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RESUMEN

La exquisita regio y estereoselectividad que presentan los biocata-
lizadores, amén de la buena sostenibilidad inherente a su empleo,
permiten la realizacién de protocolos sintéticos dificilmente alcan-
zables por las metodologias clasicas, a menos que se lleven a cabo
costosos procesos de proteccion y desproteccion. En este trabajo se
revisan algunos ejemplos en los cuales las hidrolasas (las enzimas mas
empleadas dentro del &mbito de las Biotransformaciones) estan im-
plicadas como biocatalizadores para la obtencién del eutémero (este-
roisémero activo, que presenta la actividad terapéutica deseada) bien
de diferentes farmacos quirales, o bien de precursores a través de los
cuales se puedan sintetizar. Asi, se comentaran distintos tipos de bio-
transformaciones para la obtencién de compuestos con diferentes
actividades: antivirales, anticancerosos, antihipertensivos, antiinfla-
matorios, etc, haciendo hincapié en la versatilidad y comodidad del
empleo de los biocatalizadores en los pasos sintéticos descritos.

Palabras clave: Biocatalizadores; Hidrolasas; Biotransformacio-
nes; Farmacos.
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ABSTRACT

Hydrolases use in the preparation of drugs and homochiral
intermediates

The excellent regio and steroselectivity of biocatalysts, combined
with their environmental friendly behaviour, make possible to carry
out under biocatalytical conditions many processes which, conducted
on strictly classical methodologies, would demand expensive and
tedious protection and de-protection steps. In this work we review
some examples in which hydrolases (the most useful enzymes in the
Biotransformations field) catalyse different reactions for synthesizing
only the therapeutically essential stereoisomer of different
homochiral building blocks for drugs. Thus, processes leading to
antiviral, anticancer, antihypertensive or antiinflammatory drugs,
along with many others, are described, remarking the versatility and
utility of the biocatalysts in the above-mentioned processes.

Keywords: Biocatalysts; Hydrolases; Biotransformations; Drugs.

1. INTRODUCCION

Los biocatalizadores, tanto en forma de enzimas aisladas como
sistemas celulares, estan siendo cada dia mas utilizados en rutas sin-
téticas que conduzcan a productos de interés industrial (1-8). Aunque
sin duda existe un creciente interés en la aplicacién de la Biocatalisis
a la obtencién de productos de bajo valor afiadido (9, 10), su utili-
zacion esta mas focalizada hacia el sector del alto valor afadido, es-
pecialmente en la industria farmacéutica, puesto que la exquisita
regio y estereoselectividad que presentan los biocatalizadores permite
la realizacion de protocolos sintéticos dificilmente alcanzables por las
metodologias clasicas, a menos que se lleven a cabo costosos pro-
cesos de proteccion y desproteccion. Por otra parte, las condiciones
suaves de presion y temperatura que se utilizan en las biotransforma-
ciones evitan la apariciéon de reacciones colaterales indeseadas (ra-
cemizaciones, epimerizaciones o transposiciones) que perjudicarian
la economia del proceso. Atiin mas, las modernas técnicas de modi-
ficacion genética que permiten la sobreexpresiéon de enzimas y el
aumento de sus propiedades cataliticas (estabilidad y selectividad)
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esta aumentando de manera considerable el interés en los procesos
biocatalizados.

Desde el punto de vista del &mbito de aplicaciéon de la Biocatalisis
para la obtencién de nuevos farmacos, no cabe duda de que nos en-
frentamos a un amplio espectro de utilizacién, ya que siempre que
hablemos de quiralidad, los biocatalizadores desempenan un papel
prominente; en efecto, en el afno 2000, un 35% de los sintones utiliza-
dos para dicho fin eran quirales, y se espera que este niimero aumen-
te hasta un 70% en el ano 2016 (11). En efecto, después de décadas
de una quimica farmacéutica esencialmente bidimensional, donde la
farmacopea estaba plagada de racematos, a comienzos de los anos
ochenta se produjo un redescubrimiento de la estereoquimica (12).
A este hecho contribuyé sobremanera la incorporacién al arsenal de
reacciones precedentes de nuevas metodologias de obtencion de asi-
metria molecular, entre ellas la Biocatélisis como mencionamos an-
teriormente, que reavivaron el interés por el estudio estereoquimico
del modo de actuacién de los farmacos (13). Asi, se reconocié que la
mayoria de los farmacos eran realmente una mezcla de estereoiséme-
ros, llamados eutdmero (isbmero que presenta la actividad terapéuti-
ca deseada) y distémero (isébmero no activo, que en el mejor de los
casos es inactivo y en el peor de ellos puede presentar altos niveles de
toxicidad), siguiendo las definiciones de Ariens (14). Esta vision exce-
sivamente simplista ha dado paso a una diferenciacién mas completa
y detallada del papel de cada estereoisémero (12, 15, 16), y en este
sentido, hoy dia los compuestos que presentan algiin centro quiral
en su estructura se manufacturan de manera preferente como el eut6-
mero, y las legislaciones mas avanzadas [la FDA (Food & Drug Admi-
nistration) norteamericana, como ejemplo mas sefiero] demandan
pruebas concluyentes de que los distémeros carecen de efectos noci-
vos para la salud. Todos recordamos el tristemente célebre caso de la
ftalidomida, por lo que sin duda ha quedado manifiestamente com-
probado que el empleo de farmacos homoquirales es esencial para
lograr el efecto terapéutico deseado. Ademas, existen otras ventajas
ligadas a su empleo, tales como la reduccion de la dosis necesaria, la
simplificacién del conocimiento de la relaciéon dosis-respuesta y la mi-
nimizacién de la toxicidad. Estos factores farmacocinéticos y farma-
codinamicos han llevado a una gradual preferencia por el empleo de
enantiomeros separados tanto a nivel industrial como legislativo. Asf,

261



ANDRES R. ALCANTARA LEON Y coOLS. AN. R. Acap. Nac. Farwm.

en términos estadisticos, las ventas mundiales de faArmacos quirales en
forma del eutémero aislado crecieron en USA a un ritmo de un 13%
anual hasta 133 millardos de délares en 2000 y 147,2 millardos en
2001 (incremento de un 16,7%). En esos afos, un 40 y un 36%, res-
pectivamente, de todos los farmacos vendidos fueron enantiémeros
simples, frente a un 33% en 1999 (17, 18). Esto implica que el debate
entre usar racematos o enantiomeros aislados se esta claramente de-
cantando hacia los segundos, y en ese sentido el empleo de procesos
biocatalizados tiene mucho atin por ofrecer.

En este sentido, dentro del amplio campo de las Biotransforma-
ciones, sin duda las hidrolasas (enzimas que catalizan la ruptura
hidrolitica de enlaces principalmente del tipo C-O, C-N, C-C y, en
algunos casos, P-O) son las enzimas mas ampliamente utilizadas. De
hecho, se estima que aproximadamente un 80% de todas las enzimas
usadas en procesos industriales pertenecen a esta clase (19). A ello
contribuyen de manera especial todas las ventajas inherentes a su
utilizacion, a saber:

e Ausencia de necesidad de cofactores (caros y que deben ser
reciclados).

® Buena disponibilidad comercial (un gran nimero a precios
asequibles).

e Capacidad de reconocimiento muy especifico de sustratos a
veces muy alejados de la estructura de sus sustratos «natura-
les» [lo que se ha definido recientemente como «promiscuidad
catalitica» (20)].

* Posibilidad de utilizacién en procesos en disolventes no acuo-
sos (especialmente en el caso de las lipasas), lo que permite
llevar la biocatélisis en el sentido de la acilacién en lugar de la
hidrdlisis.

Por ello, en este trabajo se pretende llevar a cabo una revisién
acerca de los procesos mas importantes en los cuales las hidrolasas
estan implicadas como biocatalizadores para la obtencién de molé-
culas homoquirales a través de las cuales se puedan sintetizar dife-
rentes tipos de farmacos. Para facilitar la lectura del mismo, se ha
seguido una ordenacién de los procesos basandonos en el criterio de
la accion terapéutica del producto obtenido.
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2. FARMACOS ANTIVIRALES
2.1. Profarmacos de lobucavir

El Lobucavir (5, Figura 1) es un anélogo del nucleésido ciclo-
butilguanina, el cual se encuentra bajo desarrollo como un agente
antiviral para el tratamiento para el virus del herpes y del virus de
la hepatitis B (21). Un profarmaco del mismo, en que uno de los dos
hidroxilos se une a la valina, 7 se ha considerado interesante para su
desarrollo.

