipasas comerciales y también se evaluo el
comportamiento de una lipasa extraida del latex de la planta de p&paiga papaya El

Esquema I1.3. describe la reaccion involucrada:

Lipasa
HO OH + ROH —— RO OR
0)

acido 2-oxoglutarico

Esquema I1.1.0btencion de ésteres de acido 2-oxoglutarico
I1.2. Sintesis enzimatica de derados acilados de hidrocortisona

En la Introduccion se ha hecho referenciasattabajos realizadasn nuestro laboratorio

sobre reacciones de alcohdlisis de androstemwoteniendo diversos grupos funciondles.
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Continuando con los compuestos esteroidales y tomando como base trabajos’ previos,
también llevados a cabo en nuestro laboratorio, en esta parte del trabajo de tesis se
describira la implementacion de biocatalizaoen reacciones de acilacién y alcohdlisis

del esteroide hidrocortisona (¥170,21-trihidroxipregn-4-en-3,20-diona). Los derivados

de hidrocortisona son muy interesantes desde el punto de vista farmacoldgico, dado que los
mismos pueden ser utilizados en diversas enfermedades en las cuales esta implicado el
sistema inmune y donde se requieren tratamientos prolongados.

Se utilizaron diferentes lipasas comerciales con el objeto de ampliar el conocimiento del

desempenio de las mismas en la transformacion de esteroides. Esquema 11.2

O OH R
HG, WOH HO, W OH

OR1

Agente acilante
—_—
o) Lipasa o
Hidrocortisona

Esquema I1.2.0btencion de derivados de hidrocortisona en posicion 21 empleando lipasas

Por otra parte se decidi6 aplicar estrategias de sintesis quimica tradicional y la asistencia de
radiacion de microondas para la obtencionudecompuesto esteroidal peracetilado. El
compuesto obtenido fue luego utilizado como sustrato para reacciones de alcoholisis

catalizadas por lipasas.

[1.3. Reaccion de acetilacion de cortexolona catalizada por una lipasa heteréloga de

Rhizopus oryzae inmovilizada

Continuando con reacciones de modificacién de esteroides, en esta parte del trabajo se
decidio acetilar la cortexolona en posicion E&te esteroide al igual que la hidrocortisona,
de la cual se hablé anteriormente, es muy aplicado en tratamientos de enfermedades

inflamatorias de la piel. A su vez 21- acetato de cortexolona (21-Acetoxddroxi-4-
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pregnen-3,20-diona) puede ser utilizado como sustrato de partida para su
biotransformacién, por distintas cepas fimagi a 21- acetato de hidrocortisona.

Para la acetilacion del esteroide cortexol@®apropuso emplear una lipasa heteréloga de
Rhizopus oryzagROL) liofilizada e inmovilizada en difentes soportes, con el objetivo de

evaluar su actividad. Esquema 1.4

o~
Os~0H Q 0
WOH JlOH

Agente acilante
—>

9) ROL 0)

Cortexolona

Esquema Il.4.Reaccion de acetilacion de cortexolontakizada por la lipsa heteréloga de
Rhizopus oryzae

Se estudiaron los parametros de reaccién: agente acilante:sustrato, enzima:sustrato,
solvente, tiempo de reaccion, etc. con eldindeterminar las condiciones Optimas de la
reaccion enzimatica. Los datos obtenidos apiicaron en célculos matematicos que

permitieron obtener los pardmeti@stimos finales de reaccion.

[1.4. Biotransformacion de una progestinaintética por microorganismos de diversos

géneros fungicos

En el capitulo correspondiente a la Introcidn se ha mencionado el empleo de células
enteras de microorganismos en la biotransfoibmade esteroides. En este sentido, se han
empleado diversos géneros y cepas fungicas con éxito en la obtencién de compuestos de
interés farmacoldégico.

Se proyecto estudiar el desempefio derelifies géneros de hongos del Orden Mucorales

en la biotransformacion de una progestina sintética anti-androgénica andloga a la

espironolactona conocida con el nombre comercial de drospirenona.
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Se estudiaron los pardmetros de la reaccién de biotransformacién. El analisis de la
bibliografia publicada sobre estos hongos @& ntonocer su importante actividad en
reacciones de oxidacion, por lo que se esperd que la biotransformacion diera lugar a la

obtencién de productos oxigenados de la drospirenona de acuerdo al Esquema I1.5.

0>\\| HO OH
I

. \\\\

drospirenona

Esquema 11.5.0xidacion de una progestina sintética §iicenona) empleando diferentes géneros
fangicos
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lIl. SINTESIS DE ESTERES DE ACIDO 2-OXOGLUTARICO
DE CADENA MEDIA'Y LARGA CATALIZADA POR LIPASAS

I11.1. Introduccion

Las ceras son compuestos lipofilicos insasben agua y se encuentran ampliamente
distribuidas en los organismos vivos. Losmponentes lipofilicos de las ceras pueden
variar extensamente segun la fuente deguencia, pudiéndose emtrar: hidrocarburos,

ésteres de esteroles, aldehidos alifatiaspholes primarios y secundarios, dioles,
cetonas, 1,3-dicetonas, ésteres de acidos gremo<£n general todas las ceras contienen
como componentes principales acidos grasos esterificados con alcoholes de cadéna larga.
Estan distribuidas en las cuticulas de lastpkaterrestres que las protege de la desecacion

y actlia como barrera contra insectos y hongos, en la cuticula de ihyeetok piel de

muchos animales. Estan presentes en cirgles bacterias degradadoras de grasas y
aceites. en donde las ceras y demas componentes lipidicos se encuentran en estructuras
celulares destinadas a su almacenamiento. En mamiferos, las ceras son sintetizadas en
numerosos tejidos, siendo el higado el principal 6rgano de sttesis.

Estos compuestos tienen aplicacion en la industrsmética, en productos farmaceéuticos,

en lubricantes y en la industria alimentaria lo que los hace interesantes desde el punto de
vista comerciaf.

Los ésteres de acidos de cadena corta son utilizados en la industria alimentaria ya que los
mismos contribuyen con el aroma y el “flavor’os ésteres metilicos y etilicos de &cidos

de cadena larga en cambio son compuestos oleoquimicos los cuales pueden aplicarse
como combustible dies&f

Por otra parte, los ésteres de cadena larga, derivados de alcoholes oaatimissde
longitud de cadena de doce atomos de carbono o mas, comunmente denominados ceras,
presentan potencial aplicaciéon como lubricafftesosméticos? En la industria cosmética

este tipo de compuestos esta presente en cremas, lapices labiales, mascarapasa pest
etc.

Algunos analogos de ceras, como por ejemplo ésteres de alcoholes grasos con

carboxicarboxilatos (formula general: RCOO@HEOOR donde R es un alcohol graso)
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son metabolizados en forma parcial en el organismo. Como consecuencia, reducen el valor
calérico y disminuyen los problemas asociados con los sustituyentes grasos no
metabolizable$?

Con respecto a su sintesis, usualmente loseéstie cera son obtenidos: a) a partir de un
alcohol y un &cido graso a temperaturas sopesia 250 °C en presencia de catalizadores
acidos o metalicos, o b) por conversion de un haluro de acilo en condiciones de alta

temperatura y/o presion, tal como se describe en el Esquema lll.1.

O O

a R \)]\ ' catalizador R \)]\
) on + ROH —> OR'

alta temperatura

0] 0]

alta temperatura \)j\
b) R\)]\Cl + R'OH — R OR'

R: cadena alquilica

Esquema lll.1. Métodos quimicos de sintesis para la obtencion de ésteres a partir de acidos
carboxilicos o de sus derivados

Estos procesos sintéticos presentan las siguientes desventajas:

e las altas temperaturas y los tiempos prolongados de reaccion pueden provocar la
degradacion del éster

e la presencia de productos secundarios no deseados y

e altos costos de produccion

Recientemente, se ha desarrollado una egigafsintética nueva para la produccion de

ésteres de ceras mediante reacciones de co-halogenacion, dsbratoosuccinimida

(NBS) y acidos grasos insaturaddgiunque este proceso es llevado a cabo a temperatura

ambiente, la NBS no es un reactivo compatiton el cuidado del medio ambiente y el

producto que se obtiene a partir de esé&agi®n resulta ser una mezcla de NBS y ésteres

de cera que no pueden ser separados.
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Por los motivos antes citados, en los Ultimos afios se ha prestado especial atencién a los
métodos biotecnoldgicos considerando sucaplbn como una posibilidad de sintesis
alternativa y muy atractiva. Se tiene canuento de que las enzimas pueden presentar
actividad catalitica en medios no acuo%0dsy que las mismas pueden actuar como
catalizadores altamente eficientes en reams de esterificacion de acidos grasos con
alcoholes grasos para la obtencién de cr&n nuestro laboratorio hemos aplicado
lipasas en reacciones de esterificacion y transesterificacion de acidos grasos y acidos
dicarboxilicos:”*° Entre ellos, la esterificacion del acido 2-oxoglutari¢i»-1() con
alcoholes de cadena corta, como metanol y etanol nos permiti6 obtener derivados
dialquilados que por biotransformacién con el horigacor rouxii produjeron y-
butirolactonas. Por otra parte, utilizanddutas enteras del mismo microorganismo en
derivados dialquilados de mayor longitud de cadena, éstos fueron reducidos a 2-

hidroxiéstere$®

(0] (@) M. rouxii ROOC‘\ o
HO ' OH ROH RO. OR cultivo liofilizado -
> 7o fofiiza [ =o
o) o) Lipasa 5 5
-1 a-f a-b
M. rouxii
cultivo fresco
a:R=CH-
b: R = CH,CH,-
(EJH c: R = CHy(CHy,),-

RO\n/\/\n/OR d: R = (CHy),CH-
o) o) e:R= C"g(CHz)g'
f: R = (CHz),CHCH,-
a-f

Esquema 111.2. Esterificacion del acido 2-oxoglutarico catalizada por lipasa y posterior reduccién
conMucor rouxii

Por lo tanto, considerando la similitud entre algunas ceras, los ésteres de los
carboxicarboxilatos y los derivados de alcoholes grasos de &cidos dicarboxilicos y
continuando con la busqueda de la aplicadénlos biocatalizadores en reacciones de
interés industrial, en esta parte del trabdescribimos la aplacion de lipasas de
diferentes origenes en la sintesis de derivados de cadena media y larga de acido 2-

oxoglutarico [1I-1 ) (Esquema lll1.3).
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O O ) O O
enzima
H Ow OH + R'OH —_— R O)K/\”)J\ OR'
solvente
O O
II-1 IM1-2 R': CH3(CH,),CH,-

IT1-3 R': CH3(CH,)¢CH,-

IM1-4 R': CH4(CH,),(CH,-
I11-5 R': CH;(CH,),,CH,-
I11-6 R': CH4(CH,),,CH,-
1117 R': CH4(CH,),¢CH,-

Esquema ll1.3 Sintesis de diésteres de acido 2-oxoglutarico catalizada por enzimas

II1.2. Esterificacion de acido 2-oxoglutarico

En la reaccion de esterificacion de acidox@glutarico con alcoholes de variada longitud

de cadena, se decidi6 estudiar el composeatoi de una variedad de lipasas comerciales

de origen microbiano y también evaluar una lipasa vegetal proveniente de la planta de
papaya Carica papaya Se decidié evaluar la lipasa d@arica papayadebido a la
facilidad de obtencién de esta enzima 'y su bajo costo de produccién.

Las plantaciones d€arica papayase encuentran localizadas en las zonas tropicales de
México y de Centro América. El fruto, que conocemos como papaya, posee un alto valor
nutritivo y ademés es conocido y consumido popularmente debido a sus propiedades
medicinales en casos de gastritis, problemas hepaticos, etc. Esto ha contribuido a
incrementar su cultivo en las zonas mencionadas.

La Carica papayapertenece a la familia de las Caricaceas. De crecimiento relativamente
rapido y vida corta, luego de dos o tres afios alcanza una altura de varios metros. En esta
situacion la recoleccion de los frutos, los cuales a su vez resultan mas pequefios, es costosa
y deja de ser rentable el cultivo. Por otra parte, los arboles de papaya en esta etapa de su
vida generalmente son infedts por virus y bacterias. Esto trae como consecuencia el
talado de los mismos transformando a la plantacion en un agro-residuo disponible
anualmenté!

La planta de papaya produce un latex, extraido tanto del fruto verde como del tallo,

enriguecido en dos tipos de enzimas: la papaina, que es una proteasa, y una mezcla de
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lipasas. En el presente trabajo se utikmia mezcla que denominamos CPL, donde las
lipasas se encuentran autoinmovilizadas en el latex extraido de la planta.

La simplicidad de obtencién de CPL a paditireste agro-residuo fawwe su aplicacion ya
que se realiza a través da proceso econdémico y de facil implementacién. Ademas su
aplicaciéon en sintesis de compuestos orgéniecconfiere un alto valor agregado a este

residuo.

II1.2.1.0btencion de la lipasa de Carica papaya (CPL)

Para obtener la lipasa @arica papayaprimeramente se realiza una purificacion parcial

del latex obtenido a partir del tallo y fruto @eplanta, utilizando agua destilada. De esta
manera se eliminan entre el 97 y el 99% de las proteinas solubles en agua, principalmente
las proteasas y el agro-residuo se va enriqodoi@n la lipasa de interés. Esta lipasa se
encuentra autoinmovilizaden el mismo latex libre de proteasas. En la Figura Ill.1 se

muestra en forma esquematica el procedimiento descripto.

A

Purificacién parcial
del liitex

Reacclinde | [ I {— Liofilizacién <—/

del residuo

Figura lll.1. Esquema de purificacion del latex @arica papaygpara la obtencion de la lipasa de
Carica papayaCPL) autoinmovilizada
I11.2.2.0Optimizacion de los parametros de reaccion
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[11.2.2.1. Fuente enzimatica y solvente

Para llevar a cabo la reaccion de esteriftmacle acido 2-oxoglutarico con alcoholes de
variada longitud de cadena, se evaluaron cuatro lipasas comerciales: ligaaaddia
rugosa(CRL), lipasa pancreatica porcina (PPL), lipas&€dadida antarcticaB (CAL B)

y lipasa deRhizomucor miehdLIP); y la lipasa d€arica papaya CPL).

Las lipasas, como se menciond anteriormemueden actuar como catalizadores en
reacciones donde se utilizan solventes oy dado que su eficiencia varia segun el
solvente de reaccion, para cada sintesis en particular debe elegirse el solvente &propiado.
Se han observado en algunos casos paenzana CAL B muy buenos resultados en
solventes polares contdutanol y acetonitrif***y en otros casos se requirieron solventes

no polares para una mayor eficiencia de la enzima. Por tal nmegtietecididé evaluar al
mismo tiempo, la actividad de las diferentes enzimas en diversos solventes. Se utilizaron
solventes de variada polaridad, combutanol, acetona, acetonitrilo, diisopropil éter,
hexano y tolueno. Inicialmente las reacciones se llevaron a cabo a 30 °C usando una
relacion Enzima/Sustrato (E/S) Been el caso de las enzimas comerciales y de 15 para el
caso de la lipasa d€arica papayay 1-hexadecanol como nucledfilo. La relacion
alcohol/acido fue de 4 y en todos los experimentos la mezcla de reaccion fue agitada a 200
rpm.

El curso de todas las reacciones fue moa#do por medio de cromatografia en capa
delgada (CCD) y cromatografia gaseosa (CG).

Los parametros estudiados en esta parte del trabajo indicaron que, piskss divaluadas,

CAL B en hexano, y CPL en diisopropil émmo solventes de reaccion, presentaron los
mejores resultados para la reaccion de esterificacion de acido 2-oxoglutarico con 1-
hexadecanol. PPL, no presentd actividad catalitica y LIP presentd menor porcentaje de
conversion que CAL By CPL.

La identidad del 2-oxoglutarato de di-hexad®obtenido mediante sintesis enziméatica fue
determinada mediante espectroscopia derResxia Magnética Nuclear (RMN) a partir de

los espectros proténico’H) y de carbono 13 '{C). Se asignaron las sefiales
correspondientes y se compararon con datos reportados en biblibtfraia.el espectro
proténico pueden observarse los desptaeatos de las sefiales de los protones

correspondientes al compuesiie6 . Se observa que las sefiales=a4,07 y 4,26 ppm de
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los metilenos unidos al oxigeno de cada uno de los grupos carboxilicos del diacido,
correspondientes al grupo funcional del éster son coincidentes con este tipo de funcién lo
qgue nos indica la presencia de un diéster. En el espectro de carbono-13 se presentaron los
desplazamientos de las sefiales correspoiediem los diferentes grupos carbonilos que
presenta el diésteré 160,7 y 172,1 ppm, que coincidieron con los esperados. Los datos
provenientes del espectro de masa y el as&@iemental también fueron concordantes con

la estructura planteada.

[11.2.2.2. Efecto de la temperatura y tiempo de reaccion

Para analizar la influencia de la temperatutiempo de reaccion se efectué nuevamente la
reaccion de esterificacién de acido 2-oxoglutarico con 1-hexadecanol empleando CAL B y
CPL en hexano y diisopropil éter respectivamente como solventes de reaccién, y las
relaciones E/S y alcohol/acido citadas anteriormente.

Se compard en ambos casos la reaccion a ¥5a°G0 °C. En la Figura 111.2 se muestra el
curso de la reaccion de esterificacion utilizando como biocatalizadores CAL By CPL a las
temperaturas establecidas en la obtencién del compuesto 2-oxoglutarato de dihexadecilo
(1-6).

100 A
- B0
=
£ &0 .
= mCAL B 353°C
—
S a0 m CAL B 30°C
=
3 CPL 55°C
et 4

20 = CPL 30°C

a 3 & 12 24 48 72 o6
Tiempo (h)

Figura Ill.2 . Efecto de la temperatura y tiempo de reaccion en la esterificacién de acido 2-
oxoglutarico con el alcohol 1-hexadecacalalizada por las lipasas CAL By CPL
De acuerdo a los resultados presentados Eiglaa 111.2 podemos observar que la enzima

CAL B permitié obtener el compuestid-6 , con una conversion de 86% a 55°C luego de
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transcurridas 6 horas de reaccion. La reaccién llevada a cabo a temperaturas menores
inclusive en periodos de tiempo mayores mostré una disminucion de la actividad de CAL
B, lo que fue evidenciado mediante un porcentaje de conversién menor. En el caso de CPL
la variacion de la actividad enzimética con la temperatura fue menos pronunciada. Se
observo a las 72 horas de reaccion y a 58f&€conversion maxima del 50 %, mientras

gue a 30 °C la conversion fue del 45 % luego de transcurridas 96 horas de reaccion.

[11.2.2.3. Efecto de la longitud de cadena del alcohol

Una vez seleccionada la temperatura se deaidiéstigar el efecto de la longitud de la
cadena del alcohol en la reaccion de esterificacion. Para ello se utilizaron como alcoholes
modelo: de cadena media el 1-hexanol y de cadena larga el 1-hexadecanol. La relacion E/S
y alcohol/acido fueron las mismas que emplearon anteriormente (descriptas en la
seccion 111.2.2.1). En la Figura 111.3 se presentas resultados deonversion para ambos

alcoholes en funcion del tiempo, correspontlie a los biocatalizadores CAL By CPL.

120

100 -

e
= 8o
e
_‘E 60 - 'y —4—CALB 1-hexanol
@ A
; S - - —=—CAL B 1-hexadecanol
2 40 -
=] & —&— CPL 1-hexanol
(5] g o
20 4./ —&— CPL 1-hexadecanol
f o

o .

0 20 40 60 BO 100 120 140 160

Tiempo (h)

Figura Ill.3. Efecto de la longitud de la cadena del alcohol en la reaccion de esterificacion del
acido 2-oxoglutarico catalizada por lipasas

De acuerdo a los resultados obtenidos ers estadiciones se observo que la actividad de

la enzima CAL B no varia notablemente com@hnento del nimero de atomos de carbono
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del alcohol, mostrando una diferencia aproximae 15% en la conversion con 1-hexanol
y 1l-hexadecanol. La lipasa @arica papaya(CPL) en cambio resultd ser mas eficiente
(80% de conversidn) en la reaccion de régtacion del acido con el alcohol de cadena
media (1-hexanol) que con el de cadenaddlighexadecanol) que alcanz6 una conversion
del 50%.

[11.2.2.4. Efecto de la relacién alcohol/acido (alcohol/sustrato)

Con el objeto de lograr una mejor conversém la sintesis de ésteres de alcoholes de
cadena larga catalizada por CPL se llevé a ecabestudio sobre el efecto de la relacion
alcohol/sustrato.

En esta parte del trabajo se evalud la riéacde esterificacion utilizando el alcohol 1-
hexadecanol en diferentes relaciones con respecto al sustdtd ¥ aplicando como
biocatalizadores CAL B y CPL. Las relaciones E/S implementadas y los solventes elegidos
fueron los anteriormente mencionados (secciéd.Bl1). En la Tabla 1.1 se presentan los
resultados correspondientes a las distintagioFlas alcohol/sustrato ensayadas para la

optimizacion de dicho parametro.

Tabla lll.1. Efecto de la relacion alcohol/sustrato en la reaccion de sintesis del compuesto
I1I-6 catalizada por CAL By CPL

Conversion (%) 2

1-Hexadecanoll-1

CAL B CPL®
0.5 70 5
1.0 75 21
2.0 86 51
5.0 86 50

&Conversion (%) del productd-6 determinado por CG
b Condiciones de reaccion: T: 55°C, t: 6 h, solvente: hexano, E/S: 2
¢ Condiciones de reaccion: T: 55°C, t: 72 h, solvente: DIPE, E/S: 15
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De acuerdo a los resultadoegentados en la Tabla 11l.1 peedbservarse gua relacion
Optima para la relacion alcohol/sustrate fA. Excesos del alcohol 1-hexadecanol no

produjeron un aumento en el porcentaje de conversion.

[11.2.2.5. Efecto de la relacion Enzima/Sustrato (E/S)

Para completar la optimizacion de los parametros de reaccion, por ultimo se decidié
estudiar la relacion Enzima/Sustrato pasb@catalizadores CAL B y CPL. La reaccion

se llevé a cabo a la temperatura, tiempo y solvente de reaccion para cada uno de los
catalizadores de acuerdo a lo estableato la seccién 111.2.2.1, con una relacion

alcohol/sustrato de 2. Los resultados se muestran en la Tabla I11.2.

Tabla lll.2. Efecto de la relacion Enzima/Sustratda@mneaccion de sintesis del compuesto
[1I-6 catalizada por CAL By CPL

Conversion (%)

E/S
CALB® CPL®
0.25 20 n.d.
0.5 30 n.d.
1 78 5
2 86 10
5 85 20
10 86 35
15 84 50
20 85 50

4Conversion % del productd-6 determinado por CG

b Condiciones de reaccién CAL B: T: 55°C, t: 6 h, solvente: hexano, 1-hexadécanol/
¢ Condiciones de reaccion CPL: T: 558C72 h, solvente: DIPE, 1-hexadecanii 2

n.d.: no deterninado.
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Los resultados presentados en la tabla muestran que la relacion E/S éptima para el caso de
la enzima CAL B, que permitié obtener una conversién maxima del 85%, fue 2. En el caso
del biocatalizador CPL, la relacién E/S para obtener la conversiéon maxima del 50%, fue
mayor que la requerida por CAL B (15 para CPL y 2 para CAL B). Se podria concluir que
CPL es menos eficiente que CAL B como catalizador de la reaccion de esterificacion ya

gue requiere mayores cantidades de enzima y se logran menores rendimientos.

Condiciones 6ptimas de reaccion

Los estudios descriptos en las seccionesigs permitieron determinar las condiciones

Optimas de reaccion para cada dedos biocatalizadores empleados:

Enzima CALB CPL
Solvente Hexano Diisopropiéter
Temperatura 55°C 55°C
Tiempo de reacciéon 6 h 72 h
Enzima/sustrato 2 15
Alcohol/sustrato 2 2

[1.3. Sintesis de ésteres de acido 2-oxoglutérico

Considerando los resultados obtenidos esptanizacién de los parametros de reaccion de
esterificacion de acido 2-oxoglutarico con el alcohol 1-hexadecanol en la preparacion del
compuestolll-6 , se decidio sintetizar una serie dempuestos utilizando alcoholes de
longitud de cadena media y larga. Los compuestos obtenidos, todos ellos novedosos,
fueron purificados mediante cromatografiacetumna y posteriormente identificados por

métodos espectroscépicos: FTIR, RMN, EM de impacto electronico y electrospray, y
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microanalisis. En el Esquema Ill.4 se ma&m las condiciones de reaccién para los
biocatalizadores CAL By CPL.

CAL B (E/S: 2)

Q Q hexano, 6h O O
5 CPL (E/S: 15) o
DIPE, 72h

-1 -2 R": CHy(CHy),CHy-
-3 R': CHy(CHy)sCHy-
-4 R': CHy(CHy);CHy-
-5 R’ CHy(CHy)1,CHy-
-6 R": C|'|3(CH2)14CH2'
-7 R': CHy(CHy)16CHy-

Esquema lll.4.Condiciones de reaccion establecidas para CAL By CPL

En la Tabla 111.3 se presentan los alcohailizados y los rendineintos obtenidos para

cada uno de los compuestos sintetizados.

Tabla lll.3. Sintesis de ésteres deido 2-oxoglutarico catalizada por CAL By CPL

Rendimiento (%)

Producto Alcohol

CAL B? CPL
11-2 R' = CH(CHy)4CH,- 85 75
-3 R' = CH(CHy)sCHy- 78 65
11-4 R' = CHs(CHy)10CH2- 72 53
111-5 R = CHy(CHy)12CHy- 76 49
11-6 R = CHy(CHy)14CHo- 69 40
-7 R = CHy(CHy)16CO- 58 31

& CAL B; 55°C; tiempo: 6 h; solvente: hexano; E/S: 2; alcohol/ sustrato: 2
b CPL; 55°C; tiempo: 72 h; solvente: DIPE; EI%; alcohol/sustrato: 2
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Segun los resultados presentados en laaTHbB se observé que la actividad de ambas
lipasas, CAL B y CPL, se ve afectada por la longitud de la cadena del alcohol. El
rendimiento de los productos disminuye a medida que aumenta la longitud de la cadena.
En el caso de CAL B estos resultados yhida sido observados en nuestro laboratorio
trabajando con terpenos, esteroides y vitaminas como sustratos en reacciones de
acilacion®’ %%/

Se han realizado estudios solar® caracteristicas estructuratksvarias serina hidrolasas,

dentro de las cuales encontramos a las lipagaseyasas. En el sitio activo de este tipo de
enzimas pueden definirse dos bolsillospelsillo S donde se aloja el donor del grupo

acilo, y el bolsillo A, donde se aloja el nucledfilo (alcohol en el caso de una esterificacion

o transesterificacion). Se analizaron las estrastde ambos sitios de union y se encontrd

que la diferencia entre las esterasas y las lipasas consistia en las dimensiones del sitio de
unién del acilo, siendo en las esterasas, como por ejemplo la acetilcolinesterasa, mas
pequefio que en las lipasas. Sin embargo la especificidad que presentan las lipasas en
relaciéon a la longitud de la cadena del grgmilo no sélo se ve influenciada por las
dimensiones del sitio activo sino también por los solventes empleados, soportes de
inmovilizacion y otros factores estructuraf&$’

Con respecto al sitio de union del alcohol (A), en las lipasas es bastante mas pequefio que
en las esterasas. Esta podrialaecausa de la disminucion en el rendimiento de reaccion

de CAL B a medida que aumenta la longitud de la cadena del alcohol usando esta enzima
como biocatalizador.

En el caso de CPL, debido a que el latex extraidoadieza papayaconstituye una mezcla

de enzimas lipoliticas, no hay estudios dathls sobre la estructura del sitio activo que
justifiquen este comportamiento. Si se ha encontrado una refefgbtiografica que

indica que CPL es mas activa en reacciones de esterificacion utilizando alcoholes de

cadena medi®>!

Conclusién

Se lograron sintetizar de manera enzimatiesivados de acido 2-oxoglutarico. Esta

metodologia biotecnoldgica nos permitié preparsa serie de diésts de cadena media
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y larga por esterificacién del mencionadodécton los respectivos alcoholes. Todos los
compuestos obtenidos fueron ndesos no habiendo sido reportados previamente en la
literatura.

Los diésteres fueron obtenidosmo Unicos productos de regxt Las condiciones suaves
utilizadas como consecuencia de la aplicadiéibiocatalizadores impidieron la formacion

de productos secundarios de esterificaciguipbque podrian haber provocado posteriores
reacciones de descarboxilacién. La obtencion de los productos mediante sintesis quimica
tradicional resulta un procedimiento complejo, con &ctoluensulfénico como
catalizador en una reaccién a reflujo en totyda que podria provocar la inestabilidad de

los productos sintetizados.

