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ABSTRACT

Microorganisms such as filamentous fungi have been widely used in biotransformation studies of drugs and complex
molecules of plants.

The alkaloid 2-phenylquinoline obtained from the medicinal plant Galipea longiflora was the substrate in
biotransformation processes by 114QD, strain identified as Aspergillus spp. Chemical characterization was carried
out by thin layer chromatography (TLC), high performance liquid chromatography (HPLC) and gas chromatography
(GC). These techniques alowed to detect the presence of a product derived from a biotransformation. Such product
showed to be a more polar compound than the original substrate and exhibited an UV absorption spectrum different
from that of the substrate which has a bathochromic shift of the absorption bands due to the replacement by OH. An
analysis coupled to mass spectroscopy permitted identify the hydroxylation of the quinoline ring by showing in its
mass spectrum a molecular ion a 221 m/z compared to 205 m/z of the 2-phenylquinoline. Chromatographic
techniques also allowed establishing that after 360 hours of incubation in Basal Medium, approximately 78% of the
substrate was bio-transformed. The analysis of the areas in function of time showed an increase up to 10 times for the
product formed regarding the early hours of culture.

Biological activity against promastigotes of Leishmania evaluated by XTT showed |C 50 values different from

those of the original substrate.

*Corresponding author: carlitaden2309@gmail.com

RESUMEN

Spanish title: Caracterizacion quimica y biolégica de los productos derivados de la biotransformacion
del alcaloide leishmanicida 2-fenilquinolina (2FQ) por Aspergillus spp. Los microorganismos, como los
hongos filamentosos han sido utilizados ampliamente en estudios de biotransformacion de farmacos y moléculas
compleas provenientes de plantas.

El alcaloide 2-fenilquinolina obtenido de la planta medicinal Galipea longiflora, fue el sustrato en procesos de
biotransformacion por la cepa 114QD, identificada como Aspergillus spp. La caracterizacion quimica fue realizada
por cromatografia en capa fina (CCF), cromatografia liquida de ata resolucion (HPLC) y cromatografia de gases
(CG). Estas técnicas permitieron detectar la formacion de un producto de biotransformacién, € cual tiene como
caracteristica una mayor polaridad con un espectro de absorcion UV diferente a del sustrato original. Dicho producto
presenta un desplazamiento batocromico de las bandas de absorcién por sustitucién por OH, un andlisis (HPLC y
GC) acoplado a espectroscopia de masas identificé de manera inequivoca la hidroxilacion del anillo quinolinico al
mostrar en su espectro de masas un ién molecular con € pico a m/z 221 comparado con m/z 205 de la 2-
fenilquinolina. Las técnicas cromatogréficas permitieron ademas determinar que luego de 360 horas de incubacion en
Medio Basal para hongos, aproximadamente un 78% de sustrato fue biotransformado. El andlisis de las areas en €l
tiempo para el producto formado mostré su aumento de hasta 10 veces més a hallado durante las primeras horas de
cultivo.
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La actividad bioldgica frente a promastigotes de Leishmania evaluada por €l método XTT, mostré valores de IC 50
diferentes alos del sustrato original.

INTRODUCCION

Los procesos de biotransformacion microbiana en la actualidad representan una poderosa herramienta biotecnol égica
aplicable al campo de la biomedicina, quimica e industria. Esta basada en la utilizacion de microorganismos como los
hongos filamentosos, los cuales poseen versdtiles sistemas enzimaticos que les permiten modificar la estructura
guimica de diversas moléculas para generar no solo nuevos compuestos con propiedades mejoradas, sino también
utilizarlos para el estudio del metabolismo de drogas. Hongos del género Cunninghamella y Aspergillus han sido
utilizados ampliamente para estudios de biotransformacion de ciertos farmacos como el naproxeno [1-2] y la
doxepina [3] obteniéndose metabolitos esencialmente semejantes a los obtenidos en estudios realizados en humanos
[4-5] y algunos metabolitos nuevos. Estos procesos pueden ser utilizados como alternativa emergente o complemento
al uso de animales de experimentacion y alas costosas pruebas en lineas celulares.

La planta medicinal Galipea longiflora, conocida como “Evanta” entre las etnias asentadas en la Amazonia
Boliviana [6-7], es ampliamente empleada para € tratamiento de leishmaniasis y diarreas causadas por parésitos
intestinales. Su actividad biolégica es atribuida a un grupo de alcaloides quinolinicos obtenidos de los extractos
crudos de corteza del tronco, corteza de raiz y hojas de la planta, siendo la 2-fenilquinolina el alcaloide mayoritario.