La aminoacilacién regioselectiva de uno de los dos hidroxilos pri-
marios es dificil de llevar a cabo por procedimientos quimicos, aun-
que sin embargo podria realizarse mediante un proceso enzimati-
co (22). En este sentido, la sintesis del profarmaco lobucavir L-valina
requiere la unién enantioselectiva de uno de los dos grupos hidroxilos
del lobucavir con valina, y para ello los procesos enzimaticos fueron
desarrollados por aminoacilacién de ambos grupos hidroxilo del lo-
bucavir (22). La hidrdlisis selectiva del diéster 1 con lipasa M condujo
a 3 con un 83% de rendimiento. Cuando el diéster metilico 9 como
dihidrocloruro fue hidrolizado con lipasa de Candida rugosa se ob-
tuvo 4 con un rendimiento del 87%. Los intermedios finales del pro-
farmaco lobucavir, el éster 6, podrian ser obtenidos por transesteri-
ficacion de lobucavir usando ChiroCLEC BL (61% de rendimiento) o
mas selectivamente usando lipasa de Pseudomonas cepacea (84% de
rendimiento).

2.2. Crixivian (Inhibidor de la proteasa del HIV)

El cis-(/S,2R)-1-aminoindan-2-ol (Figura 2, 11) es un sintén clave
para la sintesis de Crixivian (indinavir) 12, un inhibidor de la pro-
teasa-HIV. Se ha descrito un proceso mediado por una epéxido hi-
drolasa de Diplodia gossipina para la resolucién del 6xido de indeno
racémico 8. El enantiémero deseado para obtener 11, el (IS,2R)-
6xido de indeno 9, un intermedio quiral para la sintesis del Crixivan,
se obtuvo con un rendimiento del 14% y un exceso enantiomérico
del 99%, junto con el indanodiol racémico 10 como un producto
secundario (23).
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Figura 1. Sintesis de los intermedios quirales para el profarmaco 7, mediante
hidrélisis enzimatica regioselectiva de 1y 2, o mediante aminoacilacién enzima-

tica regioselectiva del lobucavir 5.
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Figura 2. Resolucién del 6xido de indeno racémico 8 para la obtencién de los
intermedios homoquirales 9 y 11 necesarios para la sintesis del indinavir 12.
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3. FARMACOS ANTICANCEROSOS

3.1. Cadena lateral del taxol (Paclitaxel)

Entre los agentes antimitosis, el paclitaxel (Taxol) (16, Figura 3)
un terpeno policiclico complejo, exhibe un tinico modo de accién
sobre las proteinas microtubulares responsables de la formacién de
el huso mitético durante la divisién celular, pues inhibe el proceso
de despolimerizaciéon de la microtubulina (24). El Paclitaxel se ha
utilizado en el tratamiento de varios tipos de cancer entre los que
podemos citar el cancer de ovarios, y metastasis de cancer de mama
con resultados prometedores. El Paclitaxel fue originalmente aislado
de la corteza del tejo Taxus brevifolia y tambien se ha encontrado en
otras variedades de tejo. El principal inconveniente es que el rendi-
miento es muy bajo (0,07%). Se ha estimado que son necesarias
unas 20.000 libras de corteza de tejo (equivalente a 3.000 arboles)
para producir 1 kg de Paclitaxel (25). El desarrollo de un proceso
semisintético para la produccién de Paclitaxel a partir de, por un
lado, bacatina III 14 (Paclitaxel sin cadena lateral en C-13) o 10-
desacetilbacatina III 15 (10-DAB, paclitaxel sin cadena lateral en C-
13 y sin el acetato del C-10), y por el otro de la estructura lactamica
13 (precursora de la cadena lateral en C-13) es una muy interesante
propuesta. En efecto, tanto diferentes taxanos (estructuras derivadas
de 14 6 15), como la bacatina III o la 10-DAB pueden obtenerse a
partir de agujas, brotes y cultivos jovenes de tejo (26). Es decir, la
producciéon de paclitaxel por un proceso semisintético podria elimi-
nar la tala de arboles de tejo.

Asi pues, lograr la correcta estereoquimica de la cadena lateral
en C-13 es de crucial importancia. Para ello, se llevé a cabo la hidré-
lisis enantioselectiva del acetato racémico 3-(acetiloxi)-4-fenil-2-aze-
tidinona 17 (Figura 4) al correspondiente alcohol 19 y el R-acetato
18 (27) usando una lipasa PS-30 de Pseudomonas cepacea (Amano)
y BMS lipasa (lipasa extracelular obtenida de la fermentaciéon de
Pseudomonas sp. SC 13856). El rendimiento de reacciéon obtenido
para el (R)-acetato 18 fue superior al 48% (méaximo tedérico del 50%
para una resolucion cinética) con un exceso enantiomérico superior
al 99,5%.
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Figura 3. Estructuras del paclitaxel 16 y de los intermedios de semisintesis baca-
tina IIT (14) y 10-DAB (10-desacetilbacatina, 15).
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Figura 4. Hidrélisis enantioselectiva del acetato racémico 3-(acetiloxi)-4-fenil-2-
azetidinona 17, y posterior hidrélisis quimica para la obtencién de 13.

La lipasa BMS y la lipasa PS-30 fueron inmovilizadas sobre po-
lipropileno Accurel (PP), y las lipasas inmovilizadas se pueden reuti-
lizar (diez ciclos) sin pérdida de actividad enzimatica, productividad
o enantiopureza del producto 18 en el proceso de resolucién. El pro-
ceso enzimatico fue escalado hasta 250 L (2,5 kg sustrato) usando
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lipasa BMS y lipasa PS-30 respectivamente. De cada batch de reac-
cién, se aislé el R-acetato 18 con un 45% de rendimiento y 99,5% de
e.e. Mediante una suave hidrdlisis en medio basico, el R-acetato se
transformé quimicamente al R-alcohol 13, sintén que al ser acopla-
do a la bacatina III 14, tras una proteccién y desproteccién, permite
preparar paclitaxel por un proceso semisintético (26).

3.2. Taxano activo por via oral: Preparacion enzimatica
de (3R-cis)-3-acetiloxi-4-(1,1-dimetiletil)-2-azetidinona

Debido a la pobre solubilidad en agua del paclitaxel, varios gru-
pos estan desarrollando analogos solubles en agua (28-30). El pro-
ducto 24 (Figura 5) es un derivado de taxano soluble en agua, que
cuando se administra por via oral, resulta tan efectivo como el pa-
clitaxel en cinco modelos tumorales [pulmén M109 y céancer de
mamas en ratén, cancer de ovario humano (expresado en ratas y
ratones), y en cancer de colon HCT/pK] (29).

El intermedio quiral (3R-cis)-3-acetiloxi-4-(1,1-dimetiletil)-azeti-
dinona 21 fue preparado para la semisintesis del nuevo taxano 24.
La hidrdlisis enzimatica enantioselectiva de rac-3-acetiloxi-4-(1,1-
dimetiletil)-azetidinona 20 al correspondiente (S)-alcohol no desea-
do 22 y el (R)-acetato buscado 21 fue realizada utilizando lipasa
PS-30 (Amano) o BMS lipasa (lipasa extracelular obtenida a partir
de la fermentacién de Pseudomonas sp. SC 13856). Se obtuvo un
rendimiento de reaccién mayor del 48% (de nuevo un 50% es el
maximo tedrico) con un exceso enantiomérico mayor del 99% para
el (R)-acetato.