Para llevar a cabo la sintesis y lograr lagones condiciones de reaccion se estudi6 la
influencia de varios pardmetros de la misma. Inicialmente se realizécre@ening
enzimatico que permitié seleccionar los biocatalizadores CAL B y CPL, ya que ambos
presentaron los resultados mas satisfactodos.demas parametros de reaccion: solvente,
temperatura, tiempo de reaccion, radacialcohol/sustrato y Eimma/Sustrato fueron
evaluados para lograr la optimizacion degaccion de esterificacion para cada uno de los
biocatalizadores seleccionados.

Se observo que el rendimiento de la efitacion fue dependiente del largo de la cadena

del alcohol, siendo ambos catalizadores menoreefes para alcoholes de cadena larga.

CAL B presentdé mejores rendimientos que CPL, y a su vez la reaccion catalizada por esta
ltima requirié cantidades mayores del biocatalizador.

La lipasa deCandida antarcticaen su hospedador natural es sintetizada en sus dos
isoformas, A y B. En la preparacion comercial de CAL B, la isoforma B es purificada,
clonada y el gen que codifica para dicha lipasdaransferido y expresado en células de
Aspergillus oryzaeluego, la enzima se inmovilizalsre una resina acrilica macroporosa.

En la produccién de esta lipasa se implementa una tecnologia de avanzada desarrollada por
la empresa Novozymes, evidenciandose en el costo final del producto.

En contraste, CPL proviene de los frutos y tallosCdeica papaya un agro-residuo
ampliamente disponible y accesible. Ni su recoleccion ni su purificacion requieren el uso
de una tecnologia sofisticada como la de CAL B, lo que la hace mucho menos costosa.
Realizando una estimacién de costos para la obtencion de CPL podemos concluir que ésta
presenta un costo 225 veces menor que CAL B (CAL B: 450 U$D/10g, CPL: 2 U$D/10g)
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Por otra parte, el otorgarle valor agregadeste agro-residuo lo haggeresante desde el

punto de vista econdmico. De esta manera no solo se le da una aplicacion util al usarlo
como fuente de biocatalizadores, sino que tamlzEretirar el material de desecho de los
sectores de cultivo, se evita su acumulacion y en consecuencia un desbalance ecolégico

que alteraria las caracteristicas naturales de la region.
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Capitulo IV - Hidrocortisona

IV. SINTESIS ENZIMATICA DE DERIVADOS ACILADOS DE
HIDROCORTISONA

IV.1. Introduccion

Los glucocorticoides son una familia de drogas ampliamente utilizadas en medicina debido a
sus numerosos efectos sobre los sistemas fisioldgicos y su importancia radica en el hecho de
gue son capaces de inhibir procesos infieomos e inmunes que, en determinadas
circunstancias, resultan perjudiciales para elrosgao. Si bien este tipo de drogas presenta
numerosos efectos adversos, los beneficios obtenidos mediante su implementacion, hacen
que éstos no sean tenidos en cuenta de meagearasa a la hora de ser considerados como
agentes terapéuticos.

Dentro de esta gran familia encontramos adlgocorticoides topicos (GCT), los cuales
constituyen unas de las drogas mas cominmente prescriptas en dermafétmdm. a sus
propiedades vasoconstrictoras, son Utileprexcesos antiinflamatorios, inmunosupresores y
antiproliferativos’ por lo cual se los utiliza en tratamientos de psoriasis, dermatitis v,
conjuntamente con otras drogas, en enfermedades autoinirEnegeneral el tratamiento

con GCT es efectivo, facilmente administraldderable por los pacientes y seguro cuando es
aplicado correctamente.

Uno de los sitios de accion de los glucocoitles tépicos se encuentra en la dermis, donde

las principales células son los fibroblastos. Estas células participan en la respuesta
inflamatoria e inmune, y es precisamente en ellas donde se encuentran localizados los
receptores de glucocorticoides. Otro sitioa®ion es la epidermis, en donde las células
capaces de unir este tipo de compuestos son los queratinocitos, que se encuentran altamente
diferenciados.Estos Gltimos, a medida que van migrando hacia la superficie de la epidermis,
mueren transformandose en corneocitos que, leiddeen una matriz lipidica, constituyen el
estrato corneo de la piel. Este estrato tiene como funcion impedir la pérdida transepidérmica

de agua y electrolitos constituyendo una verdadera interfase con el ambiente, conocida como
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barrera cutanea (Figura IV.4)Por lo tanto para que los GCT ejerzan su accién deben

atravesar esta barrera (absorcién percutanea) y entrar en contacto con la dermis y épidermis.

» Es}rato —
= cémeo et n.._,."'h,__,
i (Corneocitoy e rm

ey .
2 e e e @
] i

Queratinocitos IL . . ...I m%ﬁﬁﬁ
: oD AATIRRATTRAR AR s
Fibroblastos e w’: ; il Egﬂgggg@umgggug

E‘j Citoplasma

Dermis

Nucleo

Regula los procesos %@7\
R X P ra W7o\ O T
« inflamatorio NGRS
ERG

e inmune

Figura IV.1. Esquema representativo de las capas de la piel, su composicion cehdeanismo de
accion de glucocorticoides

Por lo explicado anteriormente el paso limigapara la accién de un GCT esta determinado
por la absorcion percutdnea. Por lo tanto la cantidad que llega al sitio de accion y por ende su
biodisponibilidad, estara directamente asoceldeansporte a través del estrato corneo.
La absorcion percutanea de una droga de aplicacion tépica presente en una determinada
formulacién es un proceso compf&jy depende de varios factores como por ejertptb:

a) caracteristicas quimicas de la molécula

b) tipo de formulacion

¢) condiciones fisiolégicas de la piel
Su accion, potencia y efecto clinico involucra una serie de pasos consecutivos:

a) liberacion del GCT de la formulacion

b) tiempo de permanencia y concentracion en el sitio de aplicacion

C) penetracion en el estrato corneo

d) difusion hacia la epidermis y dermis

e) internalizacion al citoplasma
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f) unidén al receptor
Los pasos c-e dependen en gran medida de las caracteristicas lipofilicas de la droga.
Los efectos antiinflamatorios e inmunosupresores de los GCT vienen dados por una accién de
regulacion de la expresion génica. Los GCT ingmneal citoplasma de las células dianas por
un proceso de difusion pasiva, dentro del citoplasma éstos se unen a su receptor formando un
complejo que es traslocado al ndcleo. Una vez dentro del mismo se unen a zonas del ADN
llamadas ERG (elementos de respuesta a glucocorticoides) activando o rejarinieztos
genes relacionados con los procesos inflamatorio e inmune (Figura'fV.1.).
En los seres humanos la corteza suprarrenatiziatdos tipos de esteroides: glucocorticoides
y mineralocorticoides. La hidrocortisona (comunmente llamada cortidfl)( es el
principal glucocorticoide y la aldosterona el mineralocorticoide mas importante. La
hidrocortisona es un pregneno con tres grupd®kilo en los carbonos 11, 17 y 21. De estos

tres, el hidroxilo de configuracidhen carbono 11 es esenciatgau actividad topica.

A nivel hepatico el hidroxilo del C-11 de la hidrocortisona es oxidado a cetona por el sistema
11-B-hidroxiesteroide deshidrogenasa convirtiéendose en cortisona, la cual no presenta
actividad biol6gicd?

Se han sintetizado numerosos derivados hitirocortisona con mejores caracteristicas
farmacodinamicas que la hidrocortisona. Si Bérl es un glucocorticoide de baja potencia

y corta duracion en comparacion a estos derivados sintéticos, sigue siendo la droga de
preferencia en tratamientos prolongados, en areas delicadas de la piel como la facial y en

aplicaciones pediatricds.
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Dado que la eficacia del GCT depende dahbaorcion del mismo en el estrato coérneo, la
lipofilicidad juega un rol importante en la accida glucocorticoides de baja potencia, por lo

cual es un factor clave a tener en cuenta.

La existencia de tres grupos hidroxilo enntelécula de hidrocortisona le confiere una
polaridad elevada que ofrece resistencia a la absorcion percutanea. Por lo tanto resulta
interesante la obtencion de derivados menos gmlas decir, mas lipofilicos, que aumenten

su biodisponibilidad y por ende su potencia y @tciEn el presente capitulo se detalla la
sintesis de ésteres de hidrocortisona alggitud de cadena variable con el objetivo de
modificar sus propiedades farmacoldgicas.

En la Introduccion se describié la importancialate enzimas, y en particular de las lipasas,
como catalizadores en reacciones de sintesis organica.

En el campo de los esteroides, la estedfima selectiva de esteroides polihidroxilados
catalizada por lipasas, y su papel clave lgninterconversién de grupos funcionales
sustituyentes del esqueleto esteroidal por medio de transformaciones regioselectivas, ha sido
descriptat>*®

En nuestro laboratorio se han realizado nuswsdrabajos empleando lipasas en reacciones

de acilacién y alcohdlisis sobre una gran variedad de sustratos esterditfaiesel caso de

las reacciones de esterificacién y transesterificacion de esteroides polifuncionales, se ha
observado que las lipasas pueden actuar sobre sustituyentes tanto del anillo A cofffo del D.
2l Se ha observado que en andnestay pregnanos, la lipasa @andida rugosa(CRL)

mostrd preferencia por los grupos hidroxilo o acilo del C-3, mientras que la lipasa de
Candida antarcticaB (CAL B) catalizaba las mismas reacciones sobre el anillo D (Figura
Iv.2).2
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al OAC

AcO

CALB CRL

i OH il OAC

AcO ﬁ

Figura 1V.2. Alcohdlisis de 17-oxo-<-androstan-8,16a-diil diacetato catalizada por las lipasas CAL
By CRL

Teniendo en cuenta estas propiedades, se haaradepseries de ésteres de acidos grasos de

la dehidroepiandrosteroffa del 3,17p-estradiof® y diferentes acetatos y succinatos de
pregnanos hidroxilados en la posicién?20.

Considerando la experiencia del laboratorio en sintesis de derivados esteroidales catalizada
por lipasas y la importancia farmacoldgica lds ésteres derivados de hidrocortisona,
decidimos aplicar la estrategia biocatalitica en la preparacion de los mismos.

El trabajo se divide en dos partes:

a) Acilacion de hidrocortisona

b) Alcohdlisis de hidrocortisona peracetilada
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IV.2. Acilacion de hidrocortisona

IV.2.1. Optimizacion de las variables experimentales

IV.2.1.1. Seleccion de enzima y solvente

La busqueda de las condiciones oOptimas en la reaccion de acilacion enzimética de
hidrocortisona comenzé con la evaluacion de la actividad desarrollada por lipasas de
diferentes origenes. Como el comportamiento de las lipasas varia de acuerdo a la polaridad
del solvente, se decidié estudiar al mismo tiempo la reaccion en presencia de diferentes
solventes, manteniendo fijas otras variables
Inicialmente las reacciones se llevaron boca 55 °C usando una relacion Enzima/Sustrato
igual a 2, &cido esteéarico como agente acilantana relacion de 10 con respecto al sustrato,
agitando a 200 rpm durante 72 horas. En el casa dmccion de acetilacion, se llevod a cabo
en las mismas condiciones excepto que #zditacetato de etilo como agente acilante,
cumpliendo también la funcion de solvente en algunos experimentos.
Las lipasas involucradas fueron:

a) lipasa deCandida rugosdCRL),

b) lipasa pancreatica porcina (PPL),

c) lipasa deCandida antarcticaB (CAL B),

d) lipasa deRhizomucor miehdLIP) y

e) lipasade Pseudomonas sf°S-C)
Se probaron cinco solventes: acetona, aceiloniéter diisopropilico, tolueno y hexano.
El curso de todas las reacciones fue monitoreado por medio de cromatografia en capa delgada
(CCD) y cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR).
Los resultados obtenidos en la reaccion de acetilacion se muestran en la Tabla IV.1.
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Tabla IV.1. Acetilacidon enziméatica de hidrocortisona

Enzima Solvente Conversi@#o)
CALB Acetato de etilo 100
CAL B Acetona 10
CAL B Acetonitrilo 10
CALB Eter diisopropilico 80
CRL Acetato de etilo -
CRL Acetona -
CRL Acetonitrilo -
CRL Eterdiisopropilico 50
PPL Acetato de etilo 45
PPL Acetona -
PPL Acetonitrilo -
PPL Eter diisopropilico 50
LIP Acetato de etilo 75
LIP Acetona -
LIP Acetonitrilo -
LIP Eter diisopropilico 60
PS-C Acetato de etilo -
PS-C Acetona -
PS-C Acetonitrilo -
PS-C Eter diisopropilico -

E/S: 2; T: 55 °C, agente acilante: acetato de;&ijente acilante/Sustrato: 4 excepto el caso de
acetato de etilo como agente acilante y solvente.

Ademas de acetato de etilo, también se utilizaron como agentes acetilantes dos acetatos

activados: acetato de vinilo y acetato de isopropenilo debido a su mayor eficiencia.
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Se consideran a los acetatos de vinilo e isopitgpeomo agentes acilantes activados debido

a que el alcohol que se produce luego de la reaccion de transesterificacion tautomeriza al
correspondiente compuesto carbonilico (acetdlib o acetona) queesido volatil, desplaza

la reaccion hacia la formacion de produ@t&n el Esquema IV.1 se muestra como ejemplo

la transesterificacion catalizada por una hidrolasa empleando el acetato de vinilo como

agente acetilante activado.

o) hidrolasa O OH
Mo~ * rROH — Aow A

acetato de vinilo

)

0)

A

volatil

tautomerizacion

Esquema IV.1Reaccion de transesterificacion catalz@dr una hidrolasa utilizando acetato de
vinilo como agente acilante activado

Los resultados mostraron la misma conversion con acetato de etilo que con los acetatos
activados pero con estos ultimos requiri6 meigmnpo. Debido a que la reaccidén con acetato

de etilo no requiere uso de cosolvente y caraiddo la menor toxicidad y costo del acetato

de etilo, se eligié éste como agente acetilante.

Los resultados obtenidos en la reaccién daeidih utilizando acido estearico se muestran en

la Tabla IV.2. De acuerdo a estos resultadbservamos que el biocatalizador méas eficiente
para la reaccion de acilacion utilizando acido estearico como acilante fue CAL B.

Se observaron conversiones porcentuales edsvadando se emplearon como solvente de

reaccion hexano y tolueno.
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Tabla 1V.2. Acilacion enzimética de hidrocortisondilizando como agente acilante &cido

estedrico
Enzima Solvente Conversi@o)
CALB Acetona 40
CAL B Acetonitrilo 45
CALB Tolueno 65
CAL B Hexano 70
CRL Acetona 40
CRL Tolueno 40
CRL Hexano 35
PPL Acetona 30
PPL Tolueno 35
PPL Hexano 30
LIP Acetona 30
LIP Tolueno 50
LIP Hexano 45
PS-C Acetona -
PS-C Tolueno -
PS-C Hexano -

E/S: 2; T: 55 °C; agente acilante: acaftearico; Agente acilante/Sustrato: 10

A través del analisis por CLAR se observo guetodos los casos, tanto en la acetilacion

como en la formacion del estearato, se obtuvo solamente un Gnico producto en cada caso. Los

productos obtenidos en la reaccion de aceditayi esterificacion con acido estearico fueron

purificados por cromatografia en columna y analizados por técnicas de RMN. En ambos

casos en el espectro de RV se observaron las sefiales correspondientes a la acilacion del

carbono 21, en el cual se ve el corrimiento del desplazamiento quénam (etileno de la
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posicion 21. Para el acetato los ddiesron concordantes con la literatdfa’ Para el caso

del derivado novedoso obtenido a partir del acido esteérico se observa un corrimiento del
doblete d&= 4,19 y 4,61 &= 4.85 y 5,03 ppm. De esta manera se determin6é que en ambos
casos la acilacion ocurrié exclusivamente ehiédoxilo de carbono 21 de la hidrocortisona.
Esto implica un comportamiento regelectivo operado por la lipasa.

En el Esquema IV.2 se presenta la reacdéracilacion de hidrocortisona catalizada por

lipasa utilizando acetato de etilo o acido estearico como agente acilante.

)i
0] 0]
HO O HO OHO .
«OH RCOOR!
lipasa
0] 0)
IvV-1 R':Ho Et IV-2: R= CH3-

IV-6: R=CH;(CHy),4-

Esquema V.2 Reaccion de acilacién de hidrocortisamadalizada por lipasa utilizando acetato de
etilo o acido estearico como agente acilante

IV.2.1.2. Efecto del tiempo de reaccion

A partir del andlisis cromatografico de la reaccion en estudio se determind que, para alcanzar
la maxima conversion en la acilacion regioselectiva en la posicion 21 de la hidrocortisona,
fueron suficientes 24 horas de reaccion, yargagores tiempos no mejoraron los resultados.
Este estudio se realizé utilizando tolueno como solvente, acido estearico como agente

acilante y CAL B como biocatalizador a 55 °C.
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IV.2.1.3. Influencia de la temperatura

Para evidenciar la influencia de la temperatura en la reaccion de esterificacion enzimatica, la
misma se llevo a cabo a 30 °C, 55 °C y 110 °C. En este estudio se empleé CAL B como
catalizador en una relacién E/S: 2, acietearico como agente acilante utilizando una
relacion A/S: 10 y tolueno como solvente accion durante 24 horas. Los resultados se
muestran en la Tabla 1V.3, donde puede olzsserel aumento del rendimiento de reaccion

con el incremento de la temperatura. La temperatura 6ptima resulté ser 110 °C.

Tabla IV.3. Efecto de la temperatura endeilacion enzimética deidrocortisona

Producto Temperatura (°C) Rendimiento (%)
V-6 30 23
V-6 55 48
V-6 110 67

E/S: 2; agente acilante: acido estearico; Agente acilante/Sustrato: 10

Es interesante mencionar que la regioselead enziméatica no se vio afectada con el

aumento de la temperatura obteniéndose a 110°C Unicamente el coriesto

IV.2.1.4. Efecto de la relacion Enzima/Sustrato (E/S)

La relacion optima Enzima/Sustrato se gdsatilizando cantidades variables de CAL B
como catalizador, acido estearico como agente acilante (A/S: 10) y tolueno como solvente
trabajando a 110 °C durante 24 h. Los resultados se muestran en la Figura 1V.3, donde queda

evidenciado que la relacion E/S 6ptima es de 2.
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e e+ B¢« T
S Q0 Q)

5 &
‘1||‘
\

G

Clonversion (o)

Figura IV.3. Efecto de la relaion Enzina/Sustrato E/S) en la aidacion de Indrocortisora
con &ido esteario catalizadgor CAL B

IV.2.1.5. Efectode la relaci;h Agente adante/Sustato (A/S)

Otro parametro ge se detenind en la eaccion deesterificacidh de la hidocortisona tie la
relacbn Agenteacilante/Surato (A/S).En la deteminacionde éste paréetro se tilizd
como catalizadorenziméticoCAL B enuna relacid E/S: 2 y dferentes relciones deécido
estedico en toluaeo durante24 horas a 10 °C. Pude verse, sgn los resltados mosados
en laTabla IV.4,que la rela®n A/S: 10conduce ads mejoresendimient@ y que mgores

valores no aumetan el rendniento de lareaccion.

TablalV.4. Efecb de la relabn agenté\gente acilate/SustratdA/S)

A/S Rendimiento (6)
1 17
5 31
10 67
15 69
20 68

E/S: 2 T: 110 °C; gente acilarg acido estérico
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IV.2.1.5. Efecto de la naturaleza del agente acilante y procedimiento “one- pot”

En trabajos previos de acilacion enzimaticaslkeroides y otros productos naturales llevados

a cabo en nuestro laboratorio, se observo qoaetlaaleza del agente acilante influia sobre la
eficiencia de la reaccién. Los resultados ob@ichostraron que, siendo sustrato la vitamina

Bs, los ésteres etilicos de acilantes de cadena corta eran mas reactivos que sus respectivos
acidos?® Trabajando con el mismo sustrato, este comportamiento se invertia en el caso de
acilantes de cadena larga observandose mayor rendimiento cuando se utilizaban los acidos
libres como agentes acilantés.

Con el objeto de estudiar el comportamientoadgdnte acilante sobre &so particular de la
hidrocortisona se estudio la reaccién usanddcéestedrico y su éster etilico. Los resultados
mostraron que la regioselectividad no se modifion la variacion del agente acilante y que

la reaccion de transesterificacion (con estearato de etilo) es mas eficiente que la de

esterificacion (con acido esteérico).

IV.2.1.6. Sintesis de monoésteres de hidmbisona de longitud de cadena variable

Posteriormente se decidid estudiar la reaccion de hidrocortisona con una serie de acidos de

longitud de cadena variable y sus respectigsteres etilicos como agentes acilantes de

acuerdo al Esquema IV.3.

L
(@) (@)
HO OH HO, © R
-\\\\OH RCO OR2 -\\\\OH
—_—
CALB
(@) (@)
V-1 R%: Ho Et IV-: 2-10

Esquema 1V.3.0btencién de derivados acilados en pdsi21 de hidrocortisona mediante catalisis
enzimatica (CAL B) empleando como agente acilante acidos de longitud de cadena variable o sus
ésteres etilicos correspondientes.
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Los resultados se muestran en la Tabla IV.5.

Tabla IV.5. Efecto de la naturaleza del agente acilante, evaluacion de diferentes agentes
acilantes y procedimiento one-pot

Entrada  Producto Agengeilantes Rendimiento (%)
R One-pot
H OEt
1 V-2 CHs;-COOR - 92 -
2 V-3 CHs(CHy)4COOR 88 90 93
3 V-4 CHs(CH,)sCOOR 91 90 92
4 IV-5 CHs(CH,)sCOOR 70 75 78
5 IV-6 CHs(CH,)16COOR 61 65 71
6 V-7 CHs(CH,)7,CH=CH(CH,);COOR cis 51 57 69
7 V-8 CHa(CH,)7,CH=CH(CH,);COOR trans 52 62 68
8 IV-9 CHa(CHy)3(CH,CH=CH),(CH,);COOR: cis, cis 50 61 66
9 IV-10 CHa(CH,CH=CH)(CH,);COOR cis, cis,cis 30 49 59

E/S: 2; T: 55 °C; Agente acilante/Sustrato: 10

En todos los casos se obtuvo el monoéster de hidrocortisona en el hidroxilo de carbono 21
con rendimientos mayores utilizando los estetlicos de los acidos correspondientes como
agentes acilantes, tal como se habia observado en el caso del derivado de acido Bsteérico (
6 Tabla IV.5, entrada 5).

Debido a que los ésteres etilicos de los agentes acilantes pueden prepararse de manera
enzimatica y teniendo en cuenta los bueresiltados obtenidos previamente en nuestro
laboratorio se decidié intentar una reaccién de dos pasos en una sola operasidoy.¢*

En este caso el procedimiemioe-potinvolucra los siguientes pasos:

1) esterificacion con etanol del agente acéardrrespondiente para dar el éster etilico y

2) transesterificacion del éster formado con el esteroide hidroxilado

En el mismo balon se coloco la hidrocortigpel acido carboxilico correspondiente, etanol,

CAL B y tolueno como solvente. Segun los resultados expuestos en la Tabla V.5,
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exceptuando el caso de acetilacion en dondgerimplemento esta estrategia, se vio que los
mejores rendimientos fueron obtenidos utilizando este procedimiento, y que éstos eran aun
mejores en el caso de agentes acilantes de cadena larga (Tabla IV.5, entrada 9). Por lo tanto
se consider6 que esta técnica fue la mas conveniente para la preparacion enzimatica de
derivados monoacilados de hidrocortisona en posicion 21.

Cabe destacar que, tanto en la reaccion de transesterificacion como en la esterificacion, los
rendimientos dependieron del largo de la cadkagente acilante disminuyendo a medida

gue aumentaba el nimero de carbonos de la misma.

Con respecto a los derivados insaturados, tellas con igual nimero de atomos de carbono

en la cadena, también se observo una disminucién en el rendimiento como consecuencia del
aumento en el grado de insaturaciéon (Tabla IV.5, entradas 6, 8 y 9). Los derivados
monoinsaturados de 18 carbonos, preparaduestir de acido oleico (configuracid@h(Tabla

IV.5, entrada 6) y acido elaidico (configuraciBp(Tabla IV.5, entrada 7) dieron resultados
similares mostrando que la estereoquimicalade dobles enlaces no afectd la reaccion

enzimatica.

IV.2.1.7. Condiciones optimas

A partir de los estudios realizados se datearon las condiciones experimentales de

reaccion optimas, las cuales fueron:

Enzima CALB
Solvente Tolueno
Temperatura 110°C
Tiempo de reaccion 24 h
Enzima/Sustrato 2
Agente acilante/sustrato 10
Procedimiento one-pot

En estas condiciones se obtuvieron los derivaidokidrocortisona de manera regioselectiva

y con los mejores rendimientos.
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IV.3. Alcohdlisis de hidrocortisona peracetilada

Con el objetivo de preparar derivados acetilaglo®tros hidroxilos del esqueleto esteroidal

de la hidrocortisona se decidié utilizar otra estrategia. Esta consiste en efectuar una
alcohdlisis enzimética del derivado peracetilado del estezoides pasos de reaccion:

1- peracetilacion de hidrocortisona y

2- alcohdlisis enziméatica del derivado peracetilado

IV.3.1. Reaccion de peracetilacion de hidrocortisona

La reaccion de peracetilacion de hidrocortisona se llevd a cabo intentando varios
procedimientos.

Inicialmente se utilizd anhidrido acdicy varios catalizadores: piridina, &cido

toluensulfonico y trimetilsilil trifluorometansulfonato de acuerdo al Esquema IV .4.
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A0 | TMSOTY

Esquema IV.4.Esquema de reacciones de acetilacion de hidrocortisona catalizadas por diferentes
compuestos quimicos
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O OH
Microondas
HO, WOH
W 300 watts
g
Ac,O/AcCL
o 0]
1v-1 \n/

o Iv-11
Esquema IV.5.Reaccién de acetilacién de hidrocortisona asistida por microondas. Obtencion del

compuesto peracetilado

Unicamente la combinacion que nos permitid obtener el compiésth y con un alto
rendimiento (88%) fue la mezcla de anhidridétmo:cloruro de acetilo en una relacién 1.5y
utilizando un reactor monomodo de microondas a una potencia de 300 watts.

El compuesto obtenido se aislé y se purificé por cromatografia en columna. A partir de los
datos espectroscopicos de RMN se confirm6 la peracetilacion de la hidrocortisona. En el
espectro déH se observé el dobleteda 4,64 y 4,82 ppm correspondientes al H-21 en el
compuesto acetiladd\{(-11) y la aparicién de tres singuletes=a 2,16; 2,14 y 2,09 ppm
correspondientes a los metilos de los acetdéokas posiciones 3, 11 y 17 respectivamente.

La aparicion de una sefial de proton vinilico del 65,33 ppm) indico la tautomerizacion
cetoendlica del carbono 3y por tal razén la cajzatde poder acetilarse en dicha posicion.

En el espectro dé°C se observaron sefialesda 170,2; 169,3; 170,0 y 169,0 ppm
correspondientes a los carbonilos de los grupos acetatos de las posiciones 3, 11, 17 y 21

respectivamente.

IV.3.2. Reaccion de alcohdlisis enzimatica del derivado peracetilado IV-11

En esta parte del trabajo se evaluaron las mismas enzimas que las ensayadas en laereaccion d
acilacion. En este caso se utilizaron como nucledfilos: etanol, n-butanol y octanol, los cuales
también actuaron en ciertos casos como solventes. En el caso de requerirse un solvente

auxiliar se probaron: acetona, acetonityildiisopropil éter (Esquema 1V.6).
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R20H

Lipasa

O IvV-11 IvV-12

R'=CH;

Esquema IV.6Reaccién de alcohdlisis del derivado peracetildthl catalizada por lipasa

La identidad del compuesttV-12 se comprob6 a través del estudio de sus datos
espectroscépicos mediante el desplazamignimico de las sefiales. En el espectroHi&a

sefial doblete correspondiente a los H-21 se convirti6 en un singulete aixHo7d ppm,
indicando la desacetilacion de la posicidh;, las demas sefiales permanecieron casi sin
modificaciones. En el*C la sefial correspondiente al C-21 se corri6 a zonas de campo
correspondientes a carbonos unidos a un hidro&#d66,9 ppm) evidenciando la hidrdlisis

de esa posicion del compuebibll.