X
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N

Se han llevado a cabo distintos estudios relacionados a la biodisponibilidad de |os alcaloides de Evanta, sin embargo
hasta ahora no se ha podido establecer de manera confiable aspectos referentes a la farmaco-cinética y farmaco-
dindmica de estos compuestos en concordancia con hallazgos de diversos autores.

El alcaloide 2-fenilquinolina fue el sustrato en procesos de biotransformacion por hongos filamentosos. La cepa
114QD (Aspergillus spp.) fue seleccionada del cepario del 1IFB por su capacidad de utilizar esta molécula como
Unica fuente de carbono y nitrégeno para su desarrollo y crecimiento. Se conoce que distintas cepas de Aspergillus
presentan versatiles sistemas enziméticos, 1o que permite a estos microorganismos modificar la estructura quimica de
moléculas complejas presentes en una variedad de plantas [8-10] llevando a cabo reacciones de hidroxilacion,
metilacion, reduccion e hidrolisis [11].

La biotransformacién de 2-fenilquinolina y la formacién de productos derivados de este proceso fueron
evaluados y analizados por cromatografia en capa fina (CCF), cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) y
cromatografia de gases (CG). Un andlisis acoplado a espectrometria de masas fue realizado con €l fin de identificar
inequivocamente los productos formados. Un seguimiento de la actividad antiparasitaria de los extractos obtenidos se
Ilevd a cabo paraidentificar cambios de la actividad biol gica con respecto al sustrato original.

2-fenilquinolina

RESULTADOS
Identificacion de la cepa

Se obtuvieron colonias de color amarillo verduzco que permanecen verdes con el tiempo con aspecto arenoso, €l
analisis microscépico mostr: Cabezas conidiales radiaes, vesiculas redondas, esporulacion en toda la superficie,
conidiéforos rugosos, lo cual permitié identificar ala cepa 114QD como Aspergillus spp.

La figura 2 muestra el resultado del andlisis por cromatografia en capa fina (CCF) de los extractos obtenidos
del proceso agitado. Se observa la presencia de bandas con idéntico Rf a patrén del sustrato (1) (Rf 0,94), para el
medio basal con 2-fenilquinolina (2 y 3) ademas de la presencia de otros productos de distinta polaridad (Rf 0,68,
0,64 y 0,3). La presencia de estos productos fue descartada en el control de proceso utilizado (4) (medio basal sin
ninguna fuente de carbono), lo que indica que la cepa elegida tiene la capacidad de generar otros productos a partir
de la utilizacién de la 2-fenilquinolina como Unica fuente de carbono y nitrégeno.
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Figura 1. Identificacion macro y microscopica de la cepa 114QD.
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Figura 3. a) Cromatogramasy espectro 3D de los picos de 2-fenilquinolina obtenidos en el tiempo b) Espectros de absorcion
UV obtenidos por e detector PDA Espectro pico A (Tr: 1.79 min), Espectro pico B (Tr: 2.85 min), Espectro pico C (Tr: 4.1 min

2-fenilquinolina
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En la figura 3a se observa los cromatogramas obtenidos para las muestras tomadas a las 72, 168 y 264 horas de
cultivo. Se puede observar que las éreas de los picos correspondientes a la 2-fenilquinolina pico C, con un tiempo de
retencion de 4,1 min, disminuyen en el tiempo y aparecen picos de mayor polaridad con areas que se incrementan a
tiempos de retencion de 1,79 y 2,85 min denominados A y B respectivamente.

Mediante el detector de arreglo de fotodiodos (PDA) se obtuvo espectros de absorcion UV de los tres picos
encontrados (Figura 3b). El espectro del pico C genera bandas de absorcion a 256,1 y 322,5 nm, las cuales son
caracteristicas de la molécula 2-fenilquinolina. El espectro del pico B ensefia bandas de absorcion a 216,1, 265,5 y
335,6 nm, presentando caracteristicas espectrales similares al pico C. Se sabe que las sustituciones por grupos
auxécromos como OH pueden generar un desplazamiento batocrémico de las bandas de absorcidn [12-13]. Los datos
de los cromatogramas y espectros de absorcion UV obtenidos permiten inferir que el producto B y no asi €l A resulta
ser un producto de biotransformacién de la 2- fenilquinolina. El andlisis por HPLC permiti6é también determinar €l
consumo de sustrato y la formacion del metabolito B con relacion al tiempo, dando un estimado de la eficacia del
proceso.