Por otra parte, la semisintesis del taxano 32 también requiere
disponer de 4,10-didesacetilbacatina III 25 (Figura 6) como mate-
rial de partida para la sintesis del derivado metoxicarbonilado en C4
de la 10-didesacetilbacatina 26. Para la deacetilacion de la 10-DAB
15 a 25 se emple6 una hidrélisis enziméatica regioselectiva utilizando
como catalizador células de Rhodococcus sp SC 162949 aislada de
soja empleando técnicas de enriquecimiento de los cultivos micro-
bianos (30).
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Figura 5. Hidrélisis enantioselectiva del rac-3-acetiloxi-4-(1,1-dimetiletil)-azetidi-
nona 20, y posterior hidrélisis quimica para la obtencién de 23.
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Figura 6. Desacilaciéon enzimatica de la 10-DAB 15.
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3.3. Desoxiespergualina. Acetilacién enzimatica
enantioselectiva de rac-7-[N,N’-bis(benziloxicarbonil)-N-
(guanidinoheptanoil)]-a-hidroxiglicina

La espergualina es un antibi6tico antitumoral que fue descubierto
en el filtrado del caldo de cultivo de una cepa bacteriana siendo su
estructura la (/5S)-1-amino-10-guanidino-11,15-dihidroxi-4,9,12-tria-
zanonadecano-10,13-diona (31). La sintesis total vino acompanada de
la condensacién catalizada por el acido del 11-amino-1,1-dihidroxi-
3,8-diazaundecano-2-ona con (S)-7-guanidino-3-hidroxiheptanamida
seguido por la separaciéon de la mezcla de epimeros. La actividad an-
tibacteriana o antitumoral de la espergualina racémica demostré ser
la mitad de la espergualina natural (32), indicando pues la importan-
cia de la configuracion absoluta en C11 para la actividad antitumoral.

La acetilacién enantioselectiva del 7-[N, N’-bis(benziloxicarbonil)-
N-(guanidinoheptanoil)]-"-hidroxiglicina racémica (27, Figura 7)
catalizada por la lipasa AK condujo al correspondiente (S)-acetato
28 y al (R)-alcohol 29 (33). Por su parte, el (S)-acetato 28 es un
intermedio clave en la sintesis quimica de la (S)-15-desoxiespergua-
lina 30, un agente inmunosupresor y antibiético antitumoral (34).
La reaccion se llevé a cabo en metil-isobutil-cetona usando una lipa-
sa de Pseudomonas sp. (lipasa AK) con acetato de vinilo como agente
acilante. Se obtuvo un rendimiento del 48% con un exceso enantio-
mérico del 98% para el (S)-acetato 42. El alcohol (R)-43 se obtuvo
con un 41% de rendimiento y un exceso enantiomérico del 94%.

3.4. Acilacion de Purina

Un buen ejemplo de quimio y regioselectividad combinada de una
transformacién enzimatica es la acilacién de purinas (506U78) que
comenzé siendo desarrollada por Glaxo Welcome, como un agente
antileucémico.

Partiendo de la estructura 31, y usando una lipasa inmovilizada
de Candida antarctica B y acetato de vinilo como donador de acilo
se obtuvo el 5’-monoacetato 32 con un 99% de conversion. El com-
puesto obtenido es mas soluble por lo que aumenta su biodisponi-
bilidad. Esta transformacién es practicamente imposible de realizar
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por una acetilaciéon quimica convencional debido a la conocida pre-
ferencia por la N-acilaciéon. La regioselectividad del proceso es re-
marcablemente alta, ya que se obtiene menos del 0,1% del 3’-acetato
y aproximadamente un 0,3% del 3’,5’-diacetato (35).

H H H 9 . . .
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z O OH N Y
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(S)-15-desoxiespergualina 30

Figura 7. Sintesis de los intermedios quirales para la obtencién de la (S)-15-
desoxiespergualina 30:acilaciéon enantioslectiva del rac-27 para la obtenciéon del
acetato homoquiral 28.
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Figura 8. Acilaciéon regioselctiva de purinas.
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4. FARMACOS ANTIHIPERTENSIVOS
4.1. Inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina

4.1.1. Captopril: Preparacion enzimdtica del dcido (S)-3-acetiltio-
2-metil propanoico

El captopril corresponde quimicamente a la estructura de 1-[(2-S)-
3-mercapto-2-metilpropionil]-L-prolina (36, Figura 9). Se usa como
un agente antihipertensivo mediante la supresién del sistema renina-
angiotensina-aldosterona (36, 37). El captopril previene la conversién
de angiotensina I a angiotensina II (AII) por inhibicién de la enzima
convertidora de angiotensina (ACE). La potencia del captopril como
un inhibidor del ACE depende criticamente de la configuraciéon del
resto mercaptoalcanoilo; asi, el compuesto con la configuracién S
es cien veces mas activo que el correspondiente R-isémero (38). El
resto requerido acido (2S) 3-mercapto-2-metilpropiénico ha sido
obtenido de una fuente microbiana a partir del acido (2R)-3-hidroxi-
metilpropiénico, que a su vez es obtenido por hidroxilacién del acido
isobutirico (29).

La sintesis de la (S)-cadena lateral del captopril fue realizada por
hidrdélisis enatioselectiva catalizada por lipasa del enlace tioester del
acido 3-acetiltio-2-metil propanéico racémico 33 para obtener el
compuesto (S)-34 (40). Entre las distintas lipasas evaluadas, la li-
pasa de Rhizopus oryzae ATCC 24563 y la lipasa PS-30 de P. cepacea
en medios organicos (1,1,2-tricloro-1,2,2-trifluoroetano o tolueno)
cataliz6 la hidrélisis del enlace tioéster del enantiémero no deseado
del producto racémico 33 para dar el producto S-34 deseado, y tam-
bién 4cido (R)-3-mercapto-2-metil propanéico 35 y acido acético. De
esta forma, se obtuvieron rendimientos de reaccién superiores al
24% con un e.e. superior al 95% para el compuesto (S)-34 usando
cada lipasa.
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Lipasa PS-30 ¢
YS\)}‘/OH ipasa BMS \I(S\)ﬁw/OH + HS\/\[(OH + \n/OH
0 o tolueno 0 o ) 0
rac-33 (9-34 (R)-35

|
l

HS N
0 CO.H

36 Captopril

Figura 9. Sintesis enzimatica de los sintones para la obtencién del captopril 36:
hidrélisis enantioselectiva del 4dcido rac-3-acetiltio-2-metilpropanéico 33.

4.1.2. Zofenopril: Preparacion enzimdtica del dcido (S)-3-benzoiltio-
2-metil propanoico

En un proceso alternativo para preparar tanto la cadena lateral
del captopril 36 y del zofenopril 40, se ha descrito una esterificacién
enantioselectiva del acido 3-benzoiltio-2-metil propanoico racémico
(37, Figura 10) catalizado por lipasas en un disolvente organico,
para dar el R- (+) éster metilico 39, dejando asi libre el sintén de-
seado, el acido S -38 (41).

@( L|;fasa PBS 3g 6
S\)\WOH pasa BV @\( \)}r
0 0 tolueno \/\[(
rac-37 / \\ (R)-39
QS

36 Captopril 40 Zofenopril

Figura 10. Sintesis enzimatica de los sintones para la obtencién del captopril 36
y del zofenopril 40: esterificacién enantioselectiva del acido rac-3-benciltio-2-me-
tilpropanéico 37.
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Usando lipasa PS-30 con tolueno como disolvente y metanol como
nucledfilo, se obtuvo el producto deseado (S)-38 con un 37% de ren-
dimiento y 97% de exceso enantiomérico. Tanto la cantidad de agua
como la concentraciéon de metanol afiadida a la mezcla de reaccién
fueron parametros criticos; asi, el agua fue anadida a una concentra-
cién de 0,1% en la mezcla de reacciéon. Cantidades superiores al 1%
de agua conducen a la agregacion de la enzima en el disolvente orga-
nico, con una disminucioén en la tasa de reaccién debido a limitacio-
nes de transferencia de masa. La tasa de esterificaciéon disminuyé
cuando la relacién metanol/sustrato se incrementé de 1:1 a 4:1. Por
otra parte, altas concentraciones de metanol inhibieron la esterifica-
cién debido probablemente al atrapamiento del agua esencial de la
enzima. La lipasa nativa PS-30 fue inmovilizada sobre polipropileno
Accurel (PP) por absorciéon con una eficiencia del 98,5%. La lipasa
inmovilizada catalizé eficientemente la reaccién de esterificacién dan-
do 45% de rendimiento con un 97,5% de exceso enantiomérico del
producto (S)-38, permitiendo eficazmente un rendimiento y exceso
enantiomérico similar del producto durante 23 ciclos de reutilizacién
sin pérdida apreciable de actividad y productividad. El (S)-38 es un
intermedio clave para la sintesis de captopril (42) o zefenopril (43).