Unicamente la enzima CAL B y etanol actuando como nucleéfilo y solvente, nos permitieron
obtener de manera regioselectiva y con un alto rendimiento el deriva@dl3stttiacetoxi-
21-hidroxipregna-3,5-dien-20-onaV{12); los resultados obtenidos para los distintos

alcoholes se muestran en la Tabla IV.6.
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Tabla IV.6. Alcohdlisis regioselectiva del derivado peracetilddd 1 catalizada por CAL B

Alcohol Rendimientq%)

Etanof 83
n-Butanol 11
Octanol )

%Solvente y nucledfilo; solvente: hexano; Alcohol/Sustrato: 10, E/$: 55 °C

De acuerdo a los resultados de la Tabla Bé&®uede observar que el aumento de la longitud

de la cadena alquilica del nucledfilo genera una disminucion muy marcada en el rendimiento
de reaccion. Por lo tanto, el etanol esnetledfilo mas eficiente y actia también como
solvente. Como ventajas adicionales presenta baja toxicidad y alta volatilidad que permite

eliminar su exceso facilmente por evaporacion.

IV.3.3. Condiciones 6ptimas de la reaccion de alcohdlisis enzimatica

Las condiciones 6ptimas para la reaccion de alcohdlisis son:

Enzima CALB
Solvente Etanol
Nucledfilo Etanol
Temperatura 55°C
Tiempo de reaccion 24 h
Enzima/Sustrato 2

De acuerdo a los resultados obtenidos kEce®n de alcohdlisis enzimatica mostré ser
regioselectiva dado que solo el acetilo de ldqgi@s 21 fue eliminado. Si bien este tipo de
reaccion puede ser llevada a cabo utilizandatesfias de quimica orgénica tradicional, la

aplicacion de biocatalizadores en este caso ofrece entre otras ventajas el uso de reactivos
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econdmicos y poco toxicos para el medio ambiente como el etanol y la reutilizacion de
biocatalizador. Después de 10 o&lde reaccion, la actividad de la enzima no se vio afectada

notablemente.

Conclusién

En la transformacion de glucorticoides, los procedimientos biocataliticos muestran
numerosas ventajas en comparacion con los métodos quimicos tradicionales. En general, los
métodos quimicos de esterificacion eegpl agentes acilantes mas toxicos y menos
compatibles con el medio ambiente, mientras que aquellos que emplean enzimas como
catalizadores permiten la utilizacion de teaxrs menos nocivos y con muy bajo impacto
ambiental. En la primera parte de este cap#alasaron acidos carboxilicos y sus respectivos
ésteres como agentes acilantes y lipasas como catalizadores en reacciones de esterificacion y
transesterificacion. Estas permitieron obteder manera regioselectiva nueve derivados
acilados en posicion 21 de hidrocortisamhaJos cuales ocho resultaron novedosos.

En la segunda parte se describe como, mediarplicacion de sintesis quimica tradicional,

se logré obtener un derivado peracetilado no reportado previamente en bibliografia. La

alcohdlisis enzimatica regioselectiva dekmo gener6 un novedoso derivado triacetilado.

Con respecto a la reaccion de acilacion:

e De las enzimas ensayadas, CAL B catalizé la reaccibn de manera regioselectiva

obteniéndose los rendimientos mas altos.

¢ El estudio de agentes acilantes de longitud de cadena corta, media y larga, con distinto
grado de insaturacion y diferente estereoquimica permite concluir que los rendimientos de

reaccion dependen de la longitud de la misma y del nUmero de insaturaciones, no asi de la
estereoquimica del doble enlace.

e Con respecto a la naturaleza del agenteastel| se utilizaron acidos carboxilicos y sus

correspondientes ésteres etilicos, ltasdo estos Ultimos mas efectivos.
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eLos ésteres etilicos de los &cidos carboxilicos como agentes acilantes también fueron
preparados enzimaticamente en presendi&steroide a través de la metodologiee pot

Esta estrategia permitio obtener mejores rendimientos de reaccién y por lo tanto consiste en
una metodologia conveniente.

eLa lipasa CAL B soporto altas temperaturasitdizar tolueno a reflujo como solvente. La
enzima luego de la reaccion no se inactiwdgudo volver a utilizarse en 9 reacciones
posteriores sin pérdidas significativas en el rendimiento.

Con respecto a la reaccién de peracetilacién quimica:

eDado que los métodos tradicionales de amgtih no fueron efectivos en la sintesis del
derivado peracetilado de hidrocortisona, sguimd de la mezcla de anhidrido acético y
cloruro de acetilo y la asistenaa microondas para su obtencion.

Con respecto a la reaccion de alcohdlisis:

eEl uso de CAL B y de etanol como nucledfilo y solvente permiti6 obtener con alto

rendimiento y de manera regioselectiva el derivado monohidroxilado en posicion 21.

En el Esquema V.7 se resume el trabajo de sintesis llevado a cabo en el presente capitulo.
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0 OH ° OR!
HO, WOH HO WOH
R!COOR?
—_—
o Lipasa 10)
111-1 111-: 2-10
Microondas
Ac,O/AcCL
R?0OH
__»
Lipasa R!

I1I-12

Esquema IV.7 Esquema de sintesis quimioenzimatico de derivados de hidrocortisona
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V. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD DE UNA LIPASA
HETEROLOGA EN SISTEMAS ESTEROIDALES:
ACETILACION DE CORTEXOLONA

V.1. Introduccién

Como se mencion6é anteriormente, los corticosteroides son los farmacos mas
frecuentemente empleados en el tratamientpad@logias inflamatorias y proliferativas

de la piel* Dentro de esta familia de drogas se encuentran la cortexalebay( el
propionato de cortexolona, ambas presentan una alta actividad antiandrogénica, lo que

las hace muy utilizadas en tratamientos dérmicos como el acné véilgaris.

OH

cortexolona (V-1)

Por otra parte, la cortexolona presenta po&mplicacion en tratamientos oncoldgicos,

dado que puede formar parte de un conjugado con arabinosilcitosina (citarabina). Esta
droga se utiliza en tratamientos neopldsit@matolégicos. La conjugacion de este
compuesto con cortexolona le permite aumentar su lipofilicidad y estabilidad,
incrementando de esta manera su vida niedia.

Si bien la cortexolona y su propionato presentan numerosos efectos benéficos cabe
destacar que en aplicaciones topicas puedesar dermatitis alérgica de contecEste

efecto se produce debido a la formacién de intermediarios reactivos que son generados
durante procesos metabdlicos en la pregdificando las cadenas laterales de los
amino&cidos nucleofilicos de las proteinas, generandose de esta manera proteinas

diferentes que son reconocidas como extrafias por el sistema mfnabajando con
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hidrocortisona (Esquema V.1.), Wilkinsordgnes plantearon un mecanismo por el cual

los corticoides pueden ser oxidados a 21-dehidro-derivados, formandose ceto-aldehidos
capaces de reaccionar con el grupo aminlaslargininas y provocando la modificacion

de las proteinas.

El hidroxilo de la posicion 21 de los corticosteroides es altamente reactivo en reacciones
de oxidacion. Estos compuestos en soluciétantdica, expuestos al aire y utilizando
como catalizador acetato cupriconsfacilmente oxidados a glioxalespmo se puede

apreciar en el Esquema V.1.

aire, Cu(OAc),
—

o

hidrocortisona

Esquema.V.1l. Reaccién de oxidacién de hidrocortisona catalizada por acetato cuprico
(Cu(OAc))

Por esta razén, en la preparaciéon de derivadidados de corticoides debe evitarse este
tipo de reacciones no deseadas y la preparacién de 21 derivados en condiciones suaves,
que eviten las reacciones de oxidaciorsula interesante desde el punto de vista
sintético.
Con el objetivo de obtener el derivado acetilado en la posicion 21 de cortexolona
decidimos aplicar Biocatélisis como estrategia de sintesis.
La eleccion de este sustrato y esta mdtmia se basa en las siguientes razones:

e El producto de reaccion es interesante desde el punto de vista farmacéutico

e La estructura rigida del sustrato esteroidal presenta un buen ejemplo para

estudiar el comportamiento de una enzima no comercial
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e el 21-acetato de cortexolona es un sustrato capaz de ser biotransfomado a 21-
acetato de hidrocortisona. De acuesaldsquema V.2 se puede observar que,
partiendo de cortexolona, a través lde aplicacion sucesiva de dos pasos

biocataliticos se obtienen dos productos farmacolégicamente activos: 21-acetato

de cortexolona y 21-acetato de hidrocortisona.

cortexolona 21-acetato de cortexolona

Cunninghamella

Curvularia lunata
blakesleeana

OAc

21-acetato de hidrocortisona

Esquema V.2Biotransformacion de 21-acetato de cortexolona a 21-acetato de hidrocortisona

Existe una extensa bibliografia en relac&ensayos de biotransformacion utilizando
como sustratos compuestos esteroidales. Teniendo en cuenta trabajos relacionados con
nuestro esteroide de interés, se ha wadd una serie de hongos filamentosos
correspondientes a cepas patrones y aislaoset® suelo. De las cepas ensayadas,
Curvularia lunata® y Cunninghamella blakesleearigueron capaces de introducir un

hidroxilo en la posicion 11 del anillo C del esteroide de manera regio- y
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enantioselectiva. Con las cepas ensayask obtuvieron altos rendimientos de 21-
acetato de hidrocortisona cuando el susiratial fue 21-acetato de cortexolona.

Cabe destacar que la eficiencia y la regestividad del proceso de biotransformacion
estan fuertemente influenciadas por la estructura y sustituciones que presente la
molécula del esteroide.

Con respecto a la sintesis de 21-acetatacatéexolona, existe sélo una referencia
bibliografica que describe su obtencién metliasintesis quimicaadicional a partir de
pregnenolona en 6 pasos. El 21 monoéster puro es Gtil en aplicaciones farmacolégicas y
ensayos biol6gicob.

Como ya se ha mencionado, las lipasas son muy utilizadas como biocatalizadores en la
produccion, aun a nivel industrial, de productos biolégicamente activos.

En bibliografia existe solo un antecededt uso de lipasas en la modificacion de
cortexolona informado por el grupo de Fboschi. En una reaccién catalizada por la
lipasa deCandida rugosa(CRL) obtuvo 17-propionato de cortexolona utilizado en
formulaciones de aplicacion tépita.

Considerando el interés generado por ladecde las lipasas, la busqueda continua de
nuevas fuentes de lipasas y el rango depumsios capaces de ser sustratos de estas
enzimas es una actividad incesante en el ambito de la Biocatalisis.

Para su aplicacion completa estos nuevos biocatalizadores deben ser bien caracterizados
y su produccion llevada a escala industrial. En este sentido la produccién de proteinas
recombinantes resulta una estrategia muy Util para incrementar los niveles de
productividad y facilitar su purificacion.

Teniendo en cuenta estas consideraciones decidimos investigar la actividad de una
lipasa no comercial proveniente del horiRfuizopus oryzgeen su forma recombinante

expresada en la levadurechia pastoris

V.2. Obtencion de la lipasa heter6loga de Rhizopus oryzae

Rhizopuses un género de mohos que incluye una serie de especies de hongos
filamentosos hallados en el suelo que emalegradar frutos y vegetales. Dentro de

estos hongos filamentosos se encueRinizopus oryzaelel cual se ha aislado una

lipasa extracelular conocida como ROL (abreviaturRltzopus oryzagase).
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Las distintas especies del gén&bizopusson productoras de lipasas, actualmente se
conocen 30 lipasas diferentes biosintetizadas por éstas, todas ellas utilizadas en la
modificacion de lipidos.

El gen que codifica para la lipasa extracelularRtézopus oryzadue clonado y
caracterizado y la expresion de la lipasa heterélogd. deyzae(ROL) fue realizada
primeramente en células descherichia coli* El inconveniente que presenté este
sistema de expresion fue que la proteina sintetizada formaba cuerpos de inclusion que
dificultaban notablemente la purificacion de la lipasa. Se prob6é otro sistema de
expresion utilizando como hospedadrcerevisiagpero no se obtuvieron niveles de
expresion satisfactorios.

Pichia pastoris,al igual que los microorganismos mencionados anteriormente, es muy
utilizada como sistema de expresion. Es una levadura metiltrofica facultativa ya que
utiliza metanol como fuente de carbono y energia. Las levaduras metiltréficas son muy
importantes desde el punto de vista biotecnoldgico debido a que son excelentes células
hospedadoras de proteinas heter6logas. Bstduea presenta ciertas caracteristicas que

la hacen el hospedador eucariota deccéde de expresion proteica frente a otros
sistemas de expresion. Una de las caracteristicas, que sin dudas es la principal, es la
presencia de un promotor fuerte (alto nidel transcripcion) y altamente regulable:
promotor de la alcohol oxidasBAOXJ. Otra caracteristica que cabe resaltar ePque
pastorises un microorganismo preferentemente respiratorio, de esta manera se evita la
produccion de productos fermentativos toxicospas células lo que facilita su cultivo

a elevadas densidades celulares. Esta propiedad es muy importante dado que la
expresion de proteinas heterélogas esta asociada al crecimiento celular.

En 1998 Minning y col. utilizarorPichia pastorisy metanol como Unica fuente de
carbono para la expresion de ROL. Obtuvieron altos niveles de expresion de la lipasa
recombinante (60 mg de enzima activa [itoo Ide cultivo) con propiedades similares a

la ROL nativa. La ROL recombinante fue caracterizada y su actividad especifica resulté
40 veces superior a la presentada por la ROL cométcial.

Considerando la metodologia citada anteriormente, el grupo dirigido por el Dr.
Francisco Valero llevé a cabo estudios geresion de ROL utilizando como sistema de
expresion cepas mutantesRlepastoris-* Evaluaron el efecto que presentaba la mezcla

de sustratos sorbitol:metanol como fuente de carbono en el crecimiento de estos
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microorganismos en biorreactores. De esta manera lograron optimizar las condiciones
del bioproceso y aumentaron 1,35 vecesxlaresion de la lipasa heteréloga.

La lipasa deRhizopus oryzaen su forma nativa o recombinante, inmovilizada en
diversos soportes ha sido utilizada como biocatalizador en variados procesos sintéticos.
Considerando sus caracteristicas de regioselectividad, genero resultados satisfactorios
en sintesis de variados productos: sustitutos de leche hiirtaigticéridos de bajo
contenido caléricd®compuestos que contribuyen al flavbt® resoluciones

enzimética¥’ y en produccién de biodis#l.

V.3. Inmovilizacion de la lipasa de Rhizopus oryzae
V.3.1. Ingenieria Conformacionadplicada a lipasas

En ciertas oportunidades las lipasas presefiaa selectividad por el sustrato a
reaccionar con respecto a su sustrato natsoa poco estables en las condiciones de
trabajo y son dificiles de recuperar y reutilizar. Para subsanar estos inconvenientes se
han disefiado y desarrollado metodologias precisas. La IngenieriarGacitmal, a
traves de diferentes protocolos demavilizacion, ha brindado un aporte muy
interesante permitiendo modular el comportamiento de diferentes lipasas que sufren
grandes cambios conformacionales durante la catéifSitos diferentes protocolos
para la inmovilizacion de lipasas permiten controlar:

e la orientacién de la enzima en el soporte,

e la variacion de rigidez de las lipasas inmovilizadas y

¢ los micro-ambientes que rodean a las enzimas inmovilizadas.
Por lo tanto, la inmovilizacion permite geaevarios biocatalizadores con propiedades
cataliticas diferentes a partir de una misma lig&%4.
Teniendo en cuenta estas consideracioneesidié estudiar la reaccion de acetilacion
del corticoide cortexolona catalizada por la lipasa recombinanthd®pus oryzae
(ROL):

v" en su forma nativa (ROLO)
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v inmovilizada en diferentes soportes (ROL1, ROL2 y ROL3)

La lipasa heter6loga dehizopus oryzaen su forma libre (ROLO) fue provista por el
grupo de investigacion dirigido por el Dr. Francisco Valero, del Departamento de

Ingenieria Quimica de la Universidad Autbnoma de Barcelona.

V.3.2. Inmovilizacién de la lipasa de Rhizopus oryzae en diferentes soportes

A primera vista se podria pensar que lasdas no difieren de las esterasas, si se
considera solamente su funcion hidrolitica en ésteres. Sin embargo las lipasas en su sitio
activo presentan, a diferencia de las estsauna cubierta o tapa formada por una
hélicea anfifilica o un lazd>?® Esta tapa se encuentra protegiendo el sitio activo de la
lipasa impidiendo la entrada del sustrato.

Se ha propuesto que las lipasas en su forma inactiva, se encuentran en una
conformacion con la tapa cerrada. En presencia de una interfase hidrofébica, estas
enzimas se adsorben a la misma, dejanditielactivo al descubierto y con capacidad

para aceptar al sustrato (conformacion abierta o forma activa) (Figura V.1).

Sitio activo
Lipasa cerrada e Lipasa activada
inactiva interfacialmente
Interfase
hidrofébica

Figura V.1. Activacion de la lipasa por una interfase hidrofobica.

Esta activacidon mediante una interfase hidrofébica es necesaria para que las lipasas

presenten actividad biolégica.
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En medio acuoso, las lipasas se encuentran en equilibrio entre la conformacién cerrada
y la abierta lo que les permite tener ciegtado de actividad aun en ausencia de la
interfase hidrofobica. Aun asi, la conformacion abierta es mas desfavorable

energéticamente (Figura V.2)*®

—
i —

Lipasa cerrada e Lipasa abierta y
inactiva activa

Figura V.2. Equilibrio establecido entre las dos conformaciones de la lipasa (conformacion
inactiva y activa)

Pero en medios no convencionales, por ejemplo en presencia de solventes organicos, las
lipasas pueden sufrir cambios conformacionales que, alterando facilmente el sitio
activo, provocan la pérdida de su actividad catalitica. Como hemos comentado
anteriormente en este trabajo de tesis, la inmovilizacion es una estrategia apropiada en
la resolucién de problemas de cambios conformacionales de las enzimas cuando las
mismas son expuestas a medios no acuosos. Debido a que el sitio activo es alterable
facilmente, en la inmovilizacién se buscaplivar zonas de la proteina alejadas del
mismo.

Las diferentes técnicas de inmovilizacién permiten favorecer la conformacion abierta de
la enzima, por lo tanto la inmovilizacion no sélo evitaria desérdenes conformacionales
sino también permitiria fijar la enzima al soporte en su conformacién abierta y de esta
manera fijar la formactiva de la enzim&:*

La inmovilizacion de ROL fue llevada a cabo en el Departamento de Biocatalisis de la
Universidad Auténoma de Madrid, a través de diferentes metodologias, que se

describen en las secciones siguientes.
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V.3.2.1. Adsorcion hidrofébica

La tendencia de las lipasas a adsorberse a superficies hidrofébicas (activacion
interfacial) se ha implementado en el dedkrrde protocolos de inmovilizacion de las
mismas. Esta metodologia consiste eradsorcion interfacial de las lipasas sobre
soportes hidrofébicos, como por ejemplot&iecyl Sepabeads®, en condiciones de
baja fuerza idnica. En estas condicioneslildasas confunden la superficie del soporte
con las superficies hidrofébicas de las gotasulsustrato natural y de esta manera se
adsorben fuertemente al soporte en su confadnaabierta. En este tipo de técnica los
tres procesos sucesivos: inmovilizacidmiperactivacion interfacial y purificacion
ocurren en un Unico paso (Figura V.3). Esta fue la metodologia utilizada para preparar

la lipasa inmovilizada que denominamos ROLL1.

V.3.2.2. Adsorcion hidrofébica mas adsorcion iénica

Actualmente se estan utilizando nuevos soportes que presentan la caracteristica de ser
intercambiadores anionicos. Estos sopastesobtenidos mediante reacciones quimicas

de grupos reactivos presentes en los mss(aldehidos o epdxidos) con grupos amino

no ionizados de un polimero policatiénico como por ejemplo polietileniffiiiia.

Estos polimeros policatiénicos forman uniones mas fuertes con el soporte que las que se
establecen con los soportes aniénicos convencionales (DEAE), ya que el numero de
grupos cargados se encuentra incrementado en el soporte policatibnico. Ademas estos
grupos provienen de un polimero flexible, lo que provoca una fuerte adsorcion muy
poco distorsionante: el polimero se adaptapadéeina en lugar de forzar a la proteina a
adaptarse al polimero.

Las lipasas quedan inmovilizadas sobre este soporte, no s6lo mediante interacciones
hidrofobicas, sino también a través de zonas con mayor densidad de cargas negativas
sobre la superficie de la proteina, portdmto las condiciones de pH deben ser las
adecuadas para lograr que la adsorcion sea eficaz (Figura V.3). Este procedimiento fue

usado en la preparacion de ROL2.
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V.3.2.3. Inmovilizacion covalente multipuntual

La inmovilizacion irreversible de enzimasr formacion de enlaces covalentes con el
soporte es muy Util a la hora deplear catalizadores estabieSi el proceso ademas
permite la formacion de numerosos enlaces entre cada molécula de enzima y el soporte
al que esta unida (multi-interaccion), la protidbd de que la proteina se distorsione es
baja. La inmovilizacion por enlace covaleptgede conseguirse mediante el empleo de
soportes activados que, en su superficiesgmten una monocapa de grupos aldehidos
sencillos moderadamente alejados del sopoexepuestos al medio. De esta manera los
grupos amino de la enzima podran reaccionar con ellos.

La inmovilizacion mediante union covalente multipuntual da lugar a una mayor
estabilizacion de la enzima que si fuese a través de un unico enlace (Figura V.3.).

La inmovilizacion multipuntual fue usada en la obtencion de ROL3.

.J‘Lr i
P (o) B Y
s pe E'S
Pl e e Bl
T :

Adsorcion i Inmovilizacion covalente
hidrofébica HoN multipuntual
Octadecil-Sepabeads \\\ Lewatit105-aldehido

S
&5
HaN \
HaNp N NH;
)

Interaccién hidrobébica +
Adsorcién idnico

Lewatit1600

Figura V.3. Diferentes técnicas de inmovilizacion de la enzima: Adsorcién hidrofébica,
Adsorcion hidrofobica + interaccién iéniealnmovilizacién covalente multipuntual.
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V.4. Reaccion de acetilacion de cortexolona catalizada por la lipasa de Rhizopus

oryzae
La reaccion de acetilacion de cortexolona catalizada por lipagghidepus oryzae

permitié obtener de manera regioselectimainico producto de reaccion: 21-acetato de

cortexolona (V.2.) (Esquema V.3).

ROL

V-1 V-2

Esquema V.3Acetilacion de cortexolona catalizada por ROL

El producto fue purificado por cromatograéia columna e identificado por técnicas de
resonancia magnética nuclear y comparaciéon de su punto de fusidos cdetos de
bibliografia®®

En el espectro de RMRH se observaron las sefiales correspondientes a la acetilacion
del carbono 21, en el cual se observa el corrimiento hacia campos mas bajos, del
metileno de la posicion 21 de 4,28 y 4,56 &= 4,82 y 5,09, y de la sefal del metilo

19 ded= 1,18 a 1,20 ppm, en relacién al sustrato cortexolona. Por otra parte aparece una
nueva sefal & 2,18 ppm correspondiente al metilo del grupo acetilo del producto.

En el espectro dEC se observaron dos sefiales diagnéstiéas 471 y 20,7 ppm

correspondientes al carbono carboniliceéster y al carbono del metilo del acetato.

84



Capitulo V - Cortexolona

V.4.1. Optimizacion de los paramesae reaccion. Estudio experimental

Una vez identificado el producto se reafian los estudios de optimizacion de la
reaccion enzimatica.

Inicialmente se estudiaron los siguienfg@rametros operacionales: naturaleza del
agente acilante, solvente de reaccion, depde inmovilizacion de ROL, temperatura,
tiempo, y las relaciones Enzima/Sustrato \eAtg acilante/Sustrato. La optimizacion de
estos dos ultimos pardmetros de reacci@dustada finalmente mediante un disefio
matematico.

Como primer paso en este estudio se evalud la actividad de la lipab&dpus oryzae

en su forma libre (ROLO) e inmovilizada en los diferentes soportes descriptos
anteriormente (ROL1, ROL2 y ROL3) enrkaccion de acetilacion de cortexolona.
Inicialmente todas las enzimas mostraron baja actividad catalitica. En el caso de las
enzimas inmovilizadas, debido a su apariencia se supuso que podria deberse a la
presencia de un alto contenido de agua y fueron secadas en estufa de vacio a 30 °C
durante 24 horas. Los porcentajes correspondialteontenido de agua para la lipasa
inmovilizada en los diversos soportaseron: 56% (ROL1), 46% (ROL2) y 70%
(ROL3). ROLO no fue sometida a este tratamiento ya que no presentaba signos de

humedad.

V.4.1.1. Eleccién del soporte de inmovilizacion de la lipasa de Rhizopus oryzae,

solvente de reaccion y agente acilante

En la reaccion de acetilacion las enzimas ROLO, ROL1, ROL2 y ROL3 fueron
evaluadas con diferentes agentes acilantes: acetato de etilo, acetato de vinilo y acetato
de isopropenilo. Los mejores resultados senabron utilizando como agente acilante

el acetato de isopropenilo. Al mismo tieonge ensayaron diferentes solventes de
reaccion de variada polaridad: acetonitrdosopropil éter y hexano. Previamente a la
seleccion del solvente se establecieron las cardis de concentracion de sustrato de 1
mg/ml de cortexolona teniendo en cuenta la solubilidad de la misma y se emple6é una

relacion Enzima/Sustrato y Agente acilante/Sustrato de 30 y 25 respectivamente. Las
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reacciones fueron monitoreadas por CCD y por CLAR. En ausencia de enzima no se
observo ningun producto de reaccién. En 1bl&4/.1 se muestran los resultados de los

parametros evaluados.

Tabla V.1.Efecto del solvente de reaccion y deporte de inmovilizacion de la ROL
en la reaccion de acetilacion de cortexolona.

Enzima Agentecilante Solvente Conversion%)
ROLO Acetato de etilo Acetato de etilo -
ROLO Acetatadevinilo Hexano -
ROLO Acetatadevinilo DIPE 0.1
ROLO Acetatadevinilo Acetonitrilo -
ROLO Acetatadeisopropenilo Hexano -
ROLO Acetatadeisopropenilo DIPE 0.3
ROLO Acetatadeisopragenilo Acetonitrilo -
ROL1 Acetato de etilo Acetato de etilo -
ROL1 Acetatadevinilo Hexano -
ROL1 Acetatadevinilo DIPE 1.3
ROL1 Acetatadevinilo Acetonitrilo -
ROL1 Acetatadeisopropenilo Hexano -
ROL1 Acetatadeisopropenilo DIPE 4.9
ROL1 Acetatadeisoprgenilo Acetonitrilo -
ROL2 Acetato de etilo Acetato de etilo -
ROL2 Acetatadevinilo Hexano -
ROL2 Acetatadevinilo DIPE 15.6
ROL2 Acetatadevinilo Acetonitrilo -
ROL2 Acetatadeisopropenilo Hexano 23.6
ROL2 Acetatadeisopropenilo DIPE 52.1
ROL2 Acetatadeisopragenilo Acetonitrilo -
ROL3 Acetato de etilo Acetato de etilo -
ROL3 Acetatadevinilo Hexano -
ROL3 Acetatadevinilo DIPE 1.1
ROL3 Acetatadevinilo Acetonitrilo -
ROL3 Acetatadeisopropenilo Hexano -
ROL3 Acetatadeisopropenilo DIPE 5.0
ROL3 Acetatadeisoprgenilo Acetonitrilo -

Condiciones de reaccion: concentracion deratesstl mg/ml. T: 55°C. Agitacion: 200 rpm. t:
48 h
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De acuerdo a los resultados presentadds 8iabla V.1 se observa que ROL2, lipasa
inmovilizada en Lewatit® 16Q0 mostré los mejores resultados con respecto a los
deméas soportes de inmovilizacion. Si bien ROL1 y ROL3 presentaron menores
conversiones que ROL2, ambas enzimas fueron mas efectivas que ROLO, lo que estaria
indicando que la estrategia de inmovilizacion le otorga cierta estabilidad
conformacional a la enzima cuando la misma es expuesta a solventes organicos. Esta
gran diferencia de reactividad de la enzimaovilizada con respecto a la enzima libre

se podria explicar considerando que, ers@Vente organico la enzima libre puede
encontrarse constituyendo agregados teertola forma conformacional cerrada e
inactiva como en la abierta y activa. En cambio en la enzima inmovilizada las moléculas
se encuentran distribuidas en el soporte de manera homogénea y como moléculas
monomericas activas.

En cuanto a la diferencia de actividad que presentan las enzimas inmovilizadas entre si,
esta directamente relacionada a los diferentes métodos de inmovilizacion. La
inmovilizacion en Lewatit 160QROL2) es a través de teracciones hidroféficas
sumadas a interacciones de carga que, penadiena estabilizacion de la enzima en el
solvente de reaccion, logran una actividad mayor de la misma. En cambio, si bien la
inmovilizacion en el caso de ROLXinmovilizacion hidrofébica) y ROL3
(inmovilizacion covalente) muestran una yoe estabilidad con respecto a la forma
libre, en comparacion a ROL2 la estructuraiestica fijada al soporte pareciera no ser

lo suficientemente estable como para mantener de manera constante la conformacion
abierta activa de la enzima.