Los datos hallados con las éreas obtenidas permiten determinar un consumo de 2-fenilquinolina a 264 horas del
77% guedando un remanente aproximadamente de un 23%. (Figura 4).
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Figura 4. Relacion de la disminucion del area de la 2-fenilquinolina 'y el incremento del area del pico B con relacion al tiempo
de cultivo

Andlisis por cromatografia de gases (CG) y acoplamiento a espectroscopia de masas (CG-EM)

El andlisis por cromatografia de gases permitié encontrar en las muestras el pico correspondiente ala 2-fenilquinolina
a un tiempo de retencion de 38,66 minutos (Figura 5) comparando con el patron puro. Se hallaron también otros
picos minoritarios, siendo €l pico encontrado a 44,01 minutos € Unico de interés a pertenecer a los medios con
alcaoidey no asi alos controles del medio procesados.

Un andlisis de las areas de 2-fenilquinolina obtenidas revel6 una disminucion de éstas en el tiempo, mientras
que las éreas del producto de interés (Tr: 44,01) como se muestra en la figura 6 se incrementaron. El andlisis de las
areas permitié dar un estimado del consumo de sustrato (2-fenilquinolina) en € proceso, siendo éste de
aproximadamente un 78%.

El andlisis por espectroscopia de masas confirmé que el pico a tiempo de retencién de 38,66 min corresponde a
la 2-fenilquinoling, ya que éste muestra en su espectro de masas un ién molecular a 205 m/z correspondiente a una
formula molecular C1sH11N (Figura 7), se observé ademés un fragmento significativo a 102 m/z [CgHg] caracteristico
del patrén de fragmentacion de este compuesto [14].

En lafigura 8 se observa el andlisis del pico obtenido a 44,01 min, este compuesto muestra en su espectro de
masas un ion molecular a 221 m/z correspondiente a CisH11NO, €l patrén de fragmentacion obtenido muestra un
fragmento significativo a 204 m/z [CisH10N] que sugiere la pérdida de un grupo OH [M-17]+, lo cual indica segin
comparacion con la base de datos del CTA (UMSS) que el compuesto analizado puede ser un derivado hidroxilado
de la 2-fenilquinolina.
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Figura 5. Relacién de la disminucion del

area de la 2-fenilquinolina Figura y el incremento del area del pico deinterés (Tr:
44,01) con relacion al tiempo de cultivo
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area de la 2-fenilquinolina Figura y el incremento del area del pico deinterés (Tr:
44,01) con relacion al tiempo de cultivo

Tr: 38,66
%
10 5
102m/z -—---4
5H
102
16 1
0]18\28\39\;11\@3\“%8\\\\128\\\151\\1(?\\\2‘\
2D X N XN 60 ] 80 W W W 1B U B W 70 1 1% 00 A0
Figura 7. Espectro de masas de la 2-fenilquinolina
Tr:44.01%
1001 1
i
3 s 51 m fz
G][\ZB\QQ\\51\613\715\%\%\1\%115\128\13\9\\IPSL\\V\\\
0 % % W 1w @ 1 W K % m W % W WM 2N

Downloadable from: Revista Boliviana

153

Figura 8. Espectro de masas de la 2-hidroxifenilquinolina

de Quimica. Volumen 33 N°4. Afio 2016
http://www.bolivianchemistryjournal.org, http://www.scribd.com/bolivianjournal of chemistry




REVI STA BOLI VI ANA DE QUi M CA (Rev.Bol . Quim) Vol . 33, No.4, pp. 149-157, Sep./Nov. 2016

Bol i vian Journal of Chemi stry 33(4) 149-157, Sep./Nov. 2016

Recei ved 09 19 2016 Accepted 10 18 2016 Publ i shed 12 15 2016
Parra et Al.

Mediante la comparacion del espectro de masas de este compuesto con € de 2-fenil-4 metoxiquinolina [14], se
sugiere que la hidroxilacién de la molécula 2-fenilquinolina se da en el carbono 4.

Compuesto Principales Fragmentos Estructura

2-fenil-4 metoxiquinolina m/z 235,204,191,165,156,143,128,117,102 OCHa

(Ticona, 2008) S
(L

s

Derivado 4-hidroxilado dela2-  m/z 221,204,191,165,139,128,110,95 OH

fenilquinolina S

Base de datos O

Sin embargo, por no tener la cantidad de producto suficiente no se pudo redlizar el andlisisde RMN para confirmar o
determinar laposicién real del grupo hidroxilo sobre la estructura de la 2-fenilquinolina.