4.1.3. Monopril: Preparacion enzimdtica de monoacetatos
de (S)-2-ciclohexil y de (S)-2-fenil-1,3-propanodiol

El monoacetato de (S)-2-ciclohexil-1,3-propanodiol 43 y (S)-2-
fenil-1,3-propanodiol 44 son intermedios quirales para la sintesis
quimioenzimatica de Monopril (45, Figura 11), un farmaco antihi-
pertensivo que actia como inhibidor sobre la enzima convertido-
ra de angiotensina (ACE). La hidrolisis asimétrica del diacetato de
2-ciclohexil-1,3-propanodiol 41 y el diacetato de 2-fenil-1,3-propano-
diol 42 a los correspondientes (S)-monoacetatos 43 y 44 se llevo a
cabo con lipasa pancreatica porcina (PPL) y lipasa de Chromobacte-
rium viscosum (443). Asi, aplicando un sistema bifasico que conte-
nia un 10% de tolueno, se obtuvieron rendimientos de reaccién del
65% con un 99% de e.e. para el producto (S)-43, usando ambas
enzimas. Por su parte, el (S)-44 fue obtenido con un rendimiento del
90% con un e.e. del 99,8% utilizando lipasa de Chromobacterium vis-
cosum en condiciones similares.
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4.2. Inhibidores de la endopeptidasa neutra

4.2.1. Preparacion enzimdtica del dcido (S)-o-
[(acetiltio)metilJbenceno propanoico

El 4cido (S)-"-[(acetiltio)metil]fenilpropanéico (47, Figura 12) es
un intermedio quiral clave para la sintesis del inhibidor de la endo-
peptidasa neutra(NEP) 49 (45). La lipasa PS-30 cataliz6 la hidrélisis
enantioselectiva del enlace tioester del rac-47 en disolvente orgéanico
para dar el acido (R)-"-[(acetiltio)metil]fenilpropanéico 48 y el sin-
tén deseado (S)-47, el cual se obtuvo con un rendimiento del 40%
con un exceso enantiomérico del 98% (40).

AcO OAc AcO_~_OH
11 sistema bifasico

lipasa de pancreas porcino

lipasa de Chromobacterium viscosum ©

AcO OAc AcO~_A_-OH

45 Monopril

Figura 11. Preparacién de los sintones quirales para la obtencién del Monopril:
hidrélisis enziméatica asimétrica de los diacetatos 41 y 42 a los correspondientes
monoacetatos (S)-43 y (S)-44.
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Lipasa PS-30 6 /©
Ws OH lipasa BMS S oH : N oH
+ HS._~_-0OH
tolueno \ﬂ/ \ﬂ/
o 0 o} o} V\g/ 0
rac-46 (S)-47 (R)-48

SR

0 O  COH

49

Figura 12. Preparacién del sintén quiral para la obtencién de 49 a través de la
hidroélisis enzimatica de 46.

4.3. Bloqueantes de los canales de calcio
4.3.1. Diltiazem

Los famacos bloqueantes de los canales de calcio forman un
grupo diverso desde el punto de vista quimico y farmacolégico. Desde
el punto de vista quimico, el diltiazem es una benzotiazepina que se
usa para tratar la hipertensiéon y para controlar el dolor en el térax
(angina). Funciona al relajar los vasos sanguineos para que el cora-
z6n no tenga que bombear con dificultad. También aumenta el su-
ministro de sangre y de oxigeno al corazén. Las companias DSM-
Andeno y Tanabe Pharmaceutical han comercializado una lipasa que
cataliza la resolucién del éster metilico correspondiente del acido
(+)-(2S,3R)-trans-3-(4-metoxifenil)-glicidico (MPGM) (2S,3R)-50,
Figura 13, un precursor clave para el diltiazem 53 (46-49). El pro-
ceso DSM-Andeno usa una lipasa de Rhizomucor miehei (RML),
mientras que el proceso Tanabe utiliza una lipasa secretada por
Serratia marcescens Sr41 8000. En ambos, casos la lipasa cataliza
la hidrélisis del racémico rac-50 para «limpiar» el enantiémero de-
seado (2S,3R)-50 del 4cido producto de la hidrélisis enzimética
(2R,3S)-51, el cual se descompone espontdneamente al aldehido 54.
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En el proceso Tanabe, en un reactor de membrana se combina la
hidrélisis, separacion y cristalizacion del (2S,3R)-50. En este sentido,
el tolueno disuelve el sustrato racémico en el cristalizador y lo lleva
hasta la membrana que contiene la lipasa inmovilizada. La lipasa ca-
taliza la hidrélisis del enantiémero no deseado originando el acido
(2R,3S)-51, el cual pasa a través de la membrana en la fase acuosa.
La espontanea descarboxilacion del acido da el correspondiente alde-
hido que reacciona con el bisulfito en la fase acuosa. En ausencia de
bisulfito, este aldehido desactivaria la lipasa. El enantiémero deseado
(2S,3R)-50 permanece en la fase tolueno y se lleva hasta el cristaliza-
dor. La actividad de la lipasa baja significativamente después de ocho
ciclos y la membrana puede ser recargada con lipasa adicional. Con
este proceso, el rendimiento del producto cristalizado (2S,3R)-50 fue
mayor del 43% con el 100% de pureza enantiomérica.

0,

OM lipasa a ©)
e oM ”
o gh Semimei oL wib ol &
o
MeO reactor de membrana pMeO MeO 0
rac-50 Agu al tolueno (ZS, 3R)-50 (ZR, 35)-51

Co,

o
MeO ©

54

s
@[ OH NaHSO,
52
1) Ac,0 SOgNa
~py o~ -Cl /©/\(
2 N
) | MeO OH

55

X,
NH,

OMe

OMe

L o
N
H 6]
~N<

53 Diltiazem

w

Figura 13. Proceso Tanabe para la preparaciéon del sintén quiral (2S, 3R)-50
para la obtencién del diltiazem 53.
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5. FARMACOS ANTICOLESTEROLEMICOS

5.1. Preparacién enzimatica de (R) y (S) 3-hidroxibutirato
de etilo

La producciéon de (R) y (S) 3-hidroxibutirato de etilo (HEB),
molécula clave para la obtencién de farmacos que inhiben la HMG
CoA reductasa, se ha desarrollado y escalado hasta la escala de ki-
logramos mediante un eficiente proceso enzimatico en dos pasos,
representado en la Figura 14. Ambos enantiémeros fueron obtenidos
al 99% de pureza quimica y 96% de e.e. con un rendimiento del
proceso completo del 73%. En la primera reaccién se realizaba la
acetilacion del HEB racémico 56 con acetato de vinilo para la pro-
duccién de (S)-HEB (S)-56. En la segunda reaccioén, el (R)-3-aceto-
xibutirato de etilo (AEB) obtenido en el primer paso por la reaccién
enzimaética fue sometido a una etanolisis (R)-HEB épticamente puro
(R)-56. En ambas etapas se empled, con alta productividad y selec-
tividad, la lipasa inmovilizada de Candida antarctica B (CALB).

0

lipasa B de C. antarctica H
MOEt p )\/U\OEt + /\)I\OEt

o R
rac.56 acetato de vinilo (R) 57 (5)-56

HEB AEB (S)-HEB

ipasa Bde C. antarctica
EtOH

OH O

/(lR)\)J\OEt

(R)-56
(R)-HEB

Figura 14. Preparacién en dos pasos de los dos enantiémeros del HEB.

El tipo del éster del acido butirico empleado influencié la enan-
tioselectividad de la enzima. Esto es, el aumento de la cadena alqui-
lica de etilo a octilo resulté en una disminucién de la enantiopureza,
mientras que usando grupos voluminosos como bencilo o 7-butilo, se
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mejoro la enantioselectividad de la enzima. Los reactivos se hicieron
recircular sobre la enzima inmovilizada en un reactor en columna
hasta que se obtuvo la maxima conversion. Los productos deseados
fueron separados de la mezcla de reacciéon en cada una de las dos
etapas por destilacion fraccionada. La principales caracteristicas del
proceso son la exclusion del disolvente y el uso de la misma enzima
para los pasos de acetilacion y alcoholisis para preparar kilogramos
de (S)-HEB) y (R)-HEB (50).