Con respecto al solvente de reaccion, entre los solventes estudiados el diisopropil éter
(DIPE) fue el mas eficiente en la transdfitercion del esteroide (Tabla V.1). Teniendo

en cuenta los resultados obtenidos hasta el momento en la sintesis enzimatica de 21-
acetato de cortexolona, se continué eudi® de optimizacion considerando a ROL2

como catalizador de la misma y empleando DIPE como solvente de reaccion.
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V.4.1.2. Efecto de la temperatura

Inicialmente se trabaj6é a una temperatuta debido a la experiencia adquirida en el
laboratorio en la acilacion de esteroid®Sin embargo se decidié evaluar la reaccién
catalizada por ROL2 a menor temperatura, con el fin de averiguar si era posible obtener
buenos resultados en condiciones mas sud&egaccion. En general las temperaturas

en el rango de 30-35°C resultan ser adecuadas para la actividad catalitica de las lipasas,
por tal motivo estudiamos la reaccion a uemperatura de 30°C. Se emplearon las
mismas condiciones de reaccion antes mencionadas. Los resultadodapies en la

Tabla V.2, muestran que temperaturas menores disminuyen la actividad catalitica de
ROL2

Tabla V.2.Efecto de la temperatura en la acetilacion enzimética de cortexolona

Enzima  Solvente Temze(r:r?tura E/S A/S Conversion(%)
ROL2 DIPE 30 30 25 20.2
ROL2 DIPE 55 30 25 51.2

Condiciones de reaccion: concextion de sustrato: 1 mg/ml. Agitacion: 200 rpm. T: 48 h

En base a los resultados obtenidos secsieled como temperatura de reaccion 6ptima
55°C.

V.4.1.3. Efecto del tiempo de reaccion

Para determinar el tiempo Optimo de reaccg&mngvalud el porcentaje de conversion a
diferentes tiempos por CLAR. Los resdlts de la Figura V.4 correspondientes a los
cromatogramas de CLAR a diferentes tiempos, comprueban la obtencion de un solo
producto de reaccion y el crecimiento kdesefal correspondiente al producto que
resulta ser maximo a las 48 horas. En este caso la concentracion de sustrato y la relaciéon

Enzima/ Sustrato fueron las mismas que las ensayadas anteriormente.
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Figura V.4. Cromatograma correspondiente a la c&at de acetilacion de cortexolona a
diferentes tiempos: 1.5 h (linea negra), 3 h (lineadyc8 h (linea roja), 24 h (linea azul), 48 h
(linea verde).

V.4.1.4. Efecto de las relaciones: Agente acilante/Sustrato y Enzima/Sustrato

En una primera instancia se evalud la relacion Agente acilante/Sustrato y
Enzima/Sustrato considerando como cidgtetle eleccion la maxima conversion de
producto. Para ello se utilizo como solvente de reaccion DIPE y ROL 2 como
biocatalizador a 55 °C y a 200 rpm. Sesa la reaccion fijando la relacién
Enzima/Sustrato (E/S): 30 para evaluaiferentes relaciones de Agente
acilante/Sustrato. De esta manera logramos una aproximacion de la relacion 6ptima para

dicho parametro como se muestra en la Figura V.5.
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Figura.V.5. Efecto de la relacion Agente acilante/Satt en la reaccion de acetilacion de
cortexolona.

Los resultados obtenidos muestran que la conversion aumenta con el aumento de la
relacion Agente Acilante/Sustrato hastawator maximo igual a 50, por encima del

cual no se observan variaciones en la conversion.

El mismo criterio se aplicé para evaluar la conversion a diferentes relaciones
Enzima/Sustrato. En este caso se utilizaron las mismas condiciones de reaccion antes
mencionadas siendo la relacién A/S elegida: 50 como se puede observar en el Figura
V.6.
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Figura V.6. Efecto de la relacion Enzima/Sustratda&neaccion de acetilacion de cortexolona.

De los resultados observados en la Figura V.6 se puede concluir, al igual que en el caso
de la relacion Agente acilante/Sustrato, ueonversion aumenta con el aumento de la
relacion Enzima/Sustrato siendo maxima a un valor de 15. Relaciones mayores no

presentan modificaciones en los valores de conversion.

V.4.1.5. Optimizacién parcial de los pardmetros de reaccion

De manera preliminar, se consideraron como 6ptimos los siguientes valores:

Enzima ROL2
Solvente Diisopropiéter
Temperatura 55°C
Tiempo de reaccion 48 h
Enzima/Sustrato 15
Agente acilante/Sustrato 50
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V.4.2. Optimizacion de los parametros de reaccion. Modelo matematico

V.4.2.1. Disefio Experimental

Con el fin de lograr un ajuste fino de las condiciones Optimas de reaccién se utilizaron
los resultados obtenidos en la Seccién V.4.1 como datos en un modelo mateméatico
donde se interrelacionaron determinados paré@sieEn esta parte del trabajo se ultilizo
un disefio experimental central compuesto rotable (DCCR), aplicando como herramienta
una superficie de respuesta. En este daseficiencia de ROL2 se expresa como

Rendimiento especifico y se define de la siguiente manera:

mmoles de Producto
Rendimiento especifico (RE) =

mmoles de Acilante x gramo de Enzima

Los valores de los parametros de reaccion obtenidos a partir de los ensayos previos se
emplearon para determinar los rangos de lashlas de la superficie de respuesta. La
superficie de respuesta permiti6 obtenes parametros: A/S y E/S Optimos con el
objetivo de lograr el maximo Rendimiento especifico.

La metodologia de superficie de respuesta (MSR) es un conjunto de aplicaciones
matematicas utilizadas para abordar problemas en los que la respuesta de interés esta
influenciada por varios parametros de caradoctentitativo. El proposito inicial de estas
técnicas es disefiar un experimento que poipoe valores razonables de la variable
respuesta y posteriormente, determinar el modelo matematico que mejor se ajuste a los
datos experimentales obtenidos. El objetiital que plantea esta metodologia es
establecer los valores de los factores que agdimel valor de la variable respuesta.

En este caso, como se mencion0 anterintejela variable respuesta que decidimos
optimizar fue el Rendimiento especifico yeesariable se puede representar como un
modelo matematico, en general a través de una ecuacion polinomial. El éxito en una
investigacion de superficie de respuesta ddpede que la respuesta se pueda ajustar a

un polinomio de primer o segundo orden.
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En el modelo de segundo orden sus pardmetros se estiman mediante el método de
cuadrados minimos. Una vez calculados los estimadores se sustituyen en la ecuacion y
se obtiene el modelo ajustado en la zonaneedel valor éptimo de la respuesta. Luego

de verificar que el modelo tiene sufiodéa de ajuste y que los coeficientes son
significativos, se procede a localizar lesordenadas del “punto estacionario” y se
realiza un analisis mas detallado del sistema de respuesta.

El punto estacionario puede ser:

e Un punto de respuesta maxima

¢ Un punto de respuesta minima

e Un punto silla

Una vez encontrado el punto estacionario mediante calculos matematicos, es necesario
caracterizar la superficie despuesta, es decir determinar si se trata de un punto de
respuesta maximo, minimo o silla. Como alternativa se expresa la forma de la superficie
de respuesta usando un nuevo conjunto dmhlas cuyos ejes representan los ejes
principales de la superficie de respuesta, los cuales se interceptan en el punto
estacionario dando por resultado el modglastado (ecuacidon matematica), donde se
presentan variables independientes y constar8i los valores de las constantes son
positivos, el punto de respuesta es minimspgitodos negativos el punto de respuesta

es maximo, si presentan diferentes sigtmsesponde a un punto de respuesta silla.

El ajuste y andlisis de una superficie de respuesta se facilitan si se elige adecuadamente
el disefio experimental. Un disefio experimental para ajustar un modelo de segundo
orden debe tener al menos tres niveles de cada factor que estan codificados como +1, 0,
y -1y se desea que el modelo sea rotable. El modelo se convierte en rotable mediante la
eleccion dey, el cual es funcion del nimero de puntos del disefio. Se dice que un disefio
es rotable cuando la varianza de la respymsi@dicha en algan punto solo es funcion de

la distancia del punto al centro y no es una funcién de la direccién.

La rotabilidad es una propiedad importante, ya que la finalidad de la Metodologia de la
Superficie de Respuesta es la optimizagiése desconoce la localizacion del 6ptimo,

por lo tanto es necesario utilizar un disefio que proporcione estimaciones precisas en
todas direcciones. Dentro de los disefiasbies de segundo orden se encuentra el

disefio central compuesto.
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En este trabajo se estudio la variacionlaleelacion E/S y A/S con el objetivo de
obtener el maximo Rendimiento especifico en la sintesis de 21-acetato de cortexolona
catalizada por ROL2 mediante el disefio experimental de Box-Huptermetodologia

de Superficie de Respuesta.

El disefio experimental central compuesto rotable que se llevo a cabo estuvo constituido
por 12 experimentos, basados en dos variat#eS niveles cada una. Para realizar el
experimento se fijo el valor de en 1,41 y se emplearon 4 puntos centrales. Los
resultados analizados previamente, eaptio ROL2 como catalizador, E/S y A/S
fueron utilizados para seleccionar los rangos de relacion: 5-50 y 30-70 respectivamente.
Los valores de ambas variables fueron codificados en un rango de -1,41 a 1,41. En la
Figura V.7 se representa el esquema degith experimental seleccionado y la Tabla

V.3 muestra los resultados obtenidos en los doce experimentos.

125,70

7.18,64.18 17.8 ;64.18

7.18,35.8 17.8;35.8

12.5;30

Figura. V.7. Diagrama del disefio central compuesto rotable utilizando la nomenclatura
(E/S):(AIS)
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Tabla V.3.Resultados correspondientes a las relaciones E/S y A/S establecidas por el
disefio experimental central compuesto rotable.

E/S AIS RE
5 50 1.56
7.18 35.8 1.34
12.5 30 0.92
17.8 35.8 0.72
20 50 0.51
17.8 64.18 0.33
12.5 70 0.46
7.18 64.18 0.84
12.5 50 0.81
12.5 50 0.81
125 50 0.81
125 50 0.81

Condiciones de reaccion: Concentracion ddrato: 1 mg/mL. Solvente: DIPE. Agente
acilante: acetato de isopropenilo. T: 55°C. Agitacion: 200 rpm. t: 48 h
Los resultados del disefio fueron adaptados a un modelo empirico matematico, el cual

fue expresado a través de la siguiente ecuacion:

RE = a + b-(E/S)+ c-(A/S)+d-(Ef$e- (A/ST+f-(E/S)-(A/S) (Ecuacion 1)

V.4.2.2. Resultados de los experimentos correspondientes al DCCR

Las reacciones correspondientes al disefio experimental fueron realizadas en las mismas
condiciones descriptas anteriormente. El &ializador (ROL2) se sec6 en estufa de
vacio durante 24 horas a 30 °C. Las reacciones se efectuaron a 55 °C y 200 rpm,
empleando como solvente de reaccion diisppréter, y acetato de isopropenilo como
agente acilante. El andlisis se llevd a cabo luego de transcurridas 48 horas de reaccion.
Considerando el diagrama presentado en la Figura V.7, las reacciones en las
condiciones periféricas fueron realizadas por triplicado y la reaccion central por

septuplicado. Se empled el programa Sigma [pod realizar los analisis estadisticos y
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obtener la Superficie de Respuesta. El rendimiento especifico promedio para cada una
de las condiciones se presenta en la Tabla V.4.

Los coeficientes y su respectivo valorplueron calculados y se muestran en la Tabla
V.4.

Tabla V.4. Resultados de los Coeficientes correspondientes a la ecuacién 1 y sus
valoresp

Coeficiente Valor valorp
a 0.8091 <0.0001
b -0.3275 <0.0001
o -0.1923 0.0003
d 0.0990 0.0134
e -0.0738 0.0414
f 0.0272* 0.4781

*Factor no significativo (p>0.05)
Los datos obtenidos permitieron determinar los coeficientes de la Ecuacion 1 y
expresarla de la siguiente manera:

RE = 0.8091-0.3275-(E/S)-0.1923-(A/S)+0.099- (E09)738- (A/S)

Considerando la ecuacion 1 se observa que el término (E/S) fue el que presenté mayor
significancia en el RE que es la variable a tener en cuenta en este caso en particular. Por
otra parte el término que tiene en cuentatieraccion (E/S)-(A/S) no present6 un efecto
significativo en la variable a analizar por lo que no fue considerado. Si bien los valores
de los coeficientes para los parametros (E/S) y (A/S) fueron comparables, el efecto de
E/S en el RE es mayor en relacion al de A/S.

El paso siguiente consistié en la constiao de la Superficie de Respuesta empirica.

A partir del disefio experimental se grafic6 la superficie de respuesta para el
Rendimiento especifico teniendo en cuenta las variables E/S y A/S. La superficie
obtenida se muestra en la Figura V.8.
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RE (mmol P/mmol A x g E)

Figura V.8. Superficie de respuesta del REfencion de las relaciones E/S 'y A/S

Los valores Optimos para las variables (E/S) y (A/S) que corresponden al RE maximo,
gue alcanzo el valor de 1.59 mmol P/ mmol A-g E, fueron de 5y 31.6 respectivamente.
Los valores de estos parametros analizados en forma conjunta fueron menores que los
correspondientes a los analizados de manera individual.

Esto sugiere que si bien la relacién A/S estdrate alta, la reduccién de la cantidad del
biocatalizador en términos de costos dedpccion, justifica razofdemente la relacion
utilizada para obtener el maximo rendimiento especifico.

El analisis tedrico-matematico de esta seccion fue llevada a cabo por el Dr. Francisco
Valero del Departamento de Ingenieria Quimica de la Universidad Auténoma de

Barcelona.

V.5. Reutilizacion de la enzima

Una ventaja adicional que ofrece la inmovilizacion radica en la facilidad de
recuperacion de los biocatalizadores. Las enzimas inmovilizadas, al ser insolubles en el
medio de reaccion, pueden ser filtradas una vez concluida la misma. Por otra parte
también es usual la reutilizacion de luscatalizadores, que en algunos casos puede

realizarse varias veces.
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Con el objetivo de evaluar la reutilizacion de ROL2, se estudi6 su comportamiento
durante varios ciclos de la reaccién de acetilacion. Previamente al comienzo de cada
ciclo la enzima fue lavada sucesivas veces con el solvente de reaccion.

Cada ciclo corresponde a la reaccion de acéiitade cortexolona llevada a cabo en las
condiciones 6ptimas: concentracion de ststrh mg/ml, solvente de reaccion: DIPE,
temperatura: 55°C, E/S: 5, A/S: 31.6, agitacién: 200 rpm, tiempo de reaccion: 48 h.

Los resultados se presentan en la Figura V.9.
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Figura V.9. Evaluacion de la actividad enzimatica en funcionrdehero de ciclos de reaccién
(tiempo de duracién de cada ciclo: 48h)

La Figura V.9 indica que la enzima puede ser utilizada sucesivamente hasta un total de
4 veces, 0 sea 4 ciclos de reaccion. Se comprob6 que no hubo pérdidas significativas en

la actividad enzimatica de ROL2 durargste periodo, disminuyendo su actividad
considerablemente en el quinto ciclo.

Conclusién

En esta parte del trabajo se evaluadtividad catalitica de la lipasa del horRjaizopus
oryzae en la reaccion de acetilacion del corticosteroide cortexolona, en su forma libre e
inmovilizada sobre diferentes soportes mewiatistintas técnicas de inmovilizacion.

La reaccion catalizada por la lipasaRl&zopus oryzasmovilizada fue regioselectiva

y eficiente en la acetilacidite la cortexolona, dando comaico producto el 21-acetato
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de cortexolona con excelente rendimiento. Esta enzima no habia sido utilizada
previamente en la modificacion de esteroides. Este trabajo permitio ampliar el espectro
de sustratos posibles para dicha enzimadsiéos esteroides sustratos muy interesantes
para estudios de este tipo. Por un lado contienen un esqueleto rigido que les confiere
una estereoquimica particular y ademéss@ntan variados grupos funcionales que
permiten analizar la quimio- y regioselediad de las reacciones enzimaticas. Ademas

es bien conocida su relevancia eoadurctos de la industria farmacéutica.

La enzima en su forma libre no resulté unrboatalizador de la reaccion de acetilacion.
Esto podria deberse a una falta de estabilidad en el medio de reaccion o a un
desplazamiento del equilibrio de la enzima hacia su conformacién cerrada inactiva. Los
resultados obtenidos demostraron quentaovilizacion de ROL permitid incrementar

su actividad y estabilidad. Por lo tantoté&cnica de inmovilizacion mostré ser una
estrategia conveniente y acertada como solucién a los cambios conformacionales de la
enzima.

De las técnicas de inmovilizacion estudigdasadsorcién en Lewatit 1600 dio lugar a
ROL2 que otorgd los mejores rendimientos especificos. En este tipo de adsorcion
participan no sélo interacciones del tipo hidrofébicas sino también interacciones de
carga, lo que incrementa la estabilidad y fage la fijacion de la conformacion activa

de la enzima. Las demas técnicas de inmovilizacion utilizadas fuerors miectivas y

por consiguiente la actividad catalitidel biocatalizador inmovilizado fue menor.

Luego de la realizacion de mudltiples experimentos, se logré la optimizacién de los
parametros de reaccion: soporte del biowatdbr, temperatura, solvente de reaccion,
naturaleza del agente acetilante, relaciones Enzima/Sustrato y Agente acilante/Sustrato
y tiempo.

Se evaluaron distintos agentes acetilantes como acetato de etilo, acetato de vinilo y
acetato de isopropenilo, obteniéndose Ilo®jores resultados con acetato de
isopropenilo. Los parametros: relacibn Enzima/Sustrato y Agente acilante/Sustrato
fueron optimizados parcialmente y los datos obtenidos se utilizaron para establecer los
rangos de evaluacién que permitieron la o#&tion final y el rendimiento especifico
maximo de producto.

La optimizacion de las relaciones Enzima/Sustrato y Agente acilante/Sustrato se logro

mediante la utilizacion del disefio experimental central compuesto rotable (DCCR).
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La aplicacion de este disefio en eludgi de las variables E/S y A/S generd una
superficie de respuesta donde se observo quariable E/S presenta mayor influencia

gue la A/S en el RE. Sin embargo los valores obtenidos teniendo en cuenta ambas
variables lograron la correcta optimizacion conjunta de ambos parametros.

La metodologia matematica utilizada permitid lograr la correcta optimizacion de los
parametros de la reaccién biocatalitica dicecomo resultado la respuesta maxima en

el rendimiento especifico. Quedoé evidenciado de esta manera que el modelo matematico
seleccionado es una herramienta util en la optimizaciébn de parametros en reacciones
biocataliticas.

Finalmente, ROL 2 pudo ser reutilizada y mostr6 muy buena actividad durante cuatro

ciclos de reaccion.
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VI. APLICACION DE HONGOS MUCORALES EN LA
BIOTRANSFORMACION DE PROGESTINAS SINTETICAS:
DROSPIRENONA

VL.I. Introduccioén

Las progestinas sintéticas (progestageremn utilizadas conjuntamente con otros
compuestos esteroidales, como por ejemplo el etinilestradiol (estrogeno), en
formulaciones farmacéuticas con actividad anticonceptiv&i bien el uso de
anticonceptivos orales tiene como objetivo principal impedir la ovulacion por parte del
ovario, a menudo, estas formulaciones son consumidas por mujeres de diferentes edades
por variados motivos y situacion&s Esta combinacién de drogas act(ia a nivel de
hipotalamo e hipdfisis, y administradas en forma conjunta producen cambios
hormonales que impiden que se lleve a cabo el ciclo ovarico de manera normal.
La menstruacién es una etapa del ciclo ovarico normal de mujeres en edad fértil. Debido
a que la menstruacion es la manifestacion mas evidente del ciclo ovérico, podemos
hablar de ciclo menstrual de manera indistinta.
La regulacion del ciclo ovarico depende exclusivamente del hipotalamo, la hipdfisis y el
ovario a través de diferentes hormonas spresecretadas por éstas glandulas.
El hipotdlamo se encuentra formando parte del sistema nervioso centraéta sacr
hormona liberadora de gonadotrofina (GnRE3ta hormona actta a nivel hipofisario
provocando su estimulacion y secrecion hormonal.
La hipdfisis es una glandula enddcrina situada en la base del cerebro, y es la encargada
de secretar las hormonas gonadotroficas:

v" FSH (hormona foliculo estimulante)

v" LH (hormona luteinizante)
Ambas hormonas ejercen su accion a nivel ovarico.
Los ovarios se encargan de producir los évulos y de secretar las hormonas sexuales

femeninas: estrégenos y progesteronas.
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El ciclo ovérico puede dividirse en tres fases (Figura VI'1):

» Fase folicular (preovulatonaesta fase comienza el primer dia de ocurrida la
menstruacion y se extiende hasta el dia anterior al aumento de LH. En la primera
mitad de esta fase el bajo nivel estrogénico estimula la GnRH la cual a su vez
provoca la liberacion de FSH por parte de la hipofisis. La secrecion de esta
hormona estimula el crecimiento de un grupo de 3 a 30 foliculos que han sido
reclutados durante los ultimos dias del ciclo precedente. Estos foliculos
producen cantidades cada vez mayores de estrdgenos que, por retroalimentacion
negativa, van a disminuir la produccion y liberacién de FSH. A medida que los
niveles de FSH van decayendo los niveles estrogénicos van aumentando y uno
de los foliculos del grupo selecciona para ovular y los demas sufren atresia.
Los niveles de LDH aumentan lentamente a partir del primer o segundo dia de
aumento de la FSH. En esta etapa la secrecidon de estr6geno y progesterona por

parte de los ovarios se mantiaumnstante y en bajos niveles.

> Fase ovulatoria: en esta fase los esmégealcanzan un nivel criticamente alto
en el cual la retroalimentacion sobre el hipotalamo y sobre la hipdfisis deja de
ser negativa transformandose en positiva. Se produce un aumento masivo y
repentino de la LH que culminard ctaovulacion del foliculo seleccionado.
Simultaneamente se produce un incremento menor de la secrecion de FSH. Al
aumentar los niveles de LH, los niveles de estradiol bajan, mientras que la
concentracién de progesterona continda en aumento.
El aumento de la secrecién de LH dura aproximadamente entre 36 y 48 horas y
ocurre de manera multiple y pulsada. La secrecién de LH, que da lugar a la
madurez del foliculo, es necesaria para la ovulacién, la cual ocurre del6 a 32

horas luego de la secrecion de LH.

» Fase lutea (posovulatoria): en esta fiasecélulas del foliculo que rodeaban al
ovulo en el ovario antes de su ovulaciée,reorganizan conformando el cuerpo
l[teo (cuerpo amarillo). La duracién desta fase es constante y dura en

promedio 14 dias en ausencia de embarazo, finalizando con el primer dia de la
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menstruacion. Esta relacionada con la duracién de la fase funcional ged cuer
luteo, el cual secreta progesterona tyaelol durante 14 dias, degenerandose si

no se produce la fertilizacion.

hipotalamo

Figura VI.1. Regulacién hormonal del ciclo ovarico

El ciclo endometrial ocurre en paralelo al ciclo ovéarico y su inicio comienza luego de la
pérdida mensual del epitelio durante Heenstruacién. Luego de la menstruaciéon
permanece una fina capa de células epiteliales que se encuentra localizada en las zonas
profundas de las glandulas y criptas del enetdm Al igual que el ciclo ovérico el

ciclo del endometrio consta de tres fases: fase proliferativa (estrogénica), fase secretora
(progestacional) y la fase menstrual.

Los anticonceptivos orales combinados inhiben la ovulacién mediante el bloqueo de la
produccion y liberacion de FSH y LH. El componente estrogénico afecta la adecuada
liberacién de FSH, evitandose el reclutamiento y crecimiento de los foliculos. Por otra
parte el estrogeno y el pragégeno presentes en el anticonceptivo bloguean la
secrecion de LH afectando la fase de ovulacior. lo tanto al no producirse la fase

ovulatoria tampoco se genera la fase IUtea.
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Los anticonceptivos orales no solo se utilizan el fin de evitar la ovulacién, y por lo

tanto la fecundacion, sino que adeng@®sentan aplicaciones terapéuticas. Son
utilizados en algia pelviana secunda@a endometriosis, sindrome premenstrual,
dismenorrea esencial, procesosanfhtorios pelvianos crénicos, &ttt

Las progestinas o progestagenos constituigs formulaciones combinadas de la
mayoria de los anticonceptivos orales. Las progestinas son una familia de compuestos
guimicos con mdultiples funciones. Son capaces de unirse a diferentes receptores y
presentar actividad como progestagenospgstros, androgenos, mineralocorticoides y
glucocorticoides. Las progestinas se difer@m@ntre si segun su estructura quimica y
sus derivados. Existen 4 tipos de progestinagascoralmente (dos ejemplos de ellas se

presentan entre paréntesis), las cuales son derivados de:

17a-progesterona

19-nortestosterona (noretindrona)

19-norprogesterona

espironolactona (drospirenona)

Las progestinas sintéticas son compaegestapaces de inducir transformaciones
secretorias del endometrio cuando éste seesmi@uen la etapa proliferativa. Por tal
motivo la actividad y potencia de las mismas son evaluadas de acuerdo a sus efectos
endometriales. Estos efectos puederr sieterminados directamente mediante
observaciones histologicas o cuantificme@s quimicas o de manera indirecta por
evaluacion del sangrado menstrifa’

Los anticonceptivos orales presentan efectos benéficos y adversos. Dentro de las
ventajas ofrecidas por este tipo de drggademos mencionar: menor pérdida de sangre
durante los dias menstruales, dismibdacidel dolor en caso de dismenorrea y
endometriosis y efecto protector que ofrecen frente a diferentes tipos de enfermedades
tumorales que afectan a ovario y endometrio. Las desventajas frecuentemente
observadas son: aumento de la presién sanguinea y cambios en el metabolismo de
lipidos y carbohidratos con el consente aumento del peso corpdfal’ Otros efectos
secundarios observados con menor frecuenciayien la tendencia a la formacion de

tromboembolismo venoso y afecciones cardidt¥sAlgunos efectos producidos por
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los progestagenos se han relacionado copol@ncia de las progestinas sintéticas
utilizadas?

Tanto los fluidos corporales como la presion sanguinea se encuentran regulados a través
del sistema renina-angiotensina-aldoster@RAA). La renina es una hormona con
funcién enzimatica secretada por el rifi@@sta enzima convierte angiotensindégeno,
secretado a nivel hepético, angiotensina-1 la cual esmeertida en angiotensina-II por
accion de la enzima convertidora de la atagisina. La angiotensina-ll estimula la
glandula suprarrenal provocando la secredénaldosterona. La aldosterona actia a
nivel renal reteniendo sodio y eliminando potasio, de esta manera se ve incrementada la
presion sanguin€a?? La espironolactona (Figura.V1.2) es una droga sintética y acta
como antagonista de la aldosterona, a diferencia de los progestagenos que actlan
estimulando el sistema RAA. Por ello, égpironolactona es de gran aplicacion en

trastornos de hipertension.
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Figura VI.2. Estructura quimica de espironolactona

Tomando como base la espironolactona se han disefiado nuevas drogas que no presentan
efectos sobre el sistema RAA. SheringsAdesarroll6 una droga que contiene una
estructura analoga a la espironolactona que denominé drospiréfiieba (Figura

VI1.3), con propiedades comparables a la progesterona y con la ventaja de presentar
menores efectos adversd<or lo tanto modificaciones quimicas de la estructura de la
espironolactona condujeron a un compuesin diferente actividad y menos efectos

colaterales.
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Figura VI.3. Estructura quimica de drospirenona

Esta droga esta siendo muy utilizada althente en la terapia anticonceptiva oral
combinada y reemplazando a las progestinas previamente aplicadas.

Los compuestos esteroidales son sustratos de gran interés tanto en el ambito de
Biocatélisis como en Biotransformaciones. La mayoria de estos compuestos son de uso
medicinal, ya que son capaces de regular y modificar numerosos procesos fisioldgicos.
Gran parte de estas drogas se han modificado quimicamente con el objetivo de mejorar
sus propiedades farmacocinéticas y farmatodicas. De esta manera se ha logrado
aumentar la potencia de esteroides utilizados como moduladores del sistema?fnmune.
Las modificaciones mas generales queodpcen cambios en sus propiedades
farmacologicas suelen ser la incorpodacide grupos halégenos e hidroxilos a su
estructura. La incorporacion de uno o varios grupos hidroxidrilos en diferentes
posiciones de la estructura esteroidahuehos de estos compuestos es producida por
una variada gama de microorganismos. Existen numerosos trabajos en la bibliografia
donde se evallan procesos de Biotransformag@compuestos esteroidales de interés
farmacéutico. En estos trabajos se puetieervar que los esteroides pueden ser
hidroxilados por hongos mediante la accién del complejo enzimatico citocromg°P450.
Las posiciones del esqueleto del esteroide que suelen ser comiunmente accesibles a la
hidroxilacion microbiana son las posiciones 11, 15 y 16. Cabe destacar que las
posiciones preferenciales de modificacidnedtos compuestos no sélo dependen del
microorganismo a ensayar sino también deskauctura quimica y disposicion espacial

de los sustratos a modificar. Muchos e&tos cambios estructurales han generado
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compuestos con un incremento en su activaainflamatoria o le han otorgado cierta
actividad a drogas que previamente no presentaban ninguna en particular.