En estudios realizados con hongos del generéd Aspergillus spp. se encontrd gque estos tienen la capacidad de
hidroxilar moléculas como cumarinas, terpenos y flavonoides [8-10], porque poseen un sistema enzimatico de
monooxigenasas, como parte importante del metabolismo de xenobiéticos [10-11].

Es importante la obtencidn de estos compuestos hidroxilados porgque estos pueden ser intermediarios de valor
para procesos de sintesis quimica de compuestos con mayor actividad biol dgica.

Caracterizacion bioldgica del proceso de biotransformacion

La actividad biolégica de todos los extractos fue evaluada frente a promastigotes de Leishmania spp. por la técnica
XTT, los valores de IC 50 hallados se muestran a continuacion:

Tabla 1. Valores de IC 50 de los extractos obtenidos evaluados por la técnica XTT. 2FQ: 2-fenilquinolina, CAT: Alcaloides
Totales de Corteza (G. longiflora). * Anfotericina B como control positivo.

Extracto analizado Lma M 2904
Control sin 2FQ >100 >100
Cultivo Batch con 2FQ 66,3+6 57,17
2FQ 38,5+1,5 23+0,5
CAT 17,8 14
AnfotericinaB 0,25 0,07

La tabla 1 muestra una comparacion de la actividad de los extractos sobre promastigotes de Leishmania:
complegjo L. amazonensis clon 1 Lma (MHOM/BR/76/LTB-012) y complejo L. brazliensis (M2904 C192 RJA), los
valores hallados se compararon con e de un patrén puro de 2-fenilquinolina 'y con el del complejo de alcaloides
totales CAT. Los valores de IC50 hallados fueron diferentes a del sustrato original, se determiné una mejor actividad
sobre el complgjo (M2904 C192 RJA) Se procesaron de igual manera los controles del proceso sin alcaloide los
cuales no presentaron actividad leishmancida.

DISCUSION

Downloadable from: Revista Boliviana 154 de Quimica. Volumen 33 N°4. Afio 2016
http://www.bolivianchemistryjournal.org, http://www.scribd.com/bolivianjournal of chemistry




REVI STA BOLI VI ANA DE QUi M CA (Rev.Bol . Quim) Vol . 33, No.4, pp. 149-157, Sep./Nov. 2016

Bol i vian Journal of Chemi stry 33(4) 149-157, Sep./Nov. 2016

Recei ved 09 19 2016 Accepted 10 18 2016 Publ i shed 12 15 2016
Parra et Al.

Se empled a la cepa 114QD para estudios de biotransformacion del alcaloide 2-fenilquinolina, esta cepa fue
identificada como Aspergillus spp. por el analisis macro y microscopico realizado.

La caracterizacion quimica de los productos obtenidos de los procesos de biotransformacion fue realizada por
métodos analiticos bastante selectivos como la CCF que permitié evaluar la modificacion del sustrato; HPLC y GC
permitieron determinar la eficacia del proceso mediante la evaluacion de la biotransformacién del sustrato que fue de
un 77y 78% respectivamente, demostrando que ambos métodos son bastante congruentes.L os espectros de absorcién
UV obtenidos por HPLC demostraron la presencia de la 2-fenilquinolina y de un producto que presenté un
desplazamiento batocrémico de las bandas de absorcién debido a la sustitucion del anillo quinolinico por un grupo
OH.

Mediante el andlisis GC se obtuvo a un tiempo de retencién de 44.01 minutos un pico que resulto de interés a
no estar presente en los controles procesados, el acoplamiento a espectroscopia de masas determino que el pico
correspondiente a ese tiempo de retencién presenta en su espectro de masas un ién molecular am/z 221, el patrén de
fragmentacion de este compuesto muestra un fragmento significativo am/z 204 que sugiere la pérdidade un OH [M-
17]+, demostrando la hidroxilacion de la molécula. Una comparacion del patrén de fragmentaci én obtenido para este
compuesto con el halado en estudios anteriores para € compuesto 2-fenil-4-metoxiquinolina sugiere que la
sustitucién se pudo dar en el carbono 4, aungue existen otros posibles sitios de ataque enzimatico.