5.2. Preparaciéon enzimatica de (3R, 5S)-3,5-dihidroxi-6-
(feniloxi)hexanoato de etilo

La (3R, 5R)-[4-[4a,6b(E)]]-6-[4,4-bis[4-fluorofenil] 3 - (1-metil-1H-
tetrazol-5-il)-1,3-butadienil] tetrahidro-4-hidroxi-2H-piren-2-ona (59,
Figura 15) es un nuevo y potencial farmaco anticolesterolémico que
actda por inhibicién de la hidroximetilglutaril coenzima A (HMG CoA)
reductasa (51). Se ha descrito una ruta biocatalizada para la obten-
ci6én de sintones homoquirales del tipo 1,3-diol a través de procesos
catalizados por alcohol deshidrogenasas en células de Acinetobacter
calcoaceticus SC 13876 con altas conversiones (52).

58 (3R,5R)-59 (3S,5R)-60
Inhibidor de la HMG CoA reductasa

lipasa PS-30

sistema bifasico

cloruro de pivaloilo

piridina/ MeOH

(35.5R)-59 (35.5R)-61

Figura 15. Sintesis del anticolesterolémico (3R, 5R)-59: acetilacion enzimatica
diastereoselectiva de 58.
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Usando un proceso de acetilaciéon enzimatica diastereoslectiva,
el (3R, 5R)-59 se preparé a partir de la mezcla diastereoisomérica
58 (543). La lipasa PS-30 y la lipasa BMS (producida por fermen-
tacién de cepas de Pseudomonas SC 13856) catalizaron eficiente-
mente la acetilacion de 58 (4g/L) para dar el (3S, 5R) acetato 60 y
el compuesto buscado (3R, 5R)-alcohol 59. Se logré un rendimiento
maximo del 49% y un exceso enatiomérico del 98,5% para el (3R,
5R)-alcohol 59 cuando se utilizé tolueno en presencia de acetato
de isopropenilo como donador de acilo. En metil isobutil cetona, a
una concentraciéon de sustrato de 50 g/L, se obtuvo un rendimiento
méaximo de reaccién de un 46% y un exceso enatiomérico del 96%
para el producto 59.

El proceso enzimatico fue escalado (proceso de la compaiiia
Bristol-Myers Squibb) hasta los 640 L, usando lipasa inmovilizada
PS-30 en un reactor tipo batch (tanque agitado discontinuo). Asi, de
la mezcla de reaccién se aislé el (3R, 5R)-alcohol 59 con un rendi-
miento total del 35% y 98,5% de exceso enantiomérico, con una
pureza del 99,5%. Asimismo, el (3S, 5R)-acetato 60 producido por
este proceso fue enzimaticamente hidrolizado por la lipasa PS-30
en un sistema bifasico para preparar el correspondiente enantiéme-
ro (3S, 5R)-59.

5.3. Preparacion enzimatica del éster dietilico del acido
S-[1-(acetoxil)-4-(3-fenil)butil] fosfénico

La escualeno sintasa es la primera enzima especifica en la biosin-
tesis del colesterol, y cataliza la condensacién cabeza-cabeza de dos
moléculas de pirofosfato de farnesilo (FPP) para formar escualeno.
Esta enzima se ha implicado en la transformaciéon de FPP a piro-
fosfato de preescualeno (PPP). En este sentido, indicaremos que los
analogos de FPP son una clase importante de inhibidores de la es-
cualeno sintasa (54). No obstante esta clase de compuestos carecen
de especificidad hacia esta enzima, por lo que forman un grupo de
potenciales inhibidores de otras tranferasas dependientes de FPP,
tales como la geranio-geranil pirofosfato sintasa. Para incrementar
la especificidad de la enzima, se han sintetizado analogos de PPP y
otros inhibidores basados en el mecanismo de la enzima como el
compuesto 62 (Figura 16) (55). En este sentido, el éster dietilico del
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acido S-[1-(acetoxil)-4-(3-fenil)butil] fosfénico 62 es un interme-
dio quiral clave requerido para la sintesis quimica total de 65. La
acetilacion enantioselectiva del éster dietilico racémico del acido
[1-(hidroxi)-4-(3-fenil)butil] fosfénico 62 se ha llevado a cabo con
lipasa de G. candidum en tolueno usando acetato de isopropenilo
como donador de acilo (56). Se obtuvo un rendimiento del 38% y un
exceso enantiomérico del 95% para la obtencién del compuesto 64.

g
o] R-OEt
OEt
OH
Q, 63
0 R-OEt lipasa de
OEt . ] +
OH Geotrichum candidum P
1
0] R-OEt
62 ©/ j\ OEt

64 O

|

SR

~~o"F~o™\

o] 8 0
65

Figura 16. Acilacién enzimética de un sintén quiral para la sintesis del inhibidor
de la escualeno sintasa 65: acilacién enantioselectiva del racémico 62 para obtener
el (S)-acetato 64.

6. ANTAGONISTAS DEL TROMBOXANO A2

6.1. Preparacion enzimatica de lactol [3aS-(3a0,40,70, 7ac)]-
4,7-epoxibencenofuran-1-(3H)-ol

El tromboxano A2 (TxA2) es una potente sustancia vasocons-
trictora producida en el metabolismo del acido araquidénico en las
plaquetas de la sangre y otros tejidos. La potente actividad antiagre-
gatoria y vasodilatadora del TxA2 juega un importante papel en el
mantenimiento de la homeostasis, y contribuye a la patogénesis de
una gran variedad de desérdenes vasculares.
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Estudios para limitar el efecto del TxA2 se han basado en inhibir
su sintesis o bloquear su accién en los lugares de unién al receptor
por medio de antagonistas (57, 58). El lactol [3aS-(3aa,40,70, 7an)]-
4,7-epoxibencenofuran-1-(3H)-ol 67 (Figura 17) o la correspondiente
lactona quiral 68 son los intermedios clave en la sintesis total del
acido [1S-[1, 2"(Z), 3", 4-[[-7-3[[[1-oxoheptil)-amino]acetil]Jmetil]-7-
oxabiciclo-[2,2,1] hept-2-il]-5-heptanéico 69, un nuevo agente cardi-
vascular de uso potencial en el tratamiento de enfermedades trom-
béticas (59).

\N\/\/\/c O,H
69 o

|
/ NH\([J]/\HJ\/\/\/
OH /O

H \ 0
" Nocardiodes glorurula ATCC 21505 \< “\/<
@ Y 0
Rhodococcus sp. ATCC 15592 & "
68

66

oxidacién

e
)OJ\ hidrélisis

“\‘\O Lipasa BMS “SoH
O\n/ Lipasa PS$-30 0\[(

~ "
0 (6]
70 71

Figura 17. Sintesis de los sintones quirales para la obtencién del compuesto 69,
antagonista del tromboxano A2.

La oxidacién enantioselectiva del (exo,exo)-7-oxabiciclo [2,2,1]
heptano-2,3-dimetanol 66 al correspondiente (S)-lactol 62 y (S)-lac-
tona 63 se ha llevado a cabo utilizando células de Nocardia globerula
ATCC 21505 y Rhodococcus sp. ATCC15592 (60). La lactona 68 fue
obtenida con un rendimiento maximo del 70% y un e.e. del 96%),
respectivamente, usando una suspension de células de Nocardia glo-
berula ATCC 21505. Para el lactol 67 y la lactona 68 se obtuvieron
unos rendimientos de reaccién completos del 46% (lactol y lactona
combinado) v 96,7% vy 98,4% de e.e., respectivamente, usando sus-
pensiones de células de Rhodococcus sp ATCC15592.
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Por otra parte, la hidroélisis enantioselectiva del diacetato (exo,exo)-
7-oxabiciclo [2,2,1] heptano-2,3-dimetanol 70 al correspondiente
éster S-monoacetato 71 se ha realizado utilizando lipasa PS-30 de
P. cepacea (61). Se obtuvo un rendimiento méaximo de reaccién del
75% y un e.e. mayor del 99% cuando la reaccion se realiz6 en un sis-
tema bifasico empleando un 10% de tolueno. La lipasa PS-30 fue in-
movilizada sobre polipropileno Accurel (PP) y la enzima inmovilizada
fue reutilizada durante cinco ciclos sin pérdida de actividad, produc-
tividad o e.e. del producto 71. El proceso de reaccion fue escalado
hasta los 80 L (400 g de sustrato) y el producto 71 fue aislado con un
rendimiento de 80% con un 99,3% de e.e. El S-monoacetato fue oxi-
dado a su correspondiente aldehido, que fue hidrolizado al (S)-lactol
67 usado posteriormente en la sintesis quimio-enzimatica del antago-
nista del tromboxano A2 69.