A través de procesos de Biotransformacidmchos sustratos esteroidales fueron
modificados de manera regio- y estefesgva por reacciones llevadas a cabo por
microorganismos fungicos. Podemos citar como ejemplos varios esteroides:
androstenediona, 16,4#epoxiprogesterona, testosiea, metil testosterona,
cortexolona, eté®3

En nuestro grupo de investigacion se hditago procedimientos de Biotransformacion
como herramienta importante en la reduccion enantioselectiva de una serie de sustratos:
dicetonas vecinales y ésteres alquilicos @e y pB-ceto diacidos, aplicando
microorganismos fngicos para llevar a cabo la transformacisn.

Gran parte de este trabajo de tesis estuvalitado en modificaciones estructurales de
compuestos esteroidales mediante la aplicacion de lipasas. Con similar interés vy
teniendo en cuanta la extensa bibliografia en estudios de Biotransformaciones de
esteroides, la cual se mantiene continuamente actualizada, se decidio abordar esta
metodologia en la modificacion de drospirenona.

Los hongos son microorganismos muy utilizados en ensayos de Biotransformacion
debido a la gran biodiversidad existente, la variada maquinaria metabdlica que
presentan y la facilidad de crecimiento y manipulacion de los cultivos.

Teniendo en cuenta lo mencionado anteriormente, en este capitulo se describen los
ensayos realizados y los resultados obtenidos de la aplicacion de la estrategia de
Biotransformacién sobre la progestina sintética drospirenona utilizando

microorganismos fungicos de diferentes géneros y especies.

VI.2. Cepas fungicas pertenecientes al Orden Mucorales

El Orden Mucorales pertenece a la Clase Zygomycetes (Phylum Zygomycota, Reino
Fungi), la cual se caracteriza principalmente por la produccion de esporas de pared
gruesa llamadas zigosporas. Como no todasdpecies ubicadas en esta clase producen

zigosporas, otras caracteristicas morfolGgitaoldgicas y ecologicas también definen
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esta clase. Habitualmente presentan micelio cenocitico (o sea sin septos, excepto entre

la estructuras reproductivas y el restordalelio), reproduccién asexual usualmente por

esporangiosporas y ausencia de células flageladas y centtiolos.

Los Mucorales poseen un micelio bien desarrollado, las hifas son grandes, anchas y

ramificadas. La mayoria de los génerosaitden son saprobios y pueden encontrarse en

sustratos como estiércol y sustancias animales y vegetales en descomposicion. En el

ciclo de vida de especies del Orden ddrales puede haber reproduccion asexual,

sexual, o ambas tal como se muestra en la Figura VI.4 con el ciclo de Riézdpus

stolonifer™®

Reproduccién asexual: las esporas son producidas en esporangios grandes o
esporangiolas pequefias. Estas esporas son capaces de germinar y desarrollar un
nuevo micelio. Algunas especies ademas de producir dichas esporangiosporas,

se reproducen asexualmente tambpém la produccién de clamidosporas y

artrosporas que resultan caradcds de determinados taxa.

Reproduccién sexual: se lleva a cabo por la union de dos gametangios
multinucleados, provenientes de un mismo talo o de dos talos compatibles, que
se fusionan. Luego de la cariogamiapseduce una pared gruesa alrededor del
protoplasto formando la zigospora. Las especies en este orden pueden ser
homotalicas o heterotalicas. Los hongosnotalicos pueden completar su ciclo
reproductivo con un talo proveniente dawspora uninucleada, sin la necesidad

de introducir un segundo tipo nuclear (son autofértiles). Por otro lado, los
heterotalicos son autoestériles, en un nucleo simple no llevan todos los
requerimientos genéticos para el desarrollo sexual y necesitan el cruzamiento
con otro talo compatible, de diferente tipo de apareamiento, para producir las
zigosporas. Los Mucorales heterotalictienen dos grupos o tipos de
apareamiento (“mating types”), los ceslse diferencian en su constitucion
genética por el factor de compatibilidad. Debido a que no pueden distinguirse
morfologicamente dos cepas compatibles, o sea de dos “mating types”, se las

denomina +y 236
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Figura VI.4. Ciclo de vida del mucor&hizopus stolonifer

En el presente capitulo se presentan los resultados provenientes de la evaluacién de
cepas fungicas de diferentes géneros y espekiEsdia coerulea, A. corymbifera

(BAFC 1080), A. corymbifera —(BAFC 1072), Mucor plumbeusBAFC 2314)y
Rhizopus oryzaepertenecientes a la Familia Mucoraceae, Syncephalastrum

racemosunde la Familia Syncephalastraceae.
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VI.3. Metodologias evaluadas en la modificacion de drospirenona y resultados

preliminares

De acuerdo a datos bibliograficos y los trabajos previos realizados en el laboratorio, las
modificaciones de compuestos quimicos utilizando microorganismos pueden llevarse a
cabo de diferentes maneras.

Las diferentes cepas ensayadas fueron cultivadas en tubos de Agar Extracto de Malta
para obtener cultivos bien esporuladospdrtir de dichos tubos se prepararon las
suspensiones de esporas (medio malta peptona) para utilizar en los distintos ensayos.
Una de las metodologias implementadas en el proceso de Biotransformacion
(denominada en el presente trabajo cawetodologia A) consiste en adicionar el
sustrato directamente al medio de cultivo o previamente disuelto en un pequefio
volumen de solvente orgéanico.

Otra metodologia utilizada para realizar Biotransformaciones de sustratos implica que
los microorganismos se encuentren en fase estacionaria, a partir de la cual la tasa de
crecimiento disminuye (que describiremos como Metodologia B). En esa etapa de
crecimiento que es minimo y la biomasa alcanza su valor méximo, los microorganismos
son filtrados y posteriormente resuspendidodiearsos solventes organicos (BP1) o en
solucién reguladora (BP2). Los microorganismos y su maquinaria enzimatica al igual
gue el sustrato a modificar estaran presentes en el medio de reaccion. Por otra parte el
filtrado correspondiente al medio de cultivo (BF), también puede ser evaluado ya que
podria contener enzimas extracelulares. Encaste el medio de cultivo proveniente del
filtrado del micelio y sustrato se encuentran en el mismo sistema de reaccion.

En este trabajo se estudiaron ambas metodologias presentadas en la Figura VI.5.

113



Capitulo VI-Drospirenona

==

. Sustrato (m¢ B
l - Suspension de esporas X (i) & é; 5 &

en medio malta peptona -

Medio de cultivo

Crecimiento del hongo malta peptona
(7 dias) 4 dias
Sustrato (mg)
Filtracion \>
estéril ]
Filtrado
l Método B
(BF)

Pellet

Sustrato (y) (resuspension)  Sustrato (mg)

7N
A A

Solvente Solucion
orgéanico reguladora (pH 5)
Método B Método B

(BP1) (BP2)

Figura VI.5. Esquema de las metodologias empleadas en la Biotransformacién de drospirenona

En la metodologia A, el sustrato se agregé al medio de cultivo en esthdio o
disuelto en solventes organicos como metanol o acetato de etilo.

En la metodologia BP1 las células fuerosuspendidas en una solucion reguladora de
acetato de sodio/acido acético pH 5 siendo éste un valor adecuado para el crecimiento
normal de estos microorganismos. En BP2, los solventes organicos ensayados fueron:
dioxano, hexano y tolueno.

Las reacciones fueron monitoreadas por medio de cromatografia en capa delgada (CCD)
y por cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR). En la tabla VI.1ssenen las
diferentes cepas ensayadas, las condisionetodologicas estudiadas y los resultados

obtenidos en cada una de ellas.
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Tabla VI.1. Metodologias de Biotransformacion de drospirenona

Entrada Cepa Solvente Metodologia  Biotransformacion
1 A. coerulea Dioxano BP1 -
2 A. coerulea Hexano BP1 -
3 A. coerulea Tolueno BP1 -
4 A. coerulea - BP2 +
5 A. coerulea - A ++
6 A. corymbifera - Dioxano BP1 -
7 A. corymbifera - Hexano BP1 -
8 A. corymbifera - Tolueno BP1 -
9 A. corymbifera - - BP2 +
10 A. corymbifera - - A ++
11 A. corymbifera - - BF -
12 A. corymbifera + - A -
13 A. corymbifera +/- - A ++
14 M. plumbeus Dioxano BP1 -
15 M. plumbeus Hexano BP1 -
16 M. plumbeus Tolueno BP1 -
17 M. plumbeus - BP2 -
18 M. plumbeus - A -
19 R. oryzae Dioxano BP1 -
20 R. oryzae Hexano BP1 -
21 R. oryzae Tolueno BP1 -
22 R. oryzae - BP2 -
23 R. oryzae - A -
24 S. racemosun Dioxano BP1 -
25 S. racemosun Hexano BP1 -
26 S. racemosun Tolueno BP1 -
27 S. racemosun - BP2 +
28 S. racemosun - A ++

T: 30 °C; 170 rpm; pH: 5; tamafio de in6culd 10

Utilizando la Metodologia A, es decir adicionando el sustrato directamente al medio de
cultivo, se obtuvieron diferentes productds Biotransformacion. ElI micelio en el
medio de cultivo liquido inoculado luego de 5 dias de crecimiento puede presentar una

estructura macroscoépica esférica organiZpadlets esféricos) o una estructura difusa.
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Se observd que cuando se generaban lascasis esféricas se obtenian resultados
satisfactorios. En la Figura VI.6 (derethse presenta el cultivo obtenido con las
estructuras Optimas para la BiotransforraciEl cultivo con micelio desorganizado,

incompatible con el bioproceso, se observa en la Figura V1.6 (izquierda).

LG
o “Iﬂia_: 4

A

Figura VI.6. Cultivo deA. corymbifera -en su morfologia de pellets esféricos (derecha) y en su
forma desorganizada (izquierda)

La aplicacion de la metodologia BP1, en la cual las células fueron resuspendidas en
solventes orgéanicos (por ejemplo: entradas 1, 2 y 3) no resultdé apropiada para llevar a
cabo el proceso de Biotransformacién. aiasencia de productos de transformacién
puede deberse a una pérdida de la homeostasis celular a causa de la utilizacion de
solventes orgéanicos.

La filtracion del micelio y posterior resuspsion del mismo en una solucién reguladora

de acetato pH 5 (BP2) generd los mismos productos de transformacién que los
obtenidos en el medio de cultivo inoculado (A), sin embargo las conversiones obtenidas
fueron menores, posiblemente debido a una cierta inactivacion de la maquinaria
metabdlica del microorganismo.

En el caso del medio filtrado libre de micelio (BF) no se obtuvieron productos de
reaccion. Estos resultados guardan relaaén el sistema enzimético asociado al
proceso de Biotransformacién, el citocromo P450, que se encuentra
compartimentalizado a nivel mitocondrial y no tiene actividad enzimética extracelular.

La observacion de los datos presentados en la Tabla VI.1 indica que los ¢érsatias

y Syncephalastrunpermitieron la modificacién estructural de drospirenona. Existe
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datos bibliograficos que informan que ambos géneros, por accion de enzimas
hidroxilasas (citocromo P450), producen cambios oxidativos en diversos tipos de
compuestos incluyendo los compuestos esteroidales.

Por lo tanto, en base a los resultados obtenidos con las diferentes metodologias de
Biotransformacion, se continud el trabaptimizando los diferentes parametros del

bioproceso para el caso dbsidia corymbifera.

VI.4. Andlisis de los productos obtenidos

Las células enteras son los biocatalizadores preferenciales en caso de necesitarse la
presencia de cofactores para la catalisis (dado que éstos son aportados por las células),
cuando la reaccion requiere varios pasosh @rocesos fermentativos. Sin embargo, a
pesar de estas ventajas, es necesario agaeatanto el aislamiento como purificacién

de los productos obtenidos por la apliéacde Biotransformacion resulta una tarea
sumamente complicada debido a la cantidad de componentes presentes en el medio de
cultivo. Otra desventaja que presenta ésta metodologia es que se utilizan
concentraciones bajas de sustrato y no es aplicable a sustratos que participen en el
metabolismo respiratorio o fermentativo del microorganismo a ensayar.

Los productos obtenidos en el presente trabajo fueron aislados y purificados por
cromatografia en columna y placa preparativa tal como se describe en la parte
experimental. Una vez finalizada la Biotransformacion el micelio fue filtrado y lavado
con diclorometano. Por otra parte selizeaon extracciones del filtrado del micelio
también con diclorometano. Las fases organicas se evaporaron y ese extracto fue
purificado por técnicas cromatograficas.

El andlisis del extracto confirmé la presencia de cuatro productos que ya se habian
detectado durante el curso de la biotransformacion.

La identidad de los productos fue determinada por técnicas espectroscopicas:
Espectroscopia de RMN, a través de espectros mono- y bidiemensionales y por
Espectrometria de masa de alta resolucion. Mediante los espectros monodimensionales
de 'H y C, bidimensionales HSQC y HMBE HRESI-MS se determinaron los

productos de oxidacion de drospirenondeanltlos mediante Biotransformacion. La
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estereoselectividad fue determinada a través del espectro NOESY. Los productos

obtenidos por Biotransformacién se presentan en el Esquema VI.7.

0
0
HO, <
HO,, O.%b 2
Q 0
o& 0
VI-2

al ’ .
cepas fungicas

VI-3
- o 0
0 O&
HO O%‘b Wil
VI-1 HO
o 0
VI-4 VI-5

Esquema VI.7 Productos obtenidos por Biotransformacion de drospirenonAlisidia
corymbifera -
El espectro de masa de cada uno de los compuestos aislados fue idéntico, indicando que

todos ellos correspondian a compuestos monohidroxilados.

El compuestovI-2 fue obtenido como un sdélido blanco. El punto de fusion obtenido
(238-239 °C fue concordante con el reportado por los autores (238’8 °C).

Su peso molecular fue determinado poreespmetria de masa de alta resolucion
(EMAR-ESI), observandose un ion de m/z = 383,22086 correspondiente al ion [M+H] y
m/z = 405,20437 correspondiente al i6n [M+Na], indicando la presencia de un grupo
oxigeno adicional con respecto a la drospirenghd. Este compuesto ya ha sido
reportado como producto de Biotransformacion utiliza@adietotrichum phomoides
(Phylum Ascomycota, Reino Fungi), habiendo determinado su peso molecular por
analisis elementd.

El espectro protonico del compuesthb2 muestra la aparicion de una sefal multiplete a
8= 3,89 ppm correspondiente al H-11, consiteon la hidroxilacion en dicha posicion

y cambios en los desplazamientos quimicolsi@rotones 9, 12 y 19, con respecto a la
drospirenona, dé= 1,13 a 1,27 ppnt=1,46y 1,42 a 1,86y 1,44 ppm y &el.10 a

1.21 ppm respectivamente. En el espectrd®@ese observa la aparicién de una sefial,
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correspondiente al C-11, & 67,6 del producto y desaparicion de la sefal20,8
presente en el sustrato. En el espectro bidimensional COSY se observan las sefales de
correlacion del H-11 con los H-$< 1,29 ppm) y H-12§= 1,87 y 1,43 ppm). Las
sefiales de los H-9 y 12 fueron determinadas a partir del espectro protdnico y sus sefiales
de carbono a partir de espectros bidinmrales de correlacion protén-carbono HSQC

y HMBC, donde pueden observarse las sefdgesorrelacion H-C a un enlace y H-C a

mas de un enlace respectivamente. La sefial dedH-B,27) mostrd correlacion con los

C-8 (0= 34,2 ppm), 113= 67,6 ppm) y 1938= 18,5 ppm) y la de H-1D€ 1,86 y 1,44

ppm) con los C-115€ 67,6 ppm), 148= 51,8 ppm) y 193= 18,5 ppm). La orientacion

B del H-11 fue determinada por las sefiales de correlacion en el espectro NOESY, donde
podemos observar el efecto nuclear Overhauser entre el B=13,49 ppm) y los
protones de los metilos 185 0,98 ppm) y 198= 1,21 ppm). En la Figura VI.8 se
muestran los espectros dd, *C y NOESY donde se encuentran sefialadas sefiales

diagnosticas del compuesid-2.
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Figura VI.8. Espectra'H (a), **C (b) y NOESY (c) del compuesto VI-2. En el espectro d) se
encuentran recuadradas las sefiales de correlacion H-11y H-18 y 19.

Los otros tres productos obtenidos por Biotransformacion de drospirenona fueron
analizados de igual manera que el proddit@. Estos compuestos no se encuentran
descriptos en literatura.

El compuestd/I-3 fue aislado como un sélido blanco de punto de fusion 224-225 °C.

Se observo al igual que en el caso anterior, en el espectro protonico, la aparicion de una
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sefial multiplete correspondiente al H-11 &3.82 y corrimientos de los
desplazamientos quimicos de las sefiales de los H-15, 15'y38 @& a 1,67 ppm,

133 y 0,54 a 097 y 0,56 ppm y 1,37 a 1,52 respectivamente con respecto a
drospirenona. En el espectro € se observé al igual que en el caso anterior la
aparicion de una sefial & 67,7 ppm correspondiente al C-11 del producto y
desaparicion de la sefal del C-11 de piremona. Las correlaciones en COSY, HSQC

y HMBC fueron determinadas y concordantes con la estructura planteada. El espectro
NOESY mostré correlaciones entre el H-11 y los H-18 y 19 y el H-20 con el H-18 lo
que indicé la epimerizacién del carbono 17.

El compuestd/I-4 fue aislado como un sélido blanco de punto de fusién 170-171 °C y
presentd una sefial multiplete al igual que en los casos anteriores en el espectro
proténico ad=3,73 ppm correspondiente al H-11. En el espectrf@ese observo la
aparicion de una sefial & 67,7 ppm correspondiente al C-11. Las sefiales de los
espectros mono- y bidimensionales presentertardancia con la estructura planteada.
Las sefiales de correlacion existentes en el espectro NOESY del H-11 y los H-1y H-12
y la pérdida de sefales de NOE del H-11 con los H-18 y 19, nos indican la orieatacion
del H-11.

El espectro protonico del productd-5, aislado como un sélido blanco de punto de
fusion 185-187 °C, muestra diferencias capeeto a los anteriores. Presenta un doble
doblete &= 4,38 ppm correspondiente al H-2 y un corrimiento en la sefial del H-19 de
8= 1,10 ppm a 1,35 ppm con respecto a drospirenona (Figura VI.9). El espetito de
presenta una sefalda 68,5 ppm perteneciente al C-2. Las sefiales observadas en los

espectros mono- y bidemensionales son calardes con la estructura planteada.
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Figura V1.9. EspectrdH correspondiente al producto de biotransformabitss

VI.5. Estudio de los pardmetros de Biotransformacion de drospirenona

Fueron evaluados diferentes pardmetrestaomo: tamafio del in6culo (concentracion
de esporas), tiempo de reaccion, concentradbgdsustrato, agregado de sustrato directo
o previamente disuelto, temperatura de reaccion, pH y agitacion. En la evaluacion de los
mismos se utilizd la cepA. corymbifera -ya que la misma fue la que presenté la

mayor variedad de productos de Biotransformacion.

VI.5.1. Efecto del tamafio del in@o (concentracion de esporas)

Con el objetivo de evaluar el tamafio del in6culo 6ptimo para el proceso de
Biotransformacién se llevaron a cabo experimentos con diferentes concentraciones de
esporas. Inicialmente se prepard una suspension madre de esporas en medio de cultivo y

se determind su concentracion realizando un recuento en camara de Neubauer.
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Considerando el valor obtenido se adicion6 a cada ensayo un determinado volumen de
la suspension madre con el fin de obtener las concentracionts1@®0y 1
esporas/ml. Las concentraciones fueron elegidas de acuerdo a ensayos previos de
crecimiento en donde se habfa olsadp que concentraciones menores tg&@eraban

un crecimiento débil. Macroscopicamentecaltivo presentaba pequefios nucleos de
crecimiento, carentes de estructuraemogéneas e incapaces de producir la
Biotransformacion.

Los ensayos fueron realizados por triplicado, a una concentracién de sustrato de 0,5
mg/ml, 30 °C y 170 rpm. Luego de 5 dias de reaccién el cultivo fue filtrado y los
productos presentes en la fase acuosofu extraidos con diclorometano. Los
resultados de porcentaje de conversidardn determinados mediante CLAR y los

valores obtenidos para cada compuesto se muestran en la Figura VI.10.
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Figura VI.10. Efecto del tamafio de indculo en la Biotransformacién de drospirenona.

A partir de los resultados presentadoslarFigura VI.10 podemos observar que al

aumentar el tamafio del indculo disminuye el porcentaje de conversion para cada uno de

los productos obtenidos.

A mayor tamafio del indculo, el efecto macroscopico observado resulté en un aumento

del nimero de pellets y una disminucidel tamafio de los mismos, generandose un
123



Capitulo VI-Drospirenona

agregado entre dichas estructuras. Estos cambios en la morfologia pueden haber
generado una disminucién en la difusiébn daktrato hacia el interior de la masa

micelial decreciendo la actividad especifica del microorganismo.

VI.5.2. Tiempo de reaccion

La determinacion del tiempo de reaccion éptimo se realiz6 empleando un tamafio de
indculo de 16 esporas/ml. Los ensayos se realizaron por triplicado y en las mismas
condiciones de concentraciébn de sustrato, temperatura y agitacion que la seccion
anterior. Luego de los tiempos establecidos (Figura VI.11), las reacciones fueron

analizadas de igual manera que en la seccion VI.5.1.

30 -
B Compuesto VI-2
B Compuesto VI-3
20 - Compuesto V-4
B Compuesto VI-5
10 1

4 5 6 7

Conversion®s

tiempo de reaccion (dias)

Figura VI.11. Efecto del tiempo de reaccion en la Biotransformacién de drospirenona

De acuerdo a los resultados presentadok dfigura VI.11 observamos que tiempos
mayores a 4 dias no producen cambios significativos en el porcentaje de conversiéon de

los productos de Biotransformacion. Normsaestran datos correspondientes a tiempos
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menores de reaccion debido a que en el seguimiento por CCD se observaban bajas

conversiones y gran parte del sustrato solido en el medio de cultivo.

VI.5.3. Velocidad de agitacion

Se evaluaron diferentes velocidades de agitacon el objetivo de obtener la velocidad
adecuada a la cual la conversion fuese maxima. Para ello se utilizaron las condiciones
de tamafio del inoculo y tiempo de reaccioptimos establecidos previamente. Los
demas parametros de reaccion, metodologiaxtiaccion y analisis de productos se
llevaron a cabo de la misma manera que en la seccion VI.5.1. Los cultivos fueron
agitados a 0 (cultivos en reposo), 90 y 170 rpm. Los resultados obtenidos para cada una

de las condiciones se presentan en la Figura VI.12.

50 1
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10 4
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|:| - T T |

0 rpm 90 rpm 170 rpm
Agitacion

Figura VI.12. Efecto de la agitacion en la Biotransformacion de drospirenona

De acuerdo a los resultados presentadok dfigura VI.12, puede observarse que el
cultivo de microorganismos debe ser agptgpara que el proceso de biotransformacién

se lleve a cabo. En el caso del cultivo en reposo se observd a nivel macroscopico un
crecimiento difuso y débil, que era visualizado como una turbidez del medio de cultivo,

sin llegar a formar los pellets esféricos que presenté cuando el mismo fue agitado. Por
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otra parte, para que se lleve a cabo la catalisis enzimética debe existir la difusion del
sustrato hacia el sitio de activo enzimatico,estando favorecido en este caso dado que

el sistema se mantiene estatico.

Se puede observar que si se aumenta la agitacion de 90 a 170 rpm el porcentaje de
conversion correspondiente al producto mayoritavib2() disminuye y el proceso de

biotransformacion se vuelve menos regioselectivo.

VI.5.4. Efectos del pH del medio de cultivo

Con el objetivo de evaluar la influencia del pH del medio de cultivo en el proceso de
biotransformacion de drospirenona se mabn determinaciones a diferentes valores

del mismo. El pH del medio de cultivo fue ajustado a los valores de 5, 7 y 10 previo a su
inoculacion. Luego el medio fue inoculado de manera tal de obtener una concentracion
final de 1d esporas/ml. La concentracién de sustrato empleada en el ensayo fue de 0,5
mg/ml, a 30 °C y a 170 rpm. Las reacciones fueron realizadas por triplicado y luego de
transcurridos 4 dias de reaccion, en los casos en los que correspondia, fueron filtradas y

extraidas con diclorometano. Los resultados se presentan en la Tabla VI.2.

Tabla VI.2. Efectos de la variacion de pH kenBiotransformacion de drospirenona

Conversion (%)

pH
VI-2 VI-3 VI-4 VI-5
5 31,9t0,5 13,21,1 5,20,5 1,30,1
7 27,8t4,0 6,50,1 4 10,1 0,20,1

16 i i i i

& No hubo crecimiento.

Loa resultados de la Tabla VI.2 indican que tanto a pH acido como neutro las
conversiones son similares excepto para el compdsiodonde se evidencia que la
epimerizacion se ve altamente favorecida a pH levemente acido. Con el objetivo de
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verificar que la reaccion de epimerizatiera llevada a cabo por el microorganismo
encargado de biotransformar a la drospirenona, decidimos realizar como control la
incorporacion del sustrato en el medio de cultivo de pH 5 sin inocular. El ensayo fue
llevado a cabo en las mismas condicionexa®gcentracion de sustrato, temperatura,
tiempo de reaccion y agitacion que las estableotala evaluacion de la influencia de

pH. El analisis del control no mostro leepencia de ningun producto de modificacion

de drospirenona, por lo que se puede concluir que la epimerizacion fue llevada a cabo

por el microorganismo y no como consecuencia de la acidez del medio de cultivo.

VI.5.5. Efecto de la temperatura

La temperatura fue otro de los parametros optimizados en la biotransformacion de
drospirenona. Existen datos bibliograficos que establecen que la temperatura 6ptima de
crecimiento informada parA. corymbiferavaria entre 35-37 °&, sin embargo se
decidio investigar la biotransformacion desjsirenona a diferentes temperaturas con el

fin de evaluar su influencia no sélo sobre el crecimiento del microorganismo sino
también sobre la actividad del complejo enzimatico implicado en la transformacion. Se
seleccionaron las temperaturas de 25, 30 y 35 °C y los resultados se presentan en la
Tabla VI.3.

Tabla VI.3. Efecto de la temperatura en la Biotransformacion de drospirenona

Conversion (%)

Temperatura (°C)

VI-2 VI-3 VI-4 VI-5
25 33,6t1,3 10,¢1,1 2,10,3 -
30 31,9t0,5 13,61,1 5,20,5 1,30,1

35° i i i i

2No hubo crecimiento
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De acuerdo a los resultados de la Tabla VI.3 podemos observar que al aumentar la
temperatura de 25 a 30°C la biotransformacion es menos regioselectiva y se ve
levemente favorecida la reaccién de epimerizacion del compuesto esteroidal. No se
observd crecimiento a 35°C a pesar de que los datos bibliograficos informan esta

temperatura como una de las temperaturas optimas de crecimiento.

VI.5.6. Efecto del agregado de disolvente

Dado que el sustrato a ensayar presentadudiilidad en medios acuosos se decidié
evaluar el proceso de Biotransformacion a partir del agregado del sustrato previamente
disuelto en solvente organico. Se deterntngolubilidad de drospirenona en acetato de
etilo y metanol, dando un resultado de 35 mg/ml y 50 mg/ml respectivamente. Se
realizaron los ensayos en las condiciones desasrianteriormente. En la Tabla VI.4 se
presentan los resultados obtenidos.

Tabla VI.4. Efectos del agregado de solvente organico en la Biotransformacion de
drospirenona.

Conversion (%)

Solvente
VI-2 VI-3 VI-4 VI-5
Acetato de etilo 28,3t3,2 8,521 1,50,8 1,%0,4
Metanol 4,141,2 1,90,5 0,20,1 -

Concentracioén de drospirenona: 0,5 mg/ml

De acuerdo a los resultados de la tablaepuus observar que el agregado de sustrato
disuelto en metanol provoca una disminudidportante en las conversiones. Si bien la
proporcion de solvente en el medio de cultivo es muy pequefa (0,3 ml de acetato de
etilo y 0,2 ml de metanol), evidentememrovoca un efecto importante, probablemente
toxico, sobre la actividad de los microorganismos. Este efecto no es observado cuando

se utiliza acetato de etilo como disolvente. Sin embargo los resultados de conversion
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obtenidos son menores que aquellos observados agregando la drospirenona en estado

sélido.