Aspergillus spp
114QD
—_—

La actividad bioldgica evaluada sobre promastigotes de Leishmania por el método XTT, mostro valores de IC 50
diferentes a los valores hallados para el patron 2-fenilquinolina, teniendo una mejor actividad frente a complejo L.
braziliensis (M2904 C192 RJA) que frente al complejo L. amazonensis. Gracias a este trabajo se dio un gran paso en
la elucidacién del proceso de biotransformacion de la 2-fenilquinolina y se demostré ademas el potencial de
Aspergillus spp para modificar moléculas complejas como son los acaloides y otros presentes en plantas |o que hace
a este microorganismo un excelente candidato a futuro para la evaluacion de dichos procesos en una gama de
principios activos de plantas.

EXPERIMENTAL

Obtencion de la cepa

La cepa 114QD proveniente del 1.1.F.B. fue reactivada e identificada mediante un examen macro y microscopico en
placa.

Proceso de biotransformacion

Los procesos de hiotransformacién fueron Ilevados a cabo en cada oportunidad en matraces Erlenmeyer de 250 ml
con 50 ml de Medio Basal para hongos (comp. KH2PO4 0.5g, K:HPO,4 0.6g, MgSO. 7H20 0.5 g). Se alcanz6 una
concentracion final de 2-fenilquinolina de 25 pg/ml. Los matraces se inocularon con una solucion de esporas a una
concentracion de 1 x 10 © esporas/ml. Todos los cultivos fueron incubados a 30°C y en agitacion constante a 100 rpm
por un periodo maximo de 360 horas. Controles del proceso fueron realizados de la mismaforma.

Obtencidn de los extractos
Para la obtencién de los extractos € micelio se separé de los medios de cultivo mediante filtracion, los filtrados

obtenidos se extrajeron en un sistema continuo liquido-liquido con acetato de etilo por 3 veces, € extracto organico
obtenido se seco con NaCl, sefiltré y concentré por evaporacion del solvente en rotavapor (Janke& Kunkel 1KA)
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Andlisis por Cromatografia en capa fina

L os extractos obtenidos fueron analizados por cromatografia en capa fina (CCF), utilizando placas cromatogréficas
de gdl de silice con fluorescencia UV 254nm de 25um de espesor con base de aluminio (Whatman); utilizando un
sistema de elusion CH2Cl,: MeOH (95:5).

Analisis por cromatografia liquida de alta resolucién

Los extractos se analizaron en €l 1.1.F.B. por HPLC en un equipo Waters serie 1525 de bomba binaria con detector
PDA modelo 2996 bajo las siguientes condiciones experimentales. Columna C18 (150 mm x 4,6 mm) 5 um, fase
movil MeOH/Agua (85:15 v/v) con un flujo de 1 mi/min (isocratico), un volumen de inyeccion de 20 pl y tiempo de
corrida de 10 min.

Analisis por cromatografia de gases

Los metabolitos volétiles y semivoléatiles presentes en los extractos se analizaron en un cromatégrafo de gases
CLARUS 500 (Perkin Elmer), sobre una columna SUPELCO (0.32 mm x 0.52 um x 30 m), bgjo las siguientes
condiciones. horno con una temperatura inicial de 50°C por 5min ascendiendo a una razén de 5°C/min hasta los
250°C manteniéndose por 10min, € inyector se mantuvo a 250°C, gas carrier H2 programado en modo flujo
0,5ml/min., utilizando un detector de ionizacion a flama (FID) a 270°C.

Andlisis por cromatografia de gases acoplado a espectroscopia de masas de impacto electronico.

Laidentificacion de los productos obtenidos se realiz6 por cromatografia de gases acoplado a espectroscopia de
masas en el CTA delaUMSS empleando un equipo (Shimadzu) con una columna Carbowax (0,25 um x 30m). La
programacion de temperatura fue la siguiente: 40°C (inicial), 220°C (final), gradiente: 2°C/min. Espectro de masas
inicio 2 min, final 120 min, scan 15 a 400 m/z, gananciadel detector 0,7 KV

Evaluacién de la actividad leishmanicida: Método colorimétrico XTT

La evaluacion de la actividad leishmanicida de los extractos se realiz6 sobre promastigotes de dos especies de
Leishmania L. braziliensis (M2904 C192 RJA) y L. amazonensis (MHOM/BR/76/LTB-012) utilizando como
blancos, un control de parasitosy DMSO a 1%, un control de parasitos con Anfotericina B y otro con una muestra
patron de alcaloides totales de corteza de Evanta (CAT) y 2-fenilquinolina (2FQ). Las placas se incubaron durante
72hrs. Para determinar la CI50 se utiliz6 una solucion de X TT con Fenasin metosulfato (PMS)
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