7. ACTIVADORES DE LA APERTURA DE LOS CANALES
DE POTASIO

7.1. Preparacion de epoéxidos quirales y dioles
por oxigenaciéon microbiana

Es bien sabido que los canales de potasio juegan un importante
papel en la excitabilidad neuronal y un papel critico en la funcién
eléctrica basica y mecéanica de una amplia variedad de tejidos, inclu-
yendo el tejido liso y el musculo cardiaco (62, 63). En este sentido,
se ha desarrollado una nueva clase de compuestos altamente es-
pecificos que abren o bloquean los canales de K (64). Por lo que se
refiere al primer tipo, se han sintetizado activadores de la apertura
de los canales de K basados en estructuras del tipo trans-4-amino-
3,4-dihidro-2,3-dimetil-2H-1-benzopiran-3-oles monosustituidos (75,
Figura 18) (65, 66). El ep6xido quiral 73 y el diol 74 son potenciales
intermedios para la sintesis de 75, a través de la oxigenaciéon micro-
biana enantioselectiva del 6-ciano-2,2-dimetil-2H-1-benzopirano 72
al correspondiente epéxido quiral 73 y el diol 74 (67). Por tanto, nos
encontramos con unas actividades monooxigenasas y epoxido-hidro-
lasas presentes en las células de M. ramaniana SC 13840 y Coryne-
bacterium sp. SC 13876, que condujeron a rendimientos méaximos de
67,5y 32% y excesos enatioméricos del 96 y 89%, respectivamente,
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para el (+) trans diol 74. Las células de Corynebacterium sp. SC
13876 también produjeron el epéxido quiral 73 con un rendimiento
maximo del 17% y un 88% de e.e.

OH

0
rac-74

acetilacién con

lipasas
Nx Mortierell jana N Q N i
ortierelia ramanniana ™ W x>
+
0 0 0
12 73 74

Figura 18. Preparacion de los sintones quirales para la obtencién del compuesto
75, activante de los canales de potasio.

Un proceso en una sola etapa (fermentacién/epoxidacién) para la
biotransformacién de 72 fue desarrollado usando M. ramaniana SC
13840. En un fermentador de 25 L, el (+) trans diol 74 fue obtenido
con un rendimiento del 61% y un e.e. del 92,5%. Por otra parte, en
un proceso en dos etapas usando una suspension de células (10%
p/v, células humedas) de M. ramaniana SC 13840, el (+) trans diol 74
fue obtenido con un rendimiento méaximo del 76% con un e.e. del
96% cuando la reaccién fue realizada en un fermentador de 5L Bio-
flo. Se anadi6é glucosa para regenerar el NADH requerido para esta
reacciéon, y de la mezcla de reaccion, el (+) trans diol 74 fue aislado
con un rendimiento completo de 65% y 97% de e.e. (98% de pureza
quimica).

En otra aproximacién biocatalizada por hidrolasas, para llevar a
cabo la resolucion enzimatica, el (+) trans diol 74 fue preparado por
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acetilacion enantioselectiva del diol racémico rac-74 con las lipasas
de C. rugosa y P. cepacea (68). Ambas enzimas catalizaron la aceti-
lacién del enantiomero no deseado del diol racémico para dar el pro-
ducto monoacetilado y el (+) trans diol 74. Un rendimiento de reac-
cién del 40% y un e.e. mayor del 90% fueron descritos con ambas
lipasas.

8. RECEPTORES AGONISTAS DE MELATONINA

8.1. Hidrdlisis enzimatica enantioselectiva de 1-[2’-,3’-dihidro
benzo[b]furan-4’-il]-1,2-oxirano

Las epoxido hidrolasas son enzimas que catalizan la hidrélisis
enantioselectiva de un epéxido al correspondiente diol enantiomé-
ricamente enriquecido, quedando el enantiémero del epéxido que
no reacciona enriquecido en una configuracién contraria a la del
diol (69, 70). El (S)-epéxido 76 (Figura 19) es un intermedio clave
en la sintesis de un gran nimero de candidatos (71).

Rhodotorula glutinis SC 16329
Aspergillus niger SC 16310 +

o Yy OH
rac-76 (S)-76 (R)-17

OH

Figura 19. Preparacién de los sintones quirales para la obtencién de un agonista
del receptor de melatonina: hidrélisis enantioselectiva de un epéxido racémico rac-
76 al correspondiente (R)-diol 77.

Asi, se llevé a cabo la hidrélisis enantioespecifica del racémico
1-{2’,3’-dihidro benzo[b]furan-4’-il]-1,2-oxirano rac-76 al correspon-
diente diol 77, obteniendo a su vez el (S)-ep6xido que no reaccioné
(S)-76 (72). Dos cepas de A. niger (SC 16310 y SC 16311) y Rhodo-
torula glutinis SC 16293 hidrolizaron selectivamente el (R)-ep6xido,
sin tocar el (S)-ep6xido 76 con un e.e. mayor del 95% y un rendi-
miento del 45%. Por otra parte se probaron distintos disolventes al
10% en orden a mejorar la enantioseleccién y el rendimiento. Los
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disolventes tuvieron efectos significativos sobre el grado de hidroli-
sis y el e.e. del (S)-ep6xido 76 que no reaccioné. No obstante, la
mayoria de los disolventes dieron un menor e.e. del producto y
menor tasa de reaccién que las reacciones sin ningun disolvente,
excepto el tercbutil metil éter (MTBE), que condujo a un rendimien-
to del 45% y un e.e. del 99,9% para (S)-ep6xido (S)-76.

9. AGONISTAS DEL RECEPTOR -3

Los receptores adrenérgicos B-3 se encuentran sobre las superfi-
cies de las células de los adipocitos blancos y marrones y son res-
ponsables de la lipé6lisis, termogénesis y relajacién del musculo liso
del intestino (73). Consecuentemente, distintos grupos de investiga-
cién se encuentran desarrollando agonistas -3 selectivos para el
tratamiento de desérdenes gastrointestinales, diabetes tipo II y obe-
sidad (74, 75). Se ha comprobado que fueron necesarias tres sintesis
biocataliticas diferentes de intermedios quirales para la sintesis total
del receptor agonista -3 80 (Figura 20) (76) aunque sélo describi-
remos aqui la realizada por la esterasa de higado de cerdo.

9.1. Hidrolisis enantioselectiva del 2-metil-2
(4-metoxifenil)succinato de dietilo

El monoéster (S)-79 (Figura 20) es un intermedio clave para la
sintesis del receptor agonista -3 80. La hidrélisis enzimatica enan-
tioselectiva del diéster 78 al buscado monoéster (S)-79 se ha llevado
a cabo utilizando esterasa de higado de cerdo (76).

esterasa de P\ OFt
COEt higado de cerdo COzEt OFt
COsEt i o zEt ))J\
~ agua / codisol ente miscible
78 (5)-79 L
//S\\
OCH3
80

Figura 20. Hidrélisis enziméatica enantioselectiva del 2-metil-2(4-metoxifenil)

succinato de dietilo 78 al monoéster (S)-79.
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Los rendimientos de reacciéon y e.e. del monoéster (S)-79 fueron
dependientes del disolvente utilizado. Asi, se obtuvieron altos valores
de exceso enantiomérico (> 91%) con metanol, etanol, y tolueno
como co-disolventes. Mas concretamente, el etanol permitié el ren-
dimiento mas alto (96,7%) y el mayor e.e. (96%) para el monoéster
buscado (S)-79. Asimismo, se observé que el e.e. de este compuesto
se incrementé al disminuir la temperatura de 25 a 10° C, cuando la
biotransformacion se realizé en un sistema bifasico usando etanol
como cosolvente. Una hidrélisis a escala semipreparativa de 30 g se
llevé a cabo usando 10% de etanol como codisolvente en una mezcla
de reaccion de 3L (pH 7,2) a 10° C durante 11 horas. Se obtuvo un
rendimiento de 96% y un e.e. del 96,9 %.

10. AGONISTAS DEL RECEPTOR §-2
10.1. Acilacion enzimatica enantioselectiva

El formoterol 85 (Figura 21) es un potente agonista de los recep-
tores B-2, y se comercializa como una mezcla diasteroisomérica a
pesar de la variada eficacia de su eutémero. En efecto, la prepara-
cién del (R,R)-estereoisémero se consiguié por un proceso de reso-
lucién enzimatica (77).