VI.5.7. Concentracion de sustrato

Se evaluo la concentracion Optima de dnesmina en el proceso de biotransformacion

de la misma. Las concentraciones finales ensayadas fueron: 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 y 0,5
mg/ml. Los parametros de tamafo del inéculo y tiempo de reaccion fueron los
establecidos anteriormente como 6ptimos. En cuanto a la velocidad de agitacion se
selecciond la correspondiente a 170 rpm dado que a esa velocidad se obtenian todos los

productos de reaccion. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura VI.13.

40

B Compuesto VI-2
B Compuesto VI-3
Compuesto VI-4

B Compuesto VI-3

Conversion%o
P
)

L |

0,5 04 03 02 01
[S] (mg/ml)

Figura VI1.13. Efecto de la concentracion de sustren el proceso de Biotransformacion

Podemos observar a partir de la Figural¥lque la concentracion de drospirenona que
presenta la maxima conversién correspoad®,1 mg/ml. Concentraciones mayores

disminuyen, aunque no de manera notoria, el porcentaje de conversion.

VI.6. Rendimiento de Biotransformacion: cepas fungicas efectivas
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Una vez evaluados los parametros del pmas Biotransformacion, se investigé el
comportamiento de las distintas cepas de Mucorales que habian resultado ser efectivas
en dicho proceso (Tabla VI.1). Se seleccionaron las condiciones en las cuales se
obtenian todos los productos de biotransformaciéf:esporas/ml como tamafio del
inoculo, 0,1 mg/ml de concentracion de satst, 30 °C, una velocidad de agitacion de
170 rpm y pH 5. Los ensayos fueron realizapostriplicado y los resultados para cada

una de las cepas ensayadas se muestran en la Tabla VI.5.

Tabla VI.5. Productos de Biotransformacion obtdws a partir de cepas fungicas del
Orden Mucorales

Cepa Conversién (%)
VI-2 VI-3 VI-4 VI-5
A. corymbifera - 31,9t0,5 13,21 5,#0,5 1,30,1
A. corymbifera
m 20,4+0,5 15,50,6 3,80,6 4,60,1
A. coerulea 22,2+6,6 15,62,8 3,2:0,7 2,90,1
S. racemosun 47,6t2,1 - 1,9t0,1 1,80,1

Teniendo en cuenta los resultados ddddla V1.5 podemos observar que el género
Absidia permite obtener un nimero mayor de productos de Biotransformacion. Las
especies ensayadas generaron productos de hidroxilaciébn en las posiciones 11 y 2
siendo en todos los casos la posicion 11 peefgal para la reaccion de oxidacion. Se
puede observar también que las distintas especies son capaces de producir la
epimerizacion en el carbono 17 (produ¢ted).

S. racemosuntambién generé productos de transformacion de drospirenona,
obteniéndose con este género conversiones mayores para el caso del producto

mayoritario ¥1-2). Este
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hongo no fue capaz de llevar a cabo la reaccidon de epimerizacion en el carbono 17, por

lo cual mostré un comportamiento altamente regioselectivo.

Conclusién

En esta parte del trabajo se logré llevar a cabo la Biotransformacion de la progestina
sintética drospirenona empleando célulaseras de diversas cepas fungicas como
biocatalizadores.

Primeramente se investigaron las estrategia®doldgicas apropiadas para realizar el
proceso de Biotransformacion. La estrategia de agregado del sustrato al microorganismo
en crecimiento en un medio de cultivo liquido fue la que permitié obtener los productos
de reaccion con mayores conversiones.

Una vez seleccionada la estrategia de Biotransformacion se optimizaron los diferentes
parametros del proceso: tamafio del indculo, tiempo de reaccion, temperatura, pH,
velocidad de agitacion y concentracion del sustrato.

Los productos obtenidos fueron completamente identificados por métodos
espectroscopicos siendo en todos los £a@soductos monohidroxilados. De los cuatro
productos obtenidos, tres de ellos resultaron novedosos. Sus estructuras fueron
determinadas por resonancia magnéticagangbrotonica y de carbono trece, mono- y
bidimensional.

Entre los géneros estudiados pertenecientes al Orden Mucorales, solabwdizey
Syncephalastrurfueron capaces de producir la Bastsformaciéon de drospirenona. Las
cepas de ambos géneros dieron productos monohidroxilados preferentemente en la
posicion 11 (VI-2). La cepa del géneédgncephalastrurmostré mayor conversion para

este compuesto monohidroxilado, en relacion a las cepas del gdrsatia.

Por otra parte, la Biotransformacion no sfie regioselectiva sino también en ambos
casos estereoselectiva dado que la hidroxilacion fue mayoritariamente ey remidin

o. Como maximo se obtuvo cerca de 6% del producto en configuraciBste es un
resultado interesante, ya que difiere del comportamiento estereoquimico de muchas

especies del génerAbsidia con sustratos esteroidales, que generan productos de
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hidroxilacion con configuraciofs. La estructura de la drospirenona conteniendo un
anillo lactonico y dos anillos de ciclopropano en configuragigrodria también ser
causa de esta estereoselectividad.

Si bien las cepas de los géneros mencionados dieron como producto mayoritario el
derivado a-monohidroxilado en posicion 11 y como productos minoritarios
monohidroxilados 1By 2, las cepas del génefdsidiaresultaron ser las Unicas que
actuaron como biocatalizadoras en la reaccion de epimerizacion en el carbdtho 17 (
3).

La cepaA. corymbifera —presentd mayores porcentajes de conversion para los
productosVI-2 y VI-4, mientras quéA. coeruleay A. corymbifera+/— resultaron ser

mas eficientes en la produccion\de3 y VI-5.
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VIl. PARTE EXPERIMENTAL

VII.1. Generalidades

VII.1.1. Solventes y reactivos

Los solventes utilizados en este trabajo de tesis en cromatografia (columna y capa
delgada) y extraccion fueron purificados por destilacion fraccionada (excepto el tolueno
gue fue utilizado directamente). Los solventes empleados en las reacciones son de grado
analitico y fueron utilizados sin ningun tratamiento adicional.

Todos los reactivos empleadosusiéizaron sin tratamiento previo.

VII.1.2. Biocatalizadores

1- Lipasas

Se emplearon lipasas de diferentes origenes:

A- Comercial

- Lipasa deCandida antarctica ECAL B) (Novozyn? 435, Novozymes)

Lipasa deCandida antarctica fraccibn B, inmovilizada sobre una resina acrilica
macroporosa. Es producida por el organismo huégspergillus oryzaeluego de
haberle transferido el gen que codifica para la lipasa correspondiente.
Actividad determinada por la velocidad con la que se sintetiza laurato de propilo a partir
de &cido laurico y 1-propanol (a#des de laurato de propilo, PLU*)

Actividad: 7400 PLU/g

*PLU es el acronimo de Propyl Laurate Units.

- Lipasa pancreatica porciBPL) (tipo Il, Sigma) antiene amilasa y proteasa
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Lipasa de pancreas porcino liofilizada siparte (s6lido conteniendo aproximadamente
25% en peso de proteina).
Actividad determinada por la velocidad corylee cataliza la liberacion de acido graso a
partir de aceite de oliva a pH 7,7.
Actividad: 135 U/mg (masa de proteina), 44 U/mg (masa de solido)
Contenido proteico del sélido (p/p): 32,6%

- Lipasa deCandida rugosqCRL) (tipo VII, Sigma) contiene lactosa

Lipasa deCandida rugosdiofilizada sin soporte.
Actividad determinada por la velocidad corglee cataliza la liberacion de acido graso a
partir de aceite de oliva pH 7,7.

Actividad: 1170U/mg (masa de sélido)

- Lipasa deRhizomucor miehdLIP) (Lipozymé& RM IM, Novozymes)

Lipasa de cepa seleccionada BRbizomucor mieheinmovilizada sobre resina de
intercambio anionico.
Actividad determinada por la velocidad de incorporacién de acido palmitico en trioleina
a 40 °C (unidad de transesterificacion en lote,8lU

Actividad: 25 BIU/g (masa de sélido)

*BlU es el acronimo de Batch Interesterification Units.

- Lipasa dePseudomonas capac{®S-C, Amano)

Lipasa dePseudomonasmmovilizada sobre particulas de ceramicas.
Actividad determinada por la velocidad de hidrdlisis de triacilglicéridos a pH 7,0 y 50
°C en presencia de seroalbumina bovina.

Actividad: 30 U/mg (masa de so6lido)

B- Proveniente del agro-residuo de Carica papaya

- Lipasa deCarica papayaCPL)
El latex deCarica papayaes extraido con agua destilada para eliminar el 99 % de las

proteasas. Las lipasas presentes en el latex se encuentran autoinmovilizadas en el mismo
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Actividad determinada por la velocidad corglee cataliza la liberacion de acido graso a
partir de tributirina.
Actividad: 1500 U/g (masa de sdlido)

C- Heterdloga

- Lipasa deRhizopus oryzagROL)

C-1. Produccién de lipasa heterdloga de Rhizopus oryzae

La produccién de la lipasa heteréloga Rleizopus oryzadéue llevada a cabo por el
grupo del Dr. Francisco Valero, en el Ddgpmento de Ingenieria Quimica de la
Universidad Autonoma de Barcelona.

Para la obtencion de ROe utiliz6 como hospedador una cepa mutant®idkia
pastoris(Mut®). Pichia pastoris contiene dos genes (AOX1 y AOX2) que codifican para
la enzima alcohol oxidasa. La mutante Mrgsulta de la delecion del g&OX1,
utilizando el metanol de manera lenta. Lpacéue transformada por electroporacion, el
vector con el que el hospedador fue transformado contiene una copia del gen que
codifica para la ROL. Se inocularon con el microorganismo erlenmeyes conteniendo un
litro de medio de cultivo, antes de su incorporacion al birreactor. Luego de 30 minutos
de ser incubados a 30 °C y a 200 rpm, el cultivo fue centrifugado a 4000 x g y las
células fueron resuspendidas en 30 ml de agua estéril y se utilizaron para inocular 5
litros del biorreactor. Las condiciones téenperatura y agitacion del biorreactor fueron

30 °C y 1000 rpm y a pH controlado de 5.5. Inicialmente el cultivo del biorreactor
comenzo con una concentracion de glicerol de

40 gl/litro, luego en una segunda fase (fdseransicién) cuando la concentracién de
glicerol disminuyd, se adicionaron en forseparada 10 g/litro de sorbitol y 5 g/litro de
metanol. Una vez que los sustratos fueron consumidos se comenzé con la fase de
induccién con el agregado de sorbitol en una relacion exponencial pre-programada con
el objetivo de mantener una relacion de créamo en un valor constante. El valor de la
concentraciéon de metanol (valor de ajustsed poinf fue mantenido mediante un

algoritmo de control predictivo acoplado aaontrolador de realimentacion Pl, ambas
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técnicas son las utilizadas actualmente jgargrolar los procesos. De ésta manera se
logré optimizar la producciéon de ROL. Pdltimo el cultivo fue centrifugado y
microfiltrado para remover la biomasa. El sobrenadante fue concentrado por
ultrafiltracion, dializado vy liofilizadd.

Actividad: 593UA/mg de proteina

C-2. Inmovilizacién de la lipasa de Rhizopus oryzae en diferentes soportes

Se prepararon derivados inmovilizados deLRfrificada (la cantidad de enzima fue
determinada mediante el ensayo de Bradfoih).todos los casos el porcentaje (%) de
enzima inmovilizada fue determinado utilizando nuevamente la técnica de Bradford.

La actividad enzimética fue determinaapartir de la absorbancia a 348 ram (

376 = 5.150 m-1cm-1) deknitrofenol p-NP) generado por hidrélisis enzimética del
compuest@-NPB (p-nitrofenol butirato). La reaccion de hidrdlisis se llevo a cabo por
el agregado de 2,5 ml de una soluciornpedPB (0,4 mM) en solucion reguladora de
fosfato de sodio (25 mM) pH 7 a 0,05-0,2 ml de una solucion de lipasa a 25 °C. El

blanco de reaccion fue realizado a partir de la solucion de lipasa.

C.2.1. Inmovilizacion de la lipasa de Rhizopus oryzae en Octadecyl Sepabeads®
(ROL1)

Para llevar a cabo la inmovilizacién de la lipasaRlezopus oryzaen el soporte
ocatedecil sepabeads, 2 g del soporte fueron colocados en 20 ml de fosfato de sodio
(25mM pH 7) conteniendo 25 mg de lipasa. La mezcla fue agitada a 250 rpm durante 3
horas, a una temperatura de 25 °C. Luegtratescurrido el tiempo necesario para la
adsorcion, la solucion fue filtrada y el soporte fue lavado sucesivas veces con agua
destilada.

El porcentaje de inmovilizacion, que en este caso fue del 80%, y la actividad

enzimatica: 948 UA/ g (masa de soporte).
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C.2.2. Inmovilizacion de la lipasa de Rhizopus oryzae en Lewatit®(R&DI02)

Se coloco la misma cantidad de soporte, t#W&00, que en el caso anterior y se siguid
el mismo procedimiento. En este caso el porcentaje de inmovilizacién fue ligeramente

superior: 86 % y la actividad enzimética: 1240 UA/g (masa de soporte).

C.3.3. Inmovilizacion covalente multipuntual de la lipasa de Rhizopus oryzae en
Lewatit® CNP 105 (ROL3)

La resina comercial Lewatit® CNP 105 conteniendo los grupos aldehidos fue
previamente activada de acuerdo a la metodologia presentada en la lite2aguds!
soporte fueron agregados a 20 ml de unacgmureguladora de bicarbonato de sodio
(100 mM pH 10,1) conteniendo 25 mg de lipasa. La mezcla fue agitada a 250 rpm
durante 24 horas a 25 °C. Una vez culminado el proceso de inmovilizacion, se
determind la actividad enzimatica y se agregaron 25 mg NaBahscurridos 30
minutos la solucién fue filtrada y se realizaron lavados del soporte con cantidades de
agua destilada. El porcentaje de inmovilizacién calculado fue del 55 % vy la actividad

enzimatica: 897 UA/g (masa de soporte).
2- Células enteras
- Absidia corymbifera {BAFC 1080)

- Absidia corymbifera (BAFC 1072)

- Absidia corymbifera +/-

- Absidia coerulea

- Rhizopus oryzae
- Mucor plumbeu$BAFC 2314)

Las cepas denominadas BAFC corresponddasadepositadas en el Cepario de la
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. Las cepas y
medios de cultivo necesarios para el estudio fueron otorgados por el Laboratorio de

Microbilogia de Alimentos del Departamentte Quimica Organica. El laboratorio
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mencionado facilité el lugar y el uso d&juipamiento adecuado para llevar a cabo la
manipulacion de los micoorganismos tgdos los ensayos correspondientes a las
reacciones de Biotransformacion, dado que el mismo se encuentra habilitado para dicha
labor. La purificacion, andlisis y carad#acion de los compuestos obtenidos fueron
realizadas en el laboratorio de Biocaiélidel Departamento de Quimica Orgénica.

Las cepas fueron crecidas en tubos inclinados conteniendo agar extracto de maltas,
incubadas durante 7 dias a 25 °C con eltiobjele obtener cultivos bien esporulados.
Posteriormente a los tubos conteniendo cultivos se les agregé 10 ml de medio liquido
malta peptona, se los agité y de sobrenadante se tomé una alicuota para realizar el
recuento de esporas utilizando la camara de Neubauer. Con la suspensién madre asi
obtenida y de titulo conocido se llevaron a cabo los ensayos de Biotransformacion.
Metodologia A en esta metodologia un volumen determinado de la suspensién madre
(dependiendo del inéculo final deseado) fue adicionado a 20 ml de medio de cultivo
liquido malta peptona. Luego del tiempdatdecido se le agregd directamente el
sustrato (drospirenoana) en forma directa o previamente disuelto en acetato de etilo o
metanol.

Metodologia B en esta metodologia un volumen determinado de la suspension madre
fue colocado a 20 ml de medio de cultivo liquido malta peptona. Luego del tiempo
establecido los microorganismos fueron filtrados y resuspendidos en 20 ml de solvente
organico: dioxano, hexano, tolueno (Metodologia BP1) o en 20 ml se una solucién
reguladora acetato de sodio/acido acétpH 5 (Metodologia BP2). Luego de la
resuspension de los microorganismos se@gdirectamente una cantidad determinada

de drsopirenona.

VIl.1.3. Reactores

Todas las reacciones en las que se emplearon biocatalizadores, a excepcion de aquellas
que se realizaron a reflujo, se llevaron a cabo dentro de erlenmeyers tapados en un
agitador orbital termostiaado a 30-55 °C C INNOVA4000 (New Brunswick) o bien

en un agitador orbital Sonfé¢Scientifica) termostatizado a 10-55 °C.

Las reacciones en las que se emple0 rathiade microondas se realizaron en un reactor

monomodo CEM-Discov&r en vaso cerrado (tubos de 10 ml de capacidad) con
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agitacion magnética y refrigeracion por aita. potencia de la radiacion esta limitada
por la temperatura maxima de opeéacque se indicdé donde fue necesario.

Todas las demas reacciones se llevarorba ea balones con agitacion magnética. En
los casos donde se indica calentamientatéied una plancha calefactora con bafio de

aceite y condensador a reflujo refrigerado con agua.

VII.1.4. Separaciones

Métodos cromatograficos

Las cromatografias en columna se realizaron empleando como adsorbente silicagel
(Silicagel 60, malla 230-400, Merck). Las cromatografias en capa preparativa se
realizaron en placas de aluminio de 2@& cm con silicagel (0,2 mm de espesor)
(Silicagel 60ks4, Merck)

Filtraciones

Las filtraciones se realizaron con embutados fritados y aplicando vacio en el caso de las
separaciones enzimaticas.

Las filtraciones de los microorganismos utilizados en los ensayos de Biotransformacion
se realizaron (en los casos en los queegeirié) con embudos y gasas estériles.

VII.1.5. Parte analitica

Los puntos de fusion fueron determinados en un aparato Fisher-Johns y no tuvieron
correccion.

Los poderes rotatorios fueron medidos en un polarimetro Perkin-Elmer 343 empleando
una lampara de sodi@< 589 nm) en microceldas de 1 dm de longitud a temperatura
ambiente, utilizando el solvente y la concentracién que se indica en cada caso.

Los analisis elementales (C, H, N) fueroalimdos con un analizador elemental CE-
440 (Exeter Analytical, Inc.) y un analizacelemental Perkin-Elmer 240 (C,H).
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a) Métodos espectroscopicos

Los espectros de absorcion infrarroja )(Ie adquirieron en un espectrofotometro
Nicolet Magna-IR 550 (FT-IR) en pelicula sobre bromuro de potasio o en solucion en el
solvente indicado empleando ventanas demoiro de potasio con espaciados de 0,25
mm.

Los espectros de resonancia magnética nuclear proténica (RylNe realizaron a
200,1 y 500 MHz en un espectrometro Bruker AC-200 y Bruker AM-500
respectivamente. Los espectros de resonancia magnética nuclear de carbono 13 (RMN
3C) se realizaron a 50,2 y 125,8 MHz en un espectrémetro Bruker AC-200 y Bruker
AM-500 respectivamente. Todas las muessasanalizaron en tubos de 5 mm de
diametro y los solventes empleados se indican en cada caso.

En algunos casos se realizaron asignaciesesicturales utilizando técnicas de RMN
bidimensionales (COSY, HSQC, HMBC y NOESY) utilizando un espectrémetro
Brucker AM-500. Los desplam@ientos quimicos para RMN se expresan en todos los
casos en la escald en partes por millon (ppm)con respecto a la resonancia del
tetrametilsilano, empleado como referencia interna (0,00 ppm). La multiplicidad de las
sefiales de RMNH se expresa en cada caso como singulete (s), singulete ancho (sa),
doblete (d), doble doblete (dd), doble doble da&b(dtd), doble triplete (dt), triplete (t),
cuarteto (c) y multiplete (m).

Los desplazamientos quimicos de RMI se expresan en todos los casos en la escala
8, en partes por millon (ppm) y se emplea como estandar interno la sefial que
corresponde al solvente empleado.

Los espectros de masa de ionizacion pgraicto electrénico (EM-IE) se realizaron por
introduccion directa empleando los espaug@ros de masa TRIO-2 VG Masslab,
Shimadzu QP-5000 y Thermo Scientific EM/DSQ Il a 70 eV. Los espectros de masa de

alta resolucion se llevaron a cabo en in Espectrémetro Bruker microTOF-Q I1.

b) Métodos cromatograficos

Las cromatografias analiticas en capa delgada se realizaron con placas de aluminio de

silicagel de 0,2 mm de espesos (Silicagel.g6pMerck). Los reveladores utilizados
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fueron: luz ultravioleta a 254 nm, vapores de yodo, molibdato de amonio (50 g/l):sulfato
cérico (1 g/l) en sulfarico acuoso 10 % v/v. En este Ultimo caso se empled una pistola de
aire caliente para calentar la placa en la ultima parte del revelado.

Las cromatografias gas-liquida (CGL) se llevaron a cabo en un cromatografo Thermo
Finnigan Focus GC asociado a la estacion de trabajo Chrom Card con detectos de
ionizacién de llama (FID) y nitrbgeno como gas portador.

Se trabajo con una columna capilar HP-17 de 10 metros de longitud y 0,53 mm
diametro interno y temperatura maxima de ap@mn de 300 °C. La fase estacionaria de

la columna esta compuesta por fenil metil siloxano entrecruzado 50 %.

VII.2 Sintesis de ésteres de acido 2-oxoglutarico de cadena media y larga catalizada
por lipasas

VII.2.1. Procedimiento general para la preparacion de diésteres de &cido 2-
oxoglutarico
(m-1)

El acido 2-oxoglutarico (1 mmol) fue agregados a 10 ml de hexano conteniendo 0,3 t de
CAL B (lipasa deCandida antarcticho 10 ml de éter diisopropilico conteniendo 1,5 g

de CPL (lipasa d€arica papaya conteniendo el alcohol indicado en cada caso (2
mmol). La mezcla fue agitada en un agitador orbital a 55 °C y 200 rpm por un periodo
de 6 y 72 horas para CAL B y CPL respeatiente. Una vez finalizada la reaccion la
enzima fue separada del medio por filtracién y el solvente evaporado a presiogaeduci
El producto de reaccion fue purificado paromatografia en columna de silicagel
(hexano:AcOEt 9:1). La caracterizacion dedqucto, una vez aislado, fue realizada por
FT-IR, punto de fusién, andlisis elemental de carbono e hidrégeno, ‘RIMN=C de

500 MHz, RMN de correlacion COSY, HSQC y HMBC.

2-oxoglutarato de dihexildI{-2 )

Compuesto oleoso (267 mg, 85 % rendimiento CAL B; 238 mg, 75 % rendimiento CPL). IR
(film, cm™): 2958, 2931, 2861 y 1733. RMM (500 MHz, CDC}), & 0,89 (t, J= 6,6 Hz,
6H, CHs); 1,45-1,26 (m, 12H,-(Chis(CH,),O0C(CH),COCOO(CH)(CHy)s-); 1,62 (m,
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2H, -CHCH,O0C(CH,),COCOO0-); 1,73 (m, 2H, -OOC(GHCOCOOCHCH,-); 2,67 (t,
J= 6,6 Hz, 2H, -OOCCHKH,COCOO-); 3,16 (t, J= 6,6 Hz, 2H, -OOCEEH,COCOO-);
4,07 (t, J= 6,8 Hz, 2H, -CHOC(CH),COCOO-); 4,26 (t, J= 6,8 Hz, 2H, -
OOC(CH),COCOOCH-). RMN **C (125 MHz, CDGJ): & 14,0 ((Hs); 22,5; 25,3; 25,5;
28,3; 28,5; 31,4; 31,3

(-(CH2)3(CH2).00C(CH).COCOO(CH)z(CH2)s-); 27,6 (-OOCEI,CH,COCOO0-); 34,2 (-
OOCCH-CH,COCOO-); 65,1 (-B,00C(CH),COCO0-); 66,7 (-COCOOE,CH,-);
160,6 (-OOC(CH),COCOO0-); 172,0 (-OOC(CH,COOD0-); 192,4(-OCCHCH,COCOO-

). EM-IE: m/z (intensidad relativa): 315 [K1}(24), 185(17), 101(100), 85(23), 43(39).
Andlisis elemental calculado para/B300s: C 64,94%; H 9,62%. Encontrado C 65,01%; H
9,86%

2-oxoglutarato de di-odecildI(-3)

Compuesto oleoso (289 mg, 78 % rendimiento CAL B; 241 mg, 65 % rendimiento
CPL). IR (film, cm™): 2956, 2928, 2857 y 1732. RMIM (500 MHz, CDC}), § 0,88 (t,

J= 7,0 Hz, 6H, Ch); 1,41-1,27 (m, 12H,-
(CH2)3(CH2)200C(CH,)COCOO(CH)2(CHy)z-); 1,61 (m, 2H, -
CH,CH,O0C(CH,),COCOO0-); 1,73 (m, 2H, -OOC(CGHCOCOOCHCH,-); 2,67 (t,

J= 6,6 Hz, 2H, -OOCCKH,COCOO-); 3,16 (t, J= 6,6 Hz, 2H, -
OOCCHCH,COCOO0-); 4,07 (t, J= 6,8 Hz, 2H, -GBIOC(CH,),COCO0-); 4,26 (t, J=
6,8 Hz, 2H, -OOC(CH,COCOOCH-). RMN **C (125 MHz, CDG)): § 14,1 (Hs-);
22,6; 25,7; 25,9; 29,1; 31,7 (¥5)3(CH,).O0C(CH,),COCOO(CH)»(CH>)s-); 27,7 (-
OOCH,CH,COCOO0-); 34,3 (-OOCCHCH,COCOO0-); 65,1 (-6,
OOC(CH,),COCO0-); 66,6 (-COCOOE,CH,-); 160,6 (-OOC(CH),COCO0-); 172,0
(-OOC(CH),COC00-); 192,6 (-OOCCH H,COCOOCH-). EM-IE: m/z (intensidad
relativa): 371 [M] (34), 259(9), 213(26), 147 (13), 113 (23), 101(100), 71(65), 57(49),
43(30). Analisis elemental calculado paraHzsOs: C 68,07%; H 10,34%. Encontrado
C 68,41%; H 10,35%
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2-oxoglutarato de di-dodecildll-4 )

Solido blanco, Pf: 35-37 °C (348 mg, 72 % rendimiento CAL B; 256 mg, 53 %
rendimiento CPL). IR (film, ci): 2954, 2922, 2852 y 1730. RMM (500 MHz,
CDCl), & 088 (t, J= 7,0 Hz, 6H, GCGH 1,40-1,23 (m, 12H,-
(CH2)3(CH2):00C(CH).COCOO(CH)A(CH)~  ); 1,61 (m, 2H, -
CH,CH,O0C(CH,),COCOO-); 1,73 (m, 2H, -OOC(CHCOCOOCHCH,-); 2,67 (t,

J= 6,6 Hz, 2H, -OOCCKH,COCOO-); 3,16 (t, J= 6,6 Hz, 2H, -
OOCCHCH,COCOO0-); 4,07 (t, J= 6,8 Hz, 2H, -GBIOC(CH;),COCOO0O-); 4,26 (t, J=
6,8 Hz, 2H, -COOCH). RMN °C (125 MHz, CDG): 6 14,1 (Hs-); 22,7; 25,7; 25,8;
28,3; 28,5; 29,2; 29,3; 29,4, 29,5; 29,6; 31,9
((CH2)3(CH2),00C(CH).,COCOO(CH)2(CH2)3-);

27,6 (-OOCE,CH,COCOO-); 34,2 (-OOCCHCH,COCOO-); 65,1 (-6
OOC(CH,),COCOO0-); 66,6 (-COCOOE,CH,-); 160,6 (-OOC(CH,COCOO0-); 172,1
(-OOC(CH,),COC00-); 192,7 (-OOCCKCH,COCOOCH:-). EM-IE: m/z (intensidad
relativa): 483 [M] (32), 269(28), 169(52),101(100), 85(58), 57(99), 43(60). Andlisis
elemental calculado paradBs,Os: C 72,15%; H 11,28%. Encontrado C 72,51%; H
11,68%

2-oxoglutarato de di-tetradecildl(-5 )

Solido blanco, Pf: 39-41 °C (409 mg, 76 % rendimiento CAL B; 264 mg, 49 %
rendimiento CPL). IR (film, cil): 2954, 2920, 2851 y 1729. RMM (500 MHz,
CDCl), & 088 (t J= 7,0 Hz, 6H, CH 1,39-1,26 (m, 12H, -
(CH2)3(CH,).00C(CH).COCOO(CH)2(CHz)s- ); 161 (m, 2H, -
CH,CH,00C(CH,),COCOO0-); 1,72 (m, 2H, -OOC(GHCOCOOCHCH,-); 2,67 (t,
J= 6,6 Hz, 2H, -OOCCKH,COCOO-); 3,16 (t, J= 6,6 Hz, 2H, -
OOCCHCH,COCOO0-); 4,07 (t, J= 6,8 Hz, 2H, -GBIOC(CH,),COCOO0-); 4,26 (t, J=
6,8 Hz, 2H, -OOC(CH,COCOOCH-). RMN *°C (125 MHz, CDCJ): 5 14,1 ((Hs-);
22,7; 25,8; 25,9; 28,3; 28,6; 29,2; 29,3; 29,4; 29,5; 29,6; 29,7; 31,9 (
(CH2)3(CH,),00C(CH),COCOO(CH)»(CH2)z-); 27,6 (-OOCEI,CH,COCOO0-); 34,3
(-OOCCH-CH,COCOO0-); 65,1 (-El, OOC(CH),COCOO-); 66,7 (-COCOOE,CH,-
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),  160,6  (-(CH),COCOO-); 172,1 (-(CH.,COC00-); 192,7 (-
OOCCHCH,COCOOCH-). EM-IE: m/z (intensidad relativa): 539 [M]17), 343(5),
197(23),101(62), 85(58), 71(96), 57(100), 43(9&nalisis elemental calculado para
Cs3H620s: C 73,56%; H 11,60%. Encontrado C 73,71%; H 11,73%.

2-oxoglutarato de di-hexadecildIf6 )

Solido blanco, Pf: 56-58 °C (410 mg, 69 % rendimiento CAL B; 238 mg, 40 %
rendimiento CPL). IR (film, cft): 2956, 2919, 2850 y 1732. RMAH (500 MHz,
CDCl), & 089 (t J= 7,0 Hz, 6H, GCGH 138126 (m, 12H, -
(CH2)3(CH2)200C(CH,),COCOO(CH)x(CHy)s- ); 1,61 (m, 2H, -
CH,CH,O0C(CH,),COCOO0-); 1,73 (m, 2H, -OOC(GHCOCOOCHCH,-); 2,67 (t,

J= 6,6 Hz, 2H, -OOCCKH,COCOO-); 3,15 (t, J= 6,6 Hz, 2H, -
OOCCHCH,COCOO0-); 4,07 (t, = 6,8 Hz, 2H, -GBIOC(CH,),COCOO0-); 4,26 (t, J=

6,8 Hz, 2H, -OOC(ChH,COCOOCH-). RMN **C (125 MHz, CDC)): § 14,1 ((Hs-);
22,7; 25,8; 25,9; 29,2; 29,3; 29,4; 29,5; 29,6; 29,7; 31,9 (
(CH2)3(CH2)200C(CH,).COCOO(CH)2(CH2)z-); 27,7 (-OOCE,CH,COCOO-); 34,3
(-OOCCH-CH,COCOO0-); 65,1 (-El, OOC(CH),COCOO0-); 66,7 (-COCOOE,CH,-

)i 160,7 (-(CH).,COCOO0-); 172,1 (-(CRY.LOQ00-); 192,7 (-
OOCCHCH,COCOOCH-). EM-IE: m/z (intensidad relativa): 595 [M]65), 371(9),
325(14), 225(30), 101(66), 85(48), 71(56), 57(100), 43(82). Andlisis elemental
calculado para £H700s: C 74,69%; H 11,86%. Encontrado C 74,71%; H 11,03%.

2-oxoglutarato de di-octadecildl(-7 )

Sdlido blanco, Pf. 67-69 °C (377 mg, 58 % rendimiento CAL B; 202 mg, 31 %
rendimiento CPL). IR (film, cil): 2956, 2920, 2850 y 1729. RMAH (500 MHz,
CDCL), & 088 (t, J= 7,0 Hz, 6H, GH 1,37-1,26 (m, 12H, -
(CH2)3(CH2):00C(CH).COCOO(CH)(CH)~  ); 1,61 (m, 2H, -
CH,CH,OOC(CH,),COCOO0-); 1,73 (m, 2H, -OOC(GHCOCOOCHCH,-); 2,67 (t,

J= 6,6 Hz, 2H, -OOCCKH,COCOO-); 3,16 (t, J= 6,6 Hz, 2H, -
OOCCHCH,COCOO0-); 4,07 (t, J= 6,8 Hz, 2H, -GBIOC(CH,),COCOO0-); 4,26 (t, J=
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6,8 Hz, 2H, -OOC(CH,COCOOCH-). RMN **C (125 MHz, CDC)): § 14,1 (GHs);
22,7, 27,7, 28,3, 28,5; 29,2; 29,4, 29,5; 29,6; 31,9
((CH)3(CH,).00C(CH).,COCOO(CH)2(CH2)3-); 27,7 (-OOCEI,CH,COCOO-); 34,2
(-OOCCH-CH,COCOO0-); 65,2 (-El, OOC(CH),COCOO-); 66,7 (-COCOOE,CH,-
)i 160,9 (-(CH).,COCOO0-); 172,1 (-(CRY.LOC00-); 192,7 (-
OOCCHCH,COCOOCH-). EM-IE: m/z (intensidad relativa): 650 [M]2), 353(13),
253(36), 101(66), 71(86), 57(100), 43(76).aksis elemental calculado para;B7s0s:
C 75,64%; H 12,08%. Encontrado C 75,71%; H 12,13%.

VII.3 Sintesis enzimatica de detados acilados de hidrocortisona

VII.3.1. Procedimiento general para la preparacion enzimatica de de acido 21-acil

derivados de hidrocortisond\(-1)
VII.3.1.1. Acilacion utilizando como agente aaila &cido carboxilico o su éster etilico

El sustrato (0,4 mmol) fue agregado a 30 ml de tolueno (en el caso de la preparacion del
compuesto acetilado se utiliz6 como solveneeilante acetato de etilo) conteniendo el
acido carboxilico correspondiente (4 mmoBweéster de etilico. Se adicioné 300 mg de
CAL By la suspension fue sometida a reflujo (110 °C) con agitacion magnética. En el
caso de la acetilacion utilizando acetato de,da reaccion fue colocada en un agitador
orbital a 55 °C. Luego de transcurridas 24 horas la reaccion la enzima fue separada del
medio por filtracion y el solvente evaporadprasion reducida. El producto de reaccién

fue purificado por cromatografia en columna de silicagel (hexano:AcOEt 6:4). La
caracterizacion del producto, una vez aislado, fue realizada por FT-IR, punto de fusion,
andlisis elemental de carbono e hidrégeno, RMNy *C de 500 MHz, RMN de
correlacion COSY, HSQC y HMBC.

VII.3.1.2. Acilacion de hidrocortisona utilizando la metodologia one pot

El sustrato (0,4 mmol) fue agregado a 50 ml de tolueno conteniendo el &cido carboxilico

correspondiente (4 mmol) y 0,25 ml de etanol (4 mmol). Se adicion6 360 mg de CAL B
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y la suspension fue sonmddi a reflujo (110 °C) con agitacibn magnética. El

procedimiento se continué como se describe en la seccion VII.3.1.1.

21-Acetato de 13,17a-dihidroxipregn-4-en-3,20-diond\(-2)

Sélido blanco (160 mg, 92%), Pf: 221-223 °@)f°: +169° (c= 2,00, CHG). Datos
de punto de fusién y rotacion especifieportado en literatura: p.f.: 217-218, {G]p*
+138° (acetond)Datos deRMN 'H y ** C coincidentes con los reportados en

literatura>®
21-Hexanoato de J317a-dihidroxipregn-4-en-3,20-diond\(-3)

Sdlido blanco (168 mg, 88 % rendimiento, agente acilante: &cido hexanoico; 172 mg, 90
% rendimiento, agente acilante: hexanoato de etilo; 178 mg, 68é/fo}, Pf: 124-125

°C. [a]p®: +99,4° (c= 2,88, CHG). RMN *H (500 MHz, CDC}), & 1,85 (1H, m, H-

1a); 2,21 (1H, m, H-B); 2,34 (1H, dt, J= 17,0; 4,5 Hz, HxP, 2,50 (1H, m, H-B); 5,70

(1H, d, J=1,2 Hz, H-4); 2,25 (1H, m, Rx§ 2,51 (1H, m, H-8); 1,11 (1H, m, H-&);

2,03 (1H, m, H-B); 2,07 (1H, m, H-8); 1,00 (1H, dd, J=11,0; 3,2 Hz, H-9); 4,48 (1H,
dd, J=6,2; 3,2 Hz, H-Xi); 2,06 (1H, m, H-12); 1,75 (1H, dd, J= 14,0; 2,6 Hz, H{1)2

1,72 (1H, m, H-14); 1,48 (1H, m, H-&% 1,80 (1H, m, H-1B); 1,48 (1H, m, H-16);

2,74 (1H, m, H-1B); 0,94 (3H, s, H-18); 1,43 (3H, s, H-19); 4,88 (1H, d, J=17,5 Hz, H-
21); 5,04 (1H, d, J=17,5 Hz, H-21), 2,43 (1H, dt, J=7,6; 1,6 Hz, H-23); 1,65 (1H, m, H-
24); 1,33 (4H, m, H-25,26); 0,90 (3H, dt, J=7,0 Hz, H-27). RMN (125 MHz,
CDCl): 8 34,9 (C-1); 33,9 (C-2); 200,0 (C-3)22,2 (C-4); 172,9 (C-5); 32,1 (C-6);
32,8 (C-7); 31,4 (C-8); 56,0 (C-9); 39,4-(D); 68,2 (C-11); 39,7 (C-12); 47,7 (C-13);
52,0 (C-14); 23,6 (C-15); 34,6 (C-16); 89,0 (C-17); 17,0 (C-18); 20,9 (C-19); 205,4
(C20); 67,9 (C-21); 172,9 (C-22); 33,9 (C-23); 25,0 (C-24); 31,2 (C-25); 22,3 (C-26);
13,9 (C-27). EM-IE: m/z (intensidad relativa): 460 [M]L), 344(2), 285(6), 43(100).
Andlisis elemental calculado para/8400s C 70,41%; H 8,75%. Encontrado C
70,25%; H 8,65%.
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21-Octanoato de 14,17«a-dihidroxipregn-4-en-3,20-diond\(-4)

Solido blanco (177 mg, 91 % rendimiento, agente acilante: acido octanoico; 176 mg, 90
% rendimiento, agente acilante: octanoato de etilo; 179 mg, 82éfqo}, Pf: 104-105

°C. [a]p®: +109,3° (c= 1,00, CHG). RMN 'H (500 MHz, CDC}), § 1,88 (1H, m, H-

1a); 2,21 (1H, m, H-B); 2,33 (1H, dt, J= 17,0; 4,5 Hz, HxP 2,51 (1H, m, H-B); 5,68

(1H, d, J=1,2 Hz, H-4); 2,25 (1H, m, kg 2,50 (1H, m, H-B); 1,14 (1H, m, H-&);

2,04 (1H, m, H-B); 2,08 (1H, m, H-8); 1,04 (1H, dd, J=11,0; 3,2 Hz, H-9); 4,47 (1H,
dd, J=6,0; 3,2 Hz, H-4); 2,06 (1H, m, H-1&); 1,76 (1H, dd, J= 14,0; 2,6 Hz, H{)2

1,73 (1H, m, H-14); 1,48 (1H, m, H-&% 1,84 (1H, m, H-1B); 1,48 (1H, m, H-16);

2,75 (1H, m, H-1B); 0,95 (3H, s, H-18); 1,44 (3H, s, H-19); 4,88 (1H, d, J=17,5 Hz, H-
21); 5,03 (1H, d, J=17,5 Hz, H-21), 2,43 (1H, dt, J=7,5; 1,6 Hz, H-23); 1,67 (1H, m, H-
24): 1,32 (8H, m, H-25-28); 0,89 (3H, t, J=7,0 Hz, H-29). RWM®I (125 MHz, CDG)):

§ 34,9 (C-1); 33,9 (C-2); 199,8 (C-3); 122@-4); 173,8 (C-5); 32,0 (C-6); 32,9 (C-7);
31,5 (C-8); 56,2 (C-9); 39,4 (C-10); 68,2 (C-11); 39,9 (C-12); 47,7 (C-13); 52,1 (C-14);
23,8 (C-15); 34,8 (C-16); 89,8 (C-17); 17,1 (C-18); 21,0 (C-19); 205,1 (C20); 67,9 (C-
21); 172,3 (C-22); 34,0 (C-23); 25,0 (C-24); B{C-25); 29,1 (C-26); 29,0 (C-27); 22,7
(C-28); 14,2 (C-29). EM-IE: m/z (intensidad relativa): 488 N1]2), 344(30), 185(11),
143(23), 127(72), 57(100). Analisis elemental calculado pagd,&Os: C 71,28%; H
9,08%. Encontrado C 71,05%; H 9,05%.

21-Decanoato de J317a-dihidroxipregn-4-en-3,20-diond\(-5)

Solido blanco (149 mg, 70 % rendimiento, agente acilante: &cido decanoico; 160 mg, 75
% rendimiento, agente acilante: decanoato de etilo; 166 mg, 680}, Pf:117-118

°C. [a]p®: +69,5° (c= 1,00, CHG). RMN *H (500 MHz, CDC}), & 1,89 (1H, m, H-

1a); 2,22 (1H, m, H-B); 2,33 (1H, dt, J= 17,0; 4,5 Hz, HxP, 2,50 (1H, m, H-B); 5,71

(1H, d, J=1,2 Hz, H-4); 2,22 (1H, m, kg 2,53 (1H, m, H-B); 1,14 (1H, m, H-&);

2,03 (1H, m, H-B); 2,08 (1H, m, H-8); 1,04 (1H, dd, J=11,0; 3,2 Hz, H-9); 4,50 (1H,
dd, J=6,2; 3,2 Hz, H-Xi); 2,06 (1H, m, H-12); 1,76 (1H, dd, J= 14,0; 2,6 Hz, H{1)2

1,73 (1H, m, H-14); 1,48 (1H, m, H-&% 1,84 (1H, m, H-1B); 1,48 (1H, m, H-16);
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2,75 (1H, m, H-1B); 0,99 (3H, s, H-18); 1,47 (3H, s, H-19); 4,88 (1H, d, J=17,5 Hz, H-
21); 5,04 (1H, d, J=17,5 Hz, H-21), 2,45 (1H, dt, J=7,5; 1,6 Hz, H-23); 1,68 (1H, m, H-
24); 1,31 (12H, m, H-25-30); 0,90 (3H, t, J= 7,0 Hz, H-31). RME (125 MHz,
CDCl): 8 34,9 (C-1); 34,0 (C-2); 199,7 (C-3)22,5 (C-4); 173,8 (C-5); 32,0 (C-6);
32,9 (C-7); 31,6 (C-8); 56,1 (C-9); 39,4-(D); 68,4 (C-11); 39,9 (C-12); 47,8 (C-13);
52,2 (C-14); 23,8 (C-15); 34,8 (C-16); 89,9 (C-17); 17,3 (C-18); 21,1 (C-19); 205,0
(C20); 67,8 (C-21); 172,2 (C-22); 34,0 (C-23); 25,0 (C-24); 32,2 (C-25); 32,0 (C-26);
29,5 (C-27); 29,4 (C-28); 29,2 (C-29p2,8 (C-30); 14,3 (C-31). EM-IE: m/z
(intensidad relativa): 516 [M] (4), 344(16), 285(38), 155(46), 43(100). Analisis
elemental calculado paras@4s0s: C 72,06%; H 9,36%. Encontrado C 72,00%; H
9,25%.

21-Octadecanoato de gl 7a-dihidroxipregn-4-en-3,20-diond\(-6)

Solido blanco (159 mg, 61 % rendimiento, agente acilante: acido octadecanoico; 169
mg, 65 % rendimiento, agente acilante: octadecanoato de etilo; 185 mgpiié pa},
Pf:73-75 °C. §]po>>: +46,5° (c= 0,62, CHG). RMN *H (500 MHz, CDC}), 5 1,87 (1H,

m, H-1a); 2,22 (1H, m, H-B); 2,34 (1H, dt, J= 17,0; 4,5 Hz, Hx? 2,51 (1H, m, H-

2B): 5,69 (1H, d, J=1,2 Hz, H-4); 2,23 (1H, m, )62,52 (1H, m, H-B); 1,14 (1H, m,
H-7a); 2,05 (1H, m, H-B); 2,09 (1H, m, H-8); 1,04 (1H, dd, J=11,0; 3,2 Hz, H-9); 4,48
(1H, dd, J=6,2; 3,2 Hz, H-13; 2,06 (1H, m, H-1&); 1,75 (1H, dd, J= 14,0; 2,6 Hz, H-
128); 1,70 (1H, m, H-14); 1,47 (1H, m, H-&% 1,83 (1H, m, H-1B); 1,47 (1H, m, H-
160); 2,78 (1H, m, H-1B); 0,97 (3H, s, H-18); 1,47 (3H, s, H-19); 4,85 (1H, d, J=17,5
Hz, H-21); 5,03 (1H, d, J=17,5 Hz, H-21), 2,46 (1H, dt, J=7,5; 1,6 Hz, H-23); 1,64 (1H,
m, H-24); 1,28 (28H, m, H-25-38); 0,90 (3H, t, J= 7,0 Hz, H-39). RMN(125 MHz,
CDCl): 8 35,1 (C-1); 34,1 (C-2); 199,8 (C-3)22,5 (C-4); 174,0 (C-5); 32,1 (C-6);
32,9 (C-7); 31,6 (C-8); 56,2 (C-9); 39,4-(0); 68,4 (C-11); 39,9 (C-12); 47,8 (C-13);
52,2 (C-14); 23,8 (C-15); 34,8 (C-16); 89,9 (C-17); 17,3 (C-18); 21,1 (C-19); 205,0
(C20); 67,8 (C-21); 172,3 (C-22); 33,9 (C-23); 25,0 (C-24); 32,1 (C-25); 29,8 (C-26-
33); 29,7 (C-34); 29,6 (C-35); 29,5 (C-36); 29,4 (C-37); 22,8 (C-38); 14,3 (C-39). EM-
IE: m/z (intensidad relativa): 344(3), 285 (2), 267(2), 240(5), 43(100). Analisis
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elemental calculado parasdEs.Os: C 74,48%; H 10,26%. Encontrado C 74,72%; H
10,35%.

21-cis-9-Octadecanoato de 21 7a-dihidroxipregn-4-en-3,20-diond\(-7)

Sodlido blanco (132 mg, 51 % rendimiento, agente acilante: @&@éboctadecanoico;

148 mg, 57 % rendimiento, agente acilaots-9-octadecanoato de etilo; 179 mg, 69 %,
one po}, Pf: 82-84 °C. §]p>°: +107,3° (c= 2,23, CHG). RMN 'H (500 MHz, CDC}),

8 1,86 (1H, m, H-&); 2,23 (1H, m, H-B); 2,35 (1H, dt, J= 17,0; 4,5 Hz, hxR 2,50

(AH, m, H-3); 5,69 (1H, d, J=1,2 Hz, H-4); 2,22 (1H, m, &)62,51 (1H, m, H-B);

1,11 (1H, m, H-4&); 2,01 (1H, m, H-B); 2,09 (1H, m, H-8); 1,00 (1H, dd, J=11,0; 3,2
Hz, H-9); 4,47 (1H, dd, J=6,2; 3,2 Hz, Hel)] 2,06 (1H, m, H-1@); 1,75 (1H, dd, J=
14,0; 2,6 Hz, H-1@); 1,71 (1H, m, H-14); 1,47 (1H, m, H-d% 1,81 (1H, m, H-1P);

1,47 (1H, m, H-16); 2,75 (1H, m, H-1B); 0,96 (3H, s, H-18); 1,45 (3H, s, H-19); 4,89
(1H, d, J=17,5 Hz, H-21); 5,03 (1H, d, J=17,5 Hz, H-21), 2,44 (1H, dt, J=7,5; 1,6 Hz,
H-23); 1,67 (1H, m, H-24); 1,32 (20H, m, H-25-28, H-33-38); 2,00 (4H, m, H-29, 32);
5,35 (2H, m, H-30,31); 0,89 (3H, t, J= 7,0 Hz, H-39). RMA (125 MHz, CDCJ): &

35,1 (C-1); 33,9 (C-2); 200,0 (C-3); 122,44, 173,9 (C-5); 32,2 (C-6); 32,9 (C-7);
31,5 (C-8); 56,2 (C-9); 39,4 (C-10); 68,3 (C-11); 39,8 (C-12); 47,6 (C-13); 52,1 (C-14);
23,8 (C-15); 34,7 (C-16); 89,8 (C-17); 17,1 (C-18); 21,1 (C-19); 205,2 (C20); 67,9 (C-
21); 172,7 (C-22); 34,0 (C-23); 25,0 (C-28R,0 (C-25); 29,9 (C-26); 29,8 (C-27,28);
27,3 (C-29); 130,1 (C-30); 129,9 (C-31); 27,3 (C-32); 29,6 (C-33); 29,4 (C-34); 29,3
(C-35); 29,2 (C-36); 29,1 (C-37); 22,8 @8); 14,2 (C-39). EM-IE: m/z (intensidad
relativa): 626 [M] (1), 265 (4), 237(1), 121(17), 41(10@®nalisis elemental calculado
para GoHgOs: C 74,72%; H 9,97%. Encontrado C 74,85%; H 10,05%.

21-trans-9-Octadecanoato de 2 17a-dihidroxipregn-4-en-3,20-diond\(-8)
Sdlido blanco (135 mg, 52 % rendimiento, agente acilante: &ail®9-octadecanoico;

161 mg, 62 % rendimiento, agente acilamtens9-octadecanoato de etilo; 177 mg, 68
%, one po}, Pf: 75-78 °C. ¢]p>° : +97,2° (c= 0,71, CHG). RMN *H (500 MHz,
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CDCl), 6 1,86 (1H, m, H-&); 2,21 (1H, m, H-B); 2,35 (1H, dt, J= 17,0; 4,5 Hz, H-
2a); 2,51 (1H, m, H-B); 5,68 (1H, d, J=1,2 Hz, H-4); 2,23 (1H, m, &)62,51 (1H, m,
H-68); 1,12 (1H, m, H-&); 2,06 (1H, m, H-B); 2,09 (1H, m, H-8); 1,01 (1H, dd,
J=11,0; 3,2 Hz, H-9); 4,47 (1H, dd, J=6,2; 3,2 Hz, M1 2,06 (1H, m, H-1&); 1,75

(1H, dd, J= 14,0; 2,6 Hz, H-B®, 1,70 (1H, m, H-14); 1,47 (1H, m, H-&% 1,83 (1H,

m, H-153); 1,47 (1H, m, H-16); 2,76 (1H, m, H-1B); 0,96 (3H, s, H-18); 1,44 (3H, s,
H-19); 4,86 (1H, d, J=17,5 Hz, H-21); 5,02 (1H, d, J=17,5 Hz, H-21), 2,44 (1H, dt,
J=7,5; 1,6 Hz, H-23); 1,65 (1H, m, H-24); 1,29 (20H, m, H-25-28, H-33-38); 1,96 (4H,
m, H-29, 32); 5,38 (2H, m, H-30,31); 0,88 (3H, t, J= 7,0 Hz, H-39). RMIN(125
MHz, CDCh): & 35,1 (C-1); 33,9 (C-2); 199,9 (C-3)22,4 (C-4); 173,9 (C-5); 32,2 (C-

6); 32,9 (C-7); 31,5 (C-8); 56,2 (C-9); 39,4 (C-10); 68,4 (C-11); 39,8 (C-12); 47,7 (C-
13); 52,2 (C-14); 23,8 (C-15); 34,8 (C-16); 89,8 (C-17); 17,2 (C-18); 21,1 (C-19); 205,1
(C20); 67,9 (C-21); 172,5 (C-22); 34,0 (C-23); 25,0 (C-24); 32,0 (C-25); 29,8 (C-26);
29,7 (C-27); 29,6 (C-28, 33); 32,7 (C-2210,6 (C-30); 130,3 (C-31); 32,7 (C-32); 29,4
(C-34); 29,3 (C-35); 29,2 (C-36); 29,1 (C-37); 21,2 (C-38); 14,2 (C-39). EM-IE: m/z
(intensidad relativa): 626 [M] (1), 265 (4), 237(1), 121(17), 41(100). Analisis
elemental calculado parasdes:0s: C 74,72%; H 9,97%. Encontrado C 74,85%; H
10,05%.

21-cis,cis-9,12-Octadecandienoato dggli7a-dihidroxipregn-4-en-3,20-diond\(-9)

Solido blanco (129 mg, 50 % rendimiento, agente acilante: acidg;is9,12-
octadecadienoico; 157 mg, 61 % rendimiento, agente acitaans:9-octadecadienoato

de etilo; 170 mg, 66 %@ne po}, Pf: 68-70 °C. ¢]p*>: +93,3° (c= 2,00, CHG). RMN

'H (500 MHz, CDCY), § 1,86 (1H, m, H-#&); 2,20 (1H, m, H-B); 2,35 (1H, dt, J= 17,0;

4,5 Hz, H-21); 2,50 (1H, m, H-B); 5,68 (1H, d, J=1,2 Hz, H-4); 2,23 (1H, m, k)6

2,51 (1H, m, H-); 1,12 (1H, m, H-&); 2,06 (1H, m, H-B); 2,09 (1H, m, H-8); 1,01
(1H, dd, J=11,0; 3,2 Hz, H-9); 4,47 (1H, dd, J=6,2; 3,2 Hz, &)}12,05 (1H, m, H-
12a); 1,75 (1H, dd, J= 14,0; 2,6 Hz, H{1)2 1,70 (1H, m, H-14); 1,47 (1H, m, H-&}%

1,84 (1H, m, H-1B); 1,47 (1H, m, H-16); 2,77 (1H, m, H-1B); 0,96 (3H, s, H-18);
1,44 (3H, s, H-19); 4,85 (1H, d, J=17,5 Hz, H-21); 5,02 (1H, d, J=17,5 Hz, H-21), 2,43
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(1H, dt, J=7,5; 1,6 Hz, H-23); 1,66 (1H, m, H-24); 1,32 (8H, m, H-25-28); 1,96 (4H, m,
H-29, 32); 5,38 (2H, m, H-30,31); 1,29 (12H, m, C33-38); 0,89 (3H, t, J= 7,0 Hz, H-
39). RMN**C (125 MHz, CDGJ): § 35,2 (C-1); 33,9 (C-2); 199,9 (C-3); 122,6 (C-4);
173,9 (C-5); 32,2 (C-6); 32,9 (C-7); 31,6 (C-8); 56,2 (C-9); 39,4 (C-10); 68,4 (C-11);
39,9 (C-12); 47,7 (C-13); 52,1 (C-14); 23®-15); 34,8 (C-16); 89,9 (C-17); 17,2 (C-
18); 21,1 (C-19); 205,1 (C20); 67,8 (C-21); 172,5 (C-22); 34,0 (C-23); 25,0 (C-24);
31,7 (C-25); 29,7 (C-26); 29,5 (C-27); 29B-28); 27,3 (C-29); 130,4 (C-30); 130,2
(C-31); 25,8 (C-32); 128,2 (C-33); 128,1-88); 27,3 (C-35); 29,2 (C-36); 29,1 (C-37);
22,7 (C-38); 14,2 (C-39). EM-IE: m/z (intensidad relativa): 624 [K]2), 344 (14),
329(34), 301(10), 67(100). Andlisis elemental calculado pagideDs: C 74,96%; H
9,68%. Encontrado C 75,05%; H 9,86%.