La (R)-bromohidrina (R)-81 se preparé por una acilaciéon enzi-
matica a partir de un alcohol racémico 81 para formar el producto
acetilado (S)-82 y el producto deseado que no reaccioné (R)-81 (ren-
dimiento del 46%), usando una lipasa PS-30 de P. cepacea. Por su
parte, la resoluciéon de la amina rac-83 se consiguié por acilacién
enzimatica, que condujo al producto deseado (R)-84 y un produc-
to que no reaccioné (S)-83 usando una lipasa de Candida antarctica.
El rendimiento total de la reaccién fue de tan sélo un 11% con
un e.e. del 96%, pero cabe resaltar que la adiciéon de 0,15 equiva-
lentes de trietilamina llevé a un 42% de conversiéon y un 94% de e.e.
en tan sélo cuatro horas. La hidrélisis y posterior purificaciéon cro-
matografica de (R)-84 proporcioné la amina libre con un rendimien-
to del 21% y un e.e. del 94%. Seguidamente, se llevé a cabo el
acoplamiento de los dos intermedios quirales dando lugar al (R,R)-
formoterol.
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Figura 21. Sintesis enzimatica de los sintones quirales (R)-81 y (R)-84 necesa-
rios para la obtencién del (R,R)-formoterol 85.

11. INHIBIDORES DE LA TRIPTASA

11.1. Prepracion enzimatica del S-N.(tert-butoxicarbonil)-3-
hidroximetillpiperidina

La S-N(tert-butoxicarbonil)-3-hidroximetilpiperidina (S)-86 (Fi-
gura 22) es un intermedio clave en la sintesis de un inhibidor muy
potente de la triptasa (78). Dicho compuesto se obtuvo por cristali-
zaciéon fraccionada de la correspondiente sal distereosiomérica con
el L(-)-tartrato de dibenzoilo, seguida de una hidrdlisis y esterifica-
cién (79). La lipasa de P. cepacea resulté ser la mejor enzima para
llevar a cabo la resolucién estereoespecifica de la (rac)-N-(tert-bu-
toxicarbonil)-3-hidroximetillpiperidina rac-86.

El compuesto (S)-86 se obtuvo con un rendimiento del 16% y un
e.e. mayor al 95% por hidrélisis del (R,S)-acetato catalizado por la
lipasa PS de P. cepacea. Dicha lipasa tambien catalizé la esterifi-
cacion del (R,S)-N.(tert-butoxicarbonil)-3-hidroximetillpiperidina
rac-86 con anhidrido succinico 87 dando el compuesto (R)-86 y el
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éster hemisuccinico (S)-86, el cual puede ser facilmente separado
del anterior e hidrolizado en medio basico para rendir (S)-86. El
rendimiento y el exceso enantiomérico se incrementa mucho repi-
tiendo el proceso. Tras usar el proceso repetido de esterificacién/
resolucion el (S)-86 se obtuvo con un rendimiento del 32% y un 98,9
de e.e. (80).

“oH E“é lipasa PS:30 de (jﬁ O Mf
Boc

P cepacea
Bo c

rac-86 (R)-86 (5)-88

\ base
N
Boc

(5)-86

Figura 22. Sintesis enzimatica del sintén quiral (S)-86 necesario para la obten-
ci6én de inhibidores de la triptasa.

12. FARMACOS ANTI-ALZHEIMER

12.1. Preparacion enzimatica de (S)-2-pentanol y
(S)-2-heptanol

El (S)-2-pentanol (S)-89 (Figura 23) es un intermedio en la sin-
tesis de varios potentes farmacos anti-Alzheimer que inhiben la li-
beraciéon del péptido B-amiloide y/o su sintesis (81, 82). La lipasa de
Candida antarctica se ha descrito como eficaz en la resolucién enzi-
matica del 2-pentanol racémico (rac)-89 y 2-heptanol (rac)-91 (83).

Para dictaminarlo, se hizo un cribado de las lipasas comercialmen-
te disponibles para llevar a cabo la acetilacién enantioselectiva del
2-pentanol racémico en hexano y en presencia del acetato de vinilo
como donador de acilo. De entre las varias probadas, la lipasa de Can-
dida antarctica B dio un rendimiento de reaccion del 49% y un 99% de
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exceso enantiomérico para el (S)-2-pentanol (S)-89 a una concentra-
cién de 100 g/l de sustrato. Entre todos los agentes acilantes ensaya-
dos, se eligi6 el anhidrido succinico 87, debido a la facilidad para se-
pararlo del (S)-2-pentanol al final de la reaccién. Usando 0,68 moles
de anhidrido succinico y 13 g de lipasa B por kilo de 2-pentanol ra-
cémico, se obtuvo un rendimiento maximo de reaccién de 43% y un
exceso enantiomérico superior al 98% para el (S)-2-pentanol, aislado
con un rendimiento total del 38%. La resolucion del 2-heptanol (rac)-
91 fue realizada utilizando lipasa B en condiciones similares para dar
un rendimiento maximo del 44% y un e.e. > del 99% de (S)-2-pentanol
(S)-91, aislado con un rendimiento total del 40%.

OH 0" 0

on lipasa B de
/\/é\ + O — /\)\ + NN
C. antarctica

rac89 o (5)-89 {R}-90
@
OH
lipasa B de o 0”9
_— /\/\/\
C. antarctica *
rac91 (591 (R)-92

Figura 23. Sintesis enzimatica para la obtencién de intermedios en la sintesis de
farmacos antialzheimer: resolucién enzimatica de rac-2-pentanol (rac-89) y rac-2-
heptanol (rac-90) a través de acilacién enantioselectiva.

12.2. Preparacion enzimatica de (S)-5-hidroxi hexanonitrilo

El (S)-5-hidroxi hexanonitrilo (S)-93, Figura 24, es un intermedio
quiral clave en la sintesis de farmacos. La resoluciéon enzimatica del
producto racémico 5-hidroxi hexanonitrilo (rac)-93 se llevé a cabo
por succinilacién utilizando lipasa inmovilizada PS-30 como bioca-
talizador para obtener (§)-93 con un rendimiento del 35%. El (S)-5-
acetoxi hexanonitrilo (§)-94 fue preparado por hidrélisis enzimatica
enantioselectiva del producto racémico 5-acetoxi hexanonitrilo (rac)-
94 utilizando lipasa de C. antarctica obteniendo un rendimiento del
42% y un exceso enantiomérico superior al 99% (84).
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Figura 24. Sintesis enzimatica para la obtencién de intermedios en la sintesis de
farmacos antialzheimer: resolucién enzimatica de 5-hidroxi hexanonitrilo (rac-93)
y 5-acetoxi hexanonitrilo (rac-94) a través de acilacién e hidrélisis enantioselecti-
va, respectivamente.

Un gran numero de estudios han demostrado que los derivados de
la vitamina A (retinoicos) son esenciales para el crecimiento normal,
visiéon, homeostasis de los tejidos y reproduccion (85). El acido reti-
noico y sus analogos naturales y sintéticos ejercen una gran variedad
de efectos biol6gicos por unién o activacion de un receptor especifico
o conjunto de receptores (86). Estos compuestos han mostrado ejer-
cer un efecto sobre el crecimiento celular y la diferenciacién, y son
farmacos prometedores para el tratamiento de canceres (87). De estos
compuestos, s6lo unos pocos tienen uso clinico para el tratamiento de
enfermedades dermatolégicas como el acné y la psoriasis (88), o para
su uso en dermatologia y cancer (89). En este sentido, el (R)-2-hidroxi-
(1’,2’,3’, 4’-tetrahidro-1’,1’,4’ 4-tetrametil-6-naftalenil) acetato de etilo
R-96 (Figura 24) y el correspondiente acido R-97 fueron preparados
como intermedios en la sintesis del agonista del receptor gamma es-
pecifico del 4cido retinéico 98 (90).

El producto R-96 fue obtenido por reduccién enantioselectiva, a
partir del oxoéster 95. Al final de la reaccién, el hidroxiéster R-96 fue
adsorbido sobre resina XAD-16 y después de la filtracion fue recupe-
rado en un 94% de rendimiento de la resina mediante extracciéon con
acetonitrilo. El hidroxiéster R-96 asi recuperado fue tratado con Chi-
razyme L-2 o esterasa de higado de cerdo (pig-liver esterase) para, en
una hidrolisis muy suave, convertirlo al correspondiente (R)-hidroxia-
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Figura 25. Obtencién del hidroxiacido R-97 para su posterior transformacién en
el compuesto 98, agonista del receptor gamma especifico del 4cido retinoico.

cido R-97 con rendimiento cuantitativo, el cual posteriormente con-
dujo al producto desado 98.