21-cis,cis,cis-9,12,15-Octadecantrienoato des,1Ia-dihidroxipregn-4-en-3,20-diona
(IV-10)

Solido blanco (74 mg, 30 % rendimiento, agente acilante: &adrdos9-
octadecantrienoico; 121 mg, 49 % rendimiento, agente acilatrEns9-
octadecantrienoato de etilo; 146 mg, 59d¥e po}, Pf: 55-58 °C. §]p>: +27,9° (c=

1,02, CHCY). RMN H (500 MHz, CDCJ), § 1,87 (1H, m, H-&); 2,21 (1H, m, H-B);

2,36 (1H, dt, J= 17,0; 4,5 Hz, Rx® 2,50 (1H, m, H-B); 5,68 (1H, s, H-4); 2,23 (1H,

m, H-6); 2,51 (1H, m, H-B); 1,12 (1H, m, H-&); 2,06 (1H, m, H-B); 2,08 (1H, m,
H-8); 1,01 (1H, dd, J=11,0; 3,2 Hz, H-9); 4,47 (1H, dd, J=6,2; 3,2 Hz, - 2105

(1H, m, H-12); 1,75 (1H, dd, J= 14,0; 2,6 Hz, H{121,70 (1H, m, H-14); 1,47 (1H,

m, H-15); 1,84 (1H, m, H-1B); 1,47 (1H, m, H-16); 2,80 (1H, m, H-1B); 0,96 (3H,

s, H-18); 1,44 (3H, s, H-19); 4,85 (1H, d, J=17,5 Hz, H-21); 5,02 (1H, d, J=17,5 Hz, H-
21), 2,43 (1H, dt, J=7,5; 1,6 Hz, H-23); 1,66 (1H, m, H-24); 1,32 (8H, m, H-25-28);
2,07 (4H, m, H-29, 38); 5,35 (6H, m, H-30, 31, 33, 34, 36, 37); 2,83 (4H, m, C32, 35);
0,89 (3H, t, J= 7,0 Hz, H-39). RMNC (125 MHz, CDGJ): § 35,1 (C-1); 33,9 (C-2);
199,9 (C-3); 122,4 (C-4); 173,9 (C-5); 32@-6); 32,7 (C-7); 31,5 (C-8); 56,1 (C-9);
39,3 (C-10); 68,3 (C-11); 39,7 (C-12); 41®-13); 52,0 (C-14); 23,6 (C-15); 34,7 (C-
16); 89,7 (C-17); 17,1 (C-18); 21,1 (C-19); 204,6 (C20); 67,7 (C-21); 172,5 (C-22);
33,8 (C-23); 24,8 (C-24); 31,7 (C-25); 29@-26); 29,3 (C-27); 29,1 (C-28); 27,3 (C-
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29); 127,7 (C-30, 31); 25,6 (C-32, 35); 128,3 (C-33, 34); 130,1 (C-36); 132,0 (C-37);
22,7 (C-38); 14,2 (C-39). EM-IE: m/z (intensidad relativa): 344(4), 285(3), 55(63),
43(100). Andlisis elemental calculado pamHzgsOs: C 75,20%; H 9,39%. Encontrado

C 75,26%; H 9,48%.

VII.3.2. Preparacion d8p3,118,17a,21-tetraacetoxipregna-3,5-dien-20-qhé&11)

Una solucién conteniendo 180 mg de hidrocortisona (0,5 mmol) en 3 ml de anhidrido
aceético (32 mmol) y 1,5 ml de cloruro de acetilo (21 mmol) fue llevada a 150 °C
mediante irradiacion con microondas (300 watts) durante 45 minutos. La reaccién fue
tratada con metal y el solvente evaporado a presion reducida. El producto de reaccion
fue purificado por cromatografia en columna de silicagel (hexano:AcOEt 6:4).

Solido blanco (182 mg, 88 % rendimiento), Pf: 211-213 °C. RMN(500 MHz,
CDCl), 6 1,48 (1H, m, H-&); 1,85 (1H, m, H-B); 2,18 (1H, 2); 2,44 (1H, m, H-B);

2,16 (3H, s, H-3 (CH); 5,67 (1H, d, J=2,0 Hz, H-4); 5,33 (1H, t, J=3,5 Hz, H-6);
2,41(1H, m, H-&); 2,18 (1H, m, H-B); 1,88 (1H, m, H-8); 1,37 (1H, dd, J=12,0; 3,2

Hz, H-9); 5,56 (1H, dd, J=6,5; 3,4 Hz, Hel)1 2,14 (3H, s, H-11 (C§); 2,11 (1H, m,
H-12¢); 1,97 (1H, m, H-1R); 1,77 (1H, m, H-14); 1,47 (1H, m, H-&%§ 1,86 (1H, m,
H-158); 1,88 (1H, m, H-16); 2,88 (1H, m, H-1B); 2,09 (3H, s, Chl (H-17)); 0,87

(3H, s, H-18); 1,07 (3H, s, H-19); 4,64 (1H, d, J=16,5 Hz, H-21); 4,82 (1H, d, J=16,5
Hz, H-21), 2,03 (3H, s, H-23 (G)). RMN *C (125 MHz, CDCJ): § 33,2 (C-1); 31,2

(C-2); 122,4 (C-3, 170,2 (CO), 20,5 (gH 116,1 (C-4); 147,3 (C-5); 122,4 (C-6); 31,6
(C-7); 28,6 (C-8); 50,2 (C-9); 34,7 (C-10); 69,7 (C-11, 169,3 (CO), 21,%)JC8b,8
(C-12); 46,8 (C-13); 53,2 (C-14); 23,8 (C-15); 30,9 (C-16); 94,6 (C-17, 170,0 (CO),
20,9 (CH)); 15,6 (C-18); 21,1 (C-19); 198,8 (C20); 66,9 (C-21); 170,1 (C-22); 20,9 (C-
23). Andlisis elemental calculado paratfzsOq: C 66,64%; H 7,22%. Encontrado C
66,15%; H 7,06%.
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VII.3.2. Alcohdlisis enzimética d8p,113,17a,21-tetraacetoxipregna-3,5-dien-20-ona
(IV-12)

Una solucién conteniendo 136 mg de compu¥sid (0,3 mmol) en 3 ml de anhidrido
acético (0,3 mmol) y 15 ml de alcohol y 680 mg de CAL B fue colocada en un agitador
orbital a 55 °C y 200 rpm. Luego de 24 horas de reaccion la enzima fue filtrada y el
solvente evaporado. El producto fue purificado por cromatografia en columna de
silicagel (hexano:AcOEt 7:3).

Sdlido blanco (94 mg, 75 % rendimiento), Pf: 55-57 %@DZ’[S: -15,6° (c= 1,02, CHG)

RMN *H (500 MHz, CDC}), § 1,50 (1H, m, H-#&); 1,86 (1H, m, H-B); 2,16 (1H, 2);

2,45 (1H, m, H-B); 2,14 (3H, s, H-3 (CH)); 5,69 (1H, d, J=2,0 Hz, H-4); 5,35 (1H, t,
J=3,5 Hz, H-6); 2,42(1H, m, He; 2,21 (1H, m, H-B); 1,90 (1H, m, H-8); 1,35 (1H,

dd, J=12,0; 3,2 Hz, H-9); 5,54 (1H, dd, J=6,5; 3,4 Hz, b)12,08 (3H, s, H-11 (CH);

2,14 (1H, m, H-14); 2,02 (1H, m, H-1p); 1,80 (1H, m, H-14); 1,48 (1H, m, H-d}

1,86 (1H, m, H-1B); 1,90 (1H, m, H-16); 2,87 (1H, m, H-1B); 2,01 (3H, s, Chl(H-

17)); 0,80 (3H, s, H-18); 1,06 (3H, s, H-19); 4,27 (2H, s, H-21). RRON(125 MHz,
CDCly): 8 33,2 (C-1); 31,5 (C-2); 122,4 (C-3, 170,6 (CO), 21,0 {RHL16,0 (C-4);
147,1 (C-5); 122,8 (C-6); 31,3 (C-7); 28,6-8% 50,0 (C-9); 35,0 (C-10); 69,4 (C-11,
169,0 (CO), 21,2 (CH); 35,8 (C-12); 46,7 (C-13); 53,1 (C-14); 23,7 (C-15); 30,8 (C-
16); 90,1 (C-17, 169,0 (CO), 21,0 (9} 15,7 (C-18); 21,3 (C-19); 199,0 (C20); 66,9
(C-21); 170,1. EM-IE: m/z (intensidad relativa): 488 [N1),5), 294 (2), 384(3), 370(1),
311(9), 59(4), 43(100). Andlisis elemental calculado parad4dOs: C 66,38%; H
7,43%. Encontrado C 66,00%:; H 7,16%.

VIl.4. Estudio de la actividad de una gasa heter6loga en sistemas esteroidales:
acetilacion de cortexolona

VIl.4.1. Sintesis de 21-Acetato decddhidroxipregn-4-en-3,20-diona (21-acetato de

cortexolona) V-2)
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A 100 ml de éter diisopropilico conteniendo 100 mg de cortexolona (0,29 mmol) se
agregaron 500 mg de ROL1. La mezcla de reaccion fue colocada en un agitador orbital
a 55 °C, 200 rpm durante 48 horas. Finalizidaeaccion la enzima fue filtrada, y
lavada con éter diisopropilico y el solvente fue evaporado a presién reducida. El
producto de reaccion fue purificado por cromatografia en columna de silicagel
(hexano:AcOEt 1:1).

Solido blanco (100 mg, 91%), Pf: 235-238 °C. Datos de punto de fusién y rotacion
especifica reportado en literatura: p.f.; 235-238 ®MN *H (200,1MHz, CDG): &

5,74 (1H, s, H-4); 0,72 (3H, s, H-18); 1,19 (3H, s, H-19), 2,17 (3H, s, H-23); 4,86 (1H,
d, J= 18 Hz, H-21); 5,09 (1H, d, J= 18 Hz, H-21). RMN 13C (50,2 MHz, @DEI

199,7 (C-3); 123,9 (C-4); 171,0 (C-5); 14,5 (C-18); 17,4 (C-19); 205,3 (C-20); 68,0 (C-
21); 171,2 (C-22); 20,6 (C-23).

VIL.5. Biotransformacion de drospirenona empleando cepas fangicas del Orden

Mucorales

VI1.5.1 Procedimiento general para la preparacion del in6culo

Las cepas se sembraron en tubos inclinados de Agar Extracto de Malta (MEA) y se
incubaron 7 dias a 25 °C para lograr goliesporulados. Luego del tiempo establecido

se afadi6o al tubo de cultivo 10 ml de medio liquido malta peptona. Luego de
homogeneizar las suspensiones durante 30 segundos en vortex se realizaron los
recuentos de esporas mediante una camara de Neubauer. Con los datos de recuento se
realizaron las diluciones resgtivas con el objetivo de obtener los in6culos ensayados
(10%, 10y 1& esporas/ml).

VII.5.2. Analisis de los productos de biotransformacién de drospirenona

Se inocularon erlenmeyers 25 ml conteniendo 20 ml de medio liquido malta peptona,
con 0,1 ml de una suspensién inicial de esporas (2 gspbras/ml) de diferentes cepas
fungicas: Absidia corymbifera -, Absidia corymbifera +/-, Absidia coerulea,

Syncephalastrum racemosubuego de 4 dias de incubacion a 30 °C y a una velocidad
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de agitacion de 170 rpm el sustrato (xx mmoles) fue agregado. Los cultivos se
mantuvieron en las mismas condicionestelmperatura y agitacion. Las reacciones
fueron monitoreadas por CCD. Luego de 4 dimseaccion, la fase acuosa fue filtrada y
extraida con diclorometano (3x10 ml). Lases organicas se combinaron, se secaron
con sulfato de sodio anhidro, se filtraroreyevaporé el solvente. Las reacciones fueron
luego resuspendidas en un volumen de 5 ml de acetonitrilo para su analisis por CLAR.
Para estimar las conversiones correspondieatéos productos de biotransformacion
obtenidos con las diferentes cepas ensayadas, las fracciones fueron analizadas por
CLAR empleando una columna C-18. Condiciones: fase movil acetonitrilo:agua
(55:45), flujo 0,3 ml/min, temperatura de la columna 30 °C y longitud de onda del
detector UV 254 nm.

Tiempo de retencién en minutos (C-18)-2: 8,70 ,VI-3: 9,37,VI-4: 10,26 yVI-
5:11,16.

VII.3. Aislamiento de los productos de Biotransformacion

Se agreg6 un volumen de 0,5 ml de una suspension de espéiasidia corymbifera —
(concentracion IDesporas/ml) a un erlenmeyer de 250 ml conteniendo 200 ml de
medio liquido malta peptona. La suspension se incubé a 30 °C a 170 rpm durante 4 dias.
Posteriormente se agregé el sustrato (0,3 mmol) y se cultivd durante un periodo de
tiempo de 4 dias. Transcurrido el tiemporéaccion, el cultivo fue filtrado y extraido

con diclorometano (3x200 ml). Las fases organicas fueron combinadas y secadas con
sulfato de sodio anhidro, se filtr6 y se evaporo el solvente. Los productos de reaccion
fueron separados por cromatografia en columna (desde hexano:AcOEt 7:3 hasta
hexano:AcOEt 2:8). Los productdd-4 y VI-5 se purificaron nuevamente mediante
cromatografia en capa delgada preparativa utilizando como solvente de elucion
tolueno:AcOEt 6:4.

66,76,155,163-Dimetilen-1k-hidroxi-3-oxo-l#-pregn-4-en-21,17-carbolactonél-2)

Sélido blanco, Pf: 239-240 °Ga]p>>-88,5 €=0,01; CHCH). IR (film, cm?): 3423,
1767, 1652, 1593. RMRH (500 MHz; CDCH): § 2,28 (1H, ddd, J= 2,3; 4,9 ; 13,5 Hz)
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(H-1B); 2,11 (1H, m) (H-&); 2,60 (1H, m) (H-B); 2,41 (1H, m) (H-2), 6,05 (1H, s)
(H-4); 1,51 (1H, m) (H-6), 1,25 (1H, m) (H-6'8); 0,81 (1H, ¢, J= 4,9 Hz) (H-6);
1,66 (1H, m) (H-7); 1,78 (1H, m) (H-8); 1,27 (1H, m) (H-9); 3,89 (1H, m) (H-11); 1,86
(1H, dd, J=11; 5,5 Hz) (H-B, 1,44 (1H, m) (H-1&); 2,08 (1H,m) (H-14); 1,61 (1H,
m) (H-15); 1,29 (1H, m) (H1B); 0,55 (1H, dd, J=8; 15 Hz) (H-1& 1,41 (1H, m) (H-
16); 0,98 (3H, s) (H-18); 1,21 (3H, s) (H-19); 2,15 (1H, m) ($)2@,44 (1H, m) (H-
200); 2,57(1H, m) (H-2p); 2,66 (1H, m) (H-2&). RMN **C (50,32 MHz; CDG)): 38,4
(C-1); 34,2 (C-2); 198,3 (C-3); 126,8 (C-4)71,0 (C-5); 20,1 (C-6); 19,2 (C-6"); 18,3
(C-7); 34,2 (C-8); 56,5 (C-9189,1 (C-10); 67,6 (C-11); 48,9 (C-12); 41,8 (C-13); 51,0
(C-14); 16,8 (C-15); 9,6 (C-15'); 24,6 (C-16); 95,5 (C-17); 20,1 (C-18); 18,5 (C-19);
30,6 (C-20); 29,2 (C-21); 176,5 (C-22). EM AR-ESI: [M## 383,22086; [M+N=
405,20437.

64,7p,153,163-Dimetilen-1L-hidroxi-3-oxo-I'-pregn-4-en-21,17-carbolactondl-3)

Sélido blanco, Pf: 225 °Qo]p?%-42,4€=0,01; CHC}). IR (film, cm'): 3424, 1767,
1653, 1593. RMNH (500 MHz; CDC}): § 2,35 (1H, m) (H-#); 2,10 (1H, m) (H-);
2,58 (1H, m) (H-B); 2,43 (1H, m) (H-8), 6,05 (1H, s) (H-4); 1,57 (1H, m) (Hxp
1,24 (1H, m) (H-6’B); 0,79 (1H, c, J= 4,9 Hz) (H-6); 1,68 (1H, m) (H-7); 1,74 (1H,
m) (H-8); 1,26 (1H, m) (H-9); 3,82 (1H, m) (H-11); 1,73 (1H, m) (124,66 (1H, m)
(H-12a); 2,45 (1H,m) (H-14); 1,67 (1H, m) (H-15); 0,97 (1H, m) (H¥)50,56 (1H, dd,
J=8,2; 15,2 Hz) (H-1%); 1,52 (1H, m) (H-16); 0,84 (3H, s) (H-18); 1,20 (3H, s) (H-
19); 2,29 (1H, m) (H-20); 2,20 (1H, m) (H-2@); 2,59(1H, m) (H-2p); 2,73 (1H, m)
(H-210). RMN 3C (50,32 MHz; CDGJ): & 38,5 (C-1); 34,2 (C-2); 198,3 (C-3); 126,8
(C-4); 171,0 (C-5); 20,5 (C-6); 19,2 (C-618,3 (C-7); 33,8 (C-8); 57,4 (C-9); 39,0 (C-
10); 67,7 (C-11); 46,5 (C-12); 42,3 (C-13);,54C-14); 17,3 (C-15); 9,5 (C-15"); 24,2
(C-16); 96,9 (C-17); 20,3 (C-18); 18,6 (; 27,0 (C-20); 29,4 (C-21); 176,4 (C-22).
EM AR-ESI: [M+H']= 383,221; [M+Nd&]= 405,20363.

6p,74,155,163-Dimetilen-1%-hidroxi-3-oxo-l@-pregn-4-en-21,17-carbolactondl-4)
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Sélido blanco, Pf: 170-171 °Ga] p>>-56,2 €=0,001; CHCJ). IR (film, cm): 3420,
1760, 1656, 1595. RMRH (500 MHz; CDC}): & 2,32 (1H, m) (H-B); 2,08 (1H, m)
(H-1a); 2,59 (1H, m) (H-B); 2,41 (1H, m) (H-2), 6,05 (1H, s) (H-4); 1,55 (1H, m) (H-
60), 1,24 (1H, m) (H-6); 0,79 (1H, ¢, J= 4,9 Hz) (H-6); 1,68 (1H, m) (H-7); 1,74
(1H, m) (H-8); 1,25 (1H, m) (H-9); 3,82 (1H, m) (H-11); 1,75 (1H, m) (H)12,67
(1H, m) (H-12x); 2,45 (1H,m) (H-14); 1,67 (1H, m) (H-15); 1,29 (1H, m) (H¥50,56

(1H, dd, J=8,2; 15,2 Hz) (H-18); 1,51 (1H, m) (H-16); 0,84 (3H, s) (H-18); 1,20 (3H,
s) (H-19); 2,15 (1H, m) (H-&); 2,21 (1H, m) (H-2@); 2,29 (1H, m) (H-2p); 2,74
(1H, m) (H-21). RMN *3C (50,32 MHz; CDQJ): § 38,4 (C-1); 34,3 (C-2); 198,3 (C-3);
126,9 (C-4); 171,0 (C-5); 20,5 (C-6); 19,2-63; 18,3 (C-7); 33,8 (C-8); 57,3 (C-9);
39,0 (C-10); 67,8 (C-11); 46,6 (C-12); 42,6 (C-13); 52,5 (C-14); 17,3 (C-15); 9,6 (C-
15); 24,4 (C-16); 96,9 (C-17); 20,3 (C-18); 18,6 (C-19); 27,0 (C-20); 29,4 (C-21);
176,4 (C-22). EM AR-ESI: [M+H= 383,22133; [M+N#= 405,20515.

64,76,155,163-Dimetilen-2-hidroxi-3-oxo-l&-pregn-4-en-21,17-carbolactondl-4)

Sélido blanco, Pf: 185-187 °Ga]p>>-83,0 €=0,001; CHCJ). IR (film, cm?): 3422,
1765, 1656, 1590. RMNH (500 MHz; CDC}): & 2,64 (1H, m) (H-B); 2,40 (1H, m)
(H-1a); 4,38 (1H, dd, J= H®, 5,96 (1H, s) (H-4); 1,59 (1H, m) (Hxf 1,20 (1H, m)
(H-6' B); 1,06 (1H, c, J= 4,9 Hz) (H-6); 1,64 (1H, m) (H-7)2,26 (1H, m) (H-8); 1,13
(1H, m) (H-9); 1,82 (1H, m) (H-Xd; 2,17 (1H, m) (H-1p); 1,68 (2H, m) (H-12); 1,98
(1H,m) (H-14); 1,64 (1H, m) (H-15); 1,49 (1H, m) (HB% 0,57 (1H, dd, J=8,2; 15,2
Hz) (H-15'); 1,36 (1H, m) (H-16); 1,25 (3H, s) (H-18); 1,35 (3H, s) (H-19); 2,37 (1H,
m) (H-2); 2,11 (1H, m) (H-2); 2,65 (1H, m) (H-2®); 2,53 (1H, m) (H-2&). RMN

¥C (50,32 MHz; CDG)): & 33,8 (C-1); 68,5 (C-2); 198,1 (C-3); 124,1 (C-4); 172,5 (C-
5); 19,6 (C-6); 17,8 (C-6"); 16,3 (C-7); 30(@-8); 56,7 (C-9); 36,7 (C-10); 36,5 (C-11);
45,9 (C-12); 41,9 (C-13); 52,7 (C-14); 16,9 (C-15); 10,5 (C-15'); 24,3 (C-16); 96,2 (C-
17); 21,8 (C-18); 21,5 (C-19); 30,9 (C-2@9,3 (C-21); 176,5 (C-22). EM AR-ESI:
[M+H *]= 383,22118; [M+N&= 405,205.
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VIIl. CONCLUSIONES FINALES

En el presente trabajo de tesis doctoralitiezaron procedimientos de Biocatalisis y
Biotransformacién en la sintesis y modificac@imcompuestos organicos. Se emplearon
como sustratos compuestos esteroidales naturales y de origen sintética-getm

acido.

Los resultados obtenidos en el presemtgbajo utilizando diferentes tipos de
catalizadores bioldgicos, evidencian la gran utilidad que presentan estas estrategias en el

area de sintesis organica.

El trabajo consta de varias partes, comenzando doagetulo I, donde se presenta una
introduccion y una breve descripcion de los trabajos relevantes en los que se aplicaron
biocatalizadores y células enteras en la transformacion de compuestos organicos. En
esta introducciéon se hace un recorrido sobre la historia de las Ciencias Quimica,
Bioldgica y Bioquimica, su interrelacion y aporte esencial a las bases cientificas de la
Biocatalisis y la Biotransformacion y de qué manera estas disciplinas se han ido
desarrollando. Hoy en dia su progreso muestra un panorama interesante hacia nuevas
aplicaciones, provocando cambios alentadores relacionados a procesos comprometidos

a los cuidados ambientales.

En el Capitulo Il se detallan los objetivos especificos de este trabajo de tesis doctoral.
Los objetivos planteados estaxdn pensados y analizados en base a la experiencia del
Laboratorio de Biocatalisis y a conocimientos incorporados a través de resultados de
investigaciones efectuadas en el marco de dos estancias realizadas en centros de

investigacién en México y Espafia.

Luego de los objetivos planteados, el trabajo continba con cuatro capitulos
correspondientes al trabajo experimentaadmllado. En todos ellos se presenta una
breve introduccion del tema especifico, un detalle de los resultados obtenidos y una

discusién de los mismos.
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Comenzando con eCapitulo Ill, en éste se describe la aplicacion de lipasas en la
obtencion de ésteres de acido 2-oxoglutaricoatkena media y larga. En la reaccion de
esterificacion catalizada por enzimas sal@aron lipasas comerciales y una lipasa no
disponible en el mercado. La lipasa no comercial ensayada fue obtenida de la resina de
la planta deCarica papayague constituye un agro-residuo comunmente encontrado en
distintas zonas geograficas de México. Deeatta a los resultados obtenidos en esta
parte se puede concluir lo siguiente:

e La aplicacién de lipasas permitié la sintesis eficiente y obtencion como Unico
producto de ésteres de &cido 2-oxoglutarico de cadena media y larga (6
compuestos novedosos). La sintesis quimica tradicional de estos compuestos
requiere de condiciones de reaccion exizs que pueden alterar su estabilidad.
Por lo cual la implementacion de babalizadores resulta una herramienta
alternativa interesante para la sintesis de estos derivados.

e Los rendimientos obtenidos por ambas enzimas fueron influenciados por el largo
de la cadena del alcohol utilizado ersiatesis de los ésteres, siendo mayores en
el caso de alcoholes de cadena media.

e CAL B y CPL resultaron ser los biocatalizadores mas eficientes en la
preparacion de los derivados. Si bien CAL B presenté mejores rendimientos que
CPL, cabe destacar que esta Ultima enzima proviene de un agro-residuo y es
utiizada directamente sin ningdn atamiento de purificacién. La
implementacién y utilidad de la enzima de la papaya no soélo presenta beneficios

a nivel econdmico sino también en relaciéon a los residuos ambientales.

En el Capitulo IV se estudio la aplicacion de lipasas en la reaccion de acilacién del
esteroide hidrocortisona, obteniéndose umi sk monoésteres de variada longitud de
cadena (9 compuestos de los cuales 8remmedosos). Por otra parte se realizé una
peracetilacion quimica y posterior reaccionatt®holisis catalizada por el mismo tipo
de enzimas con el objetivo de evaluar su actividad en reacciones inversas a las de
acilacion.
En el caso de la reaccion de acilacion las lipasas mostraron varias caracteristicas:

e Regioselectividad: se obtuvo Unicamed&ivados acilados en posicion 21 del

esteroide.
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e Los rendimientos de la reaccion deperatiedle la naturaleza del agente acilante,
de la longitud de la cadena carbonaddey nimero de insaturaciones en la
misma.

e CAL B mostr6 ser el biocatalizador mas eficiente y permitio llevar a cabo la
metodologia “one pot” en la preparacion de los mismos.

En el caso de la acetilacion quimica,legré peracetilar el compuesto mediante la
utilizacion de energia de microondas. Emnrdaccion de alcohdlisis ensayada sobre el
compuesto peracetilado obtenido, Unicameédd. B resultd ser efectiva y otorgo el

producto con alto rendimiento cuando se empled etanol como nucledfilo.

El Capitulo V describe la aplicacidon de una lipasa heter6loga del h&igpopus
oryzae (ROL) en la acetilacién del esteroidertesolona. La proteina heteréloga fue
expresada en el hospedadichia pastoris el cual presenta la ventaja de poseer un
promotor fuerte e inducible por metanol para la expresion de dicha proteina. La ROL
fue evaluada en su forma nativa e inmovilizada en diferentes soportes (Octadecyl
Sepabeads, Lewatit 105-aldehido y Lewdi00) utilizando distintas técnicas de
inmovilizacion con el objetivo de obtener la mayor actividad de la misma.
Con el biocatalizador libre e inmovilizado ks diversos soportes, se optimizaron los
diferentes parametros de reaccion: tempesatsolvente de reaccién, naturaleza del
agente acilante y tiempo de reaccidén. Se realizé la determinacion de la relacion
Enzima/Sustrato (E/S) y Agente acilante/Sustrato (A/S) como una primera
aproximacion de optimizacion. Con los datos generados en esta primera parte se
establecio un rango de evaluacion de dighereimetros y se los empled para el disefio
de un modelo matemético (modelo experimental central compuesto rotable) para lograr
la optimizacién final de los mismos.
Los resultados obtenidos nos permitieron concluir:

e ROL presento regioselectividad, obteniéndose como unico producto el derivado

acetilado en posicion 21.
e Unicamente la lipasa inmovilizada en Lewatit 1600 permiti6 obtener altos
rendimientos en el producto de reaccion.
e A partir de la optimizacién inicial de los parametros E/S y A/S se establecio un

rango de valores que permiti6 su adaptaciéon a un modelo matematico. Este
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disefio matematico permitid, utilizando como herramienta una superficie de

respuesta, la optimizacion final y de manera conjunta de ambos parametros.

En el Capitulo VI se estudia el empleo de cepasddesrsos géneros fungicos, todos
ellos del Orden Mucorales en la biotrfemmacion de una progestina sintética: la
drospirenona.

Las cepas ensayadas fuerdsidia coerulea, A. corymbifer&, A. corymbifera —

Mucor plumbeusRhizopus oryzag Syncephalastrum racemosum

Primeramente se evalu6é la metodologia de Biotransformacion adecuada en la
transformacion del esteroide probando las siguientes:

e Metodologia A: adicion del sustratdirectamente al medio de cultivo en
crecimiento 0 previamente disuelto en un pequefio volumen de solvente
orgéanico.

e Metodologia B: filtracion de los migorganismos y resuspension en diversos
solventes organicos o en solucién reguladora pH 5.

Los mejores resultados se obtuvieron mediahempleo de células en crecimiento en
medio de cultivo liquido a las cuales se les adiciond directamente el sustrato a
transformar (Metodologia A). Se optimizaron los parametros: tamafio de inéculo de
microorganismo, temperatura, tiempo deaccion, velocidad de agitaciéon, pH,
concentracién y disolucion del sustrato. Los resultados obtenidos permitieron concluir:

e Las cepas de los génerdbsidiay Syncephalastrurfueron capaces de llevar a
cabo la Biotransformacién deadipirenona en forma eficiente.

e En todos los casos los productos obtenidos fueron monohidroxilados.

e Ambos géneros generaron como producto mayoritario un derivago
monohidroxilado en posicién 11 y comaguctos minoritarios los compuestos
11-y 2§ monohidroxilados.

e Unicamente las cepas del génekbsidia fueron capaces de generar como
segundo producto mayoritario el compuesto epimerizado en posicion 17 del

derivado 11e-monohidroxilado.

El Capitulo VII corresponde a la parte experimerdahde se detallan los reactivos,

solventes, técnicas y metodolagiutilizadas en el preserntabajo que fueron utilizadas
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para la obtencion, identificacion y caracterizacion de cada uno de los productos
sintetizados.
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