13. ANTAGONISTAS DEL RECEPTOR o1-ADRENERGICO
13.1. Esterificacion enzimatica y amonolisis

El Afuzosin (102, Figura 26) es un derivado de quinazolina que
actiia como un potente y selectivo antagonista del receptor al-adre-
nérgico produciendo la contraccién de la préstata y de la capsula
prostatica, y reduciendo los sintomas asociados con la hipertrofia
prostatica benigna (91). Se han propuesto varias rutas para la sinte-
sis quimica del afuzosin, con tetrahidro-N-[3-(metilamino)propil]-
2-furanocarboxamida 101 como intermedio (92). A su vez, la sintesis
de esta amida partir del correspondiente acido 2-tetrahidrofuréico
99 es dificultosa, pues utiliza reactivos muy téxicos asi como con-
diciones muy drasticas (93). Dado que se han descrito reacciones
de amonolisis de ésteres catalizadas por lipasas usando amoniaco o
aminas como nucleéfilos (94), y estas son muy suaves, se aplic
dicha estrategia.

En este sentido, se ha descrito el proceso catalizado por una lipasa
para la conversién en un solo paso de acidos carboxilicos en las ami-
das sustituidas a través de la formacion in situ del éster etilico y la
posterior amonolisis (95). El proceso fue optimizado para la prepara-
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Figura 26. Obtencién del intermedio tetrahidro-N-[3-(metilamino)propil]-2-fu-

ranocarboxamida por esterificacién y aminolisis in situ del acido 99. Sintesis de
precursores del afuzosin 102.

cién de 101 y conllevé el tratamiento del correspondiente acido car-
boxilico 99 con etanol para preparar el éster 100 en presencia de la
lipasa de C. antarctica inmovilizada por adicién de N-metil-1,3-propa-
nodiamina. La amida 101 fue asi obtenida con un rendimiento del
72%, y la enzima inmovilizada fue utilizada durante ocho ciclos en
este proceso sin pérdida considerable de actividad.

El proceso se ha demostrado que es general y puede ser aplicado
a acidos de cadena abierta, ciclos, amino, dicarboxilicos e insatura-
dos (95). La enzima muestra un comportamiento regioselectivo en
relacién a grupos amino primarios y secundarios.

14. FARMACOS ANSIOLITICOS
14.1. Preparacion enzimatica de 6-hidroxibuspirona

La Buspirona (Buspar 105, Figura 27) es un farmaco usado en
el tratamiento de la ansiedad y depresién que produce su efecto por
unién al receptor de serotonina SHT1A (96). Principalmente como
resultado de las reacciones de hidroxilaciéon, se degrada a varios me-
tabolitos (97) y las concentraciones en sangre vuelven a niveles bajos
a las pocas horas de tomar la dosis.

Uno de los metabolitos principales, la 6-hidroxibuspirona, 104,
producida por la accién del citocromo P450 CYP3A4 del higado, esta
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Figura 27. Preparacion enzimatica de la (R) y (S)-6-hidroxibuspirona ((R)-104 y
(S)-104) por un proceso de resolucién cinética.

O

presente en mayores concentraciones en la sangre en humanos que
la propia buspirona. Este metabolito tiene efectos ansioliticos, lo cual
se ha comprobado utilizando como modelo crias de ratas, y se une
al receptor humano 5HT1A (98). A pesar de que el metabolito tiene
s6lo una tercera parte de la afinidad de la buspirona por el receptor
humano 5HTI1A, esta presente en la sangre humana en concentra-
ciones 30 6 40 veces mayores que la buspirona, por lo que podria ser
responsable de gran parte de la efectividad del farmaco (99). Para el
estudio de la 6-hidroxibuspirona como un potencial farmaco ansioli-
tico, se precisaba la preparacion y analisis de los dos enantiémeros
por separado, asi como el racémico. Los dos enantiémeros (R)-104 y
(S)-104, aislados por HPLC quiral, fueron efectivos usando un mode-
lo ansiolitico en ratas (100). Asi, mientras que el enantiémero (R)-104
mostré una unién mas fuerte y especifica para el receptor SHT1A, el
enantiémero (S)-104 tenia la ventaja de que era mas facilmente eli-
minado de la sangre.

Debido, pues, al distinto comportamiento de ambos isémeros, se
ha desarrollado un proceso enzimatico para la resolucién de la 6-ace-
toxibuspirona rac-103. La L-aminoacilasa de Aspergillus melleus (aci-
lasa de Amano 30000) fue usada para hidrolizar 6-acetoxibuspirona
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racémica al enantiémero (S)-104 con un 96% de exceso enatimérico y
46% de conversion. Por su parte, el enantiémero remanente (R)-104
fue convertido a (R)-6-hidroxibuspirona por hidrélisis acida con un
84% de e.e. La pureza 6ptica de ambos enantiémeros podria ser me-
jorado hasta mas del 99% por cristalizacién como un polimorfo me-
taestable (101).

15. DESPROTECCION ENZIMATICA ENANTIOSELECTIVA
DE GRUPOS CARBOBENCILOXI

Los grupos amino requieren con frecuencia proteccién durante las
transformaciones sintéticas; al mismo tiempo, los grupos protectores
deben ser eliminados. La protecciéon enzimatica y desproteccién bajo
condiciones suaves se ha llevado a cabo previamente. Las penicilin-G
amidasa y la ftaloil amidasa se han utilizado para la desproteccién
enzimatica de los grupos fenil acetilo y ftaloilo del correspondiente
compuesto amido o imido (102, 103). Ademas, las acilasas han sido
ampliamente usadas en la desproteccién enantioselectiva de N-acetil-
DL-aminoacidos (104), mientras que la desproteccién enzimatica de
N-carbamoil L-aminoacidos y N-carbamoil D-aminoacidos ha sido
realizada por L-carbamoilasas, respectivamente (105, 106).

El grupo carbobenciloxi (Cbz) se usa normalmente para proteger
grupos amino e hidroxilos durante la sintesis orgéanica. La despro-
teccién quimica es normalmente realizada por hidrogenacién con un
catalizador de paladio (107, 108). No obstante, durante la desprotec-
cién quimica, algunos grupos son reactivos (e.g.: dobles enlaces
carbono-carbono) o podrian interferir (e.g.: tioles o sulfuros) con las
condiciones de hidrogenolisis. Por ello, se han desarrollado procesos
de proteccién enzimaética enantioselectiva que pueden ser llevados a
cabo bajo condiciones suaves sin dafiar otros grupos reactivos de la
molécula. Asi, en un screening de diferentes suelos se aisl6 e identi-
fic6 la cepa S. paucimobilis SC 16113; este cultivo catalizé la ruptura
enantioselectiva de grupos CBz (Figura 28) de varios aminoacidos
Cbz-protegidos rac-106 (109).

Solo los Cbz-L-aminoacidos protegidos fueron desprotegidos dan-
do una conversién completa al correspondiente L-aminoacido S-107.
Los Cbz-D-aminoacidos dieron un rendimiento menor del 2%. Los
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Figura 28. Desproteccién de aminoacidos N-carboxybenzoilados rac-106 con un
proceso enziméatico.

Cbz-aminoacidos racémicos fueron también evaluados como sustra-
tos para la hidrélisis por extractos de células de S. paucimobilis SC
16113. Como hemos anticipado, sélo el L-enantiémero fue hidroliza-
do, dando el L-aminoacido en un rendimiento mayor del 48% y un
e.e. mayor del 99%. Los Cbz-D-aminoacidos que no reaccionaron
fueron recuperados con un rendimiento mayor del 48% y un e.e.
mayor del 98% (109). Esta enzima, de enorme interés por su gran
selectividad, ha sido clonada y sobreexpresada en E. coli (110).

16. ANTIINFLAMATORIOS NO ESTEROIDICOS:
ACIDOS 2-ARIL PROPIONICOS (PROFENOS)

Las enfermedades reumatoides incluyen una serie de procesos
tales como artrosis, artritis reumatoide, dolores en columna verte-
bral, lumbago, etc., y presentan una alta incidencia de bajas labora-
les. En Esparia, a principios de los noventa, se calculaba que aproxi-
madamente un 25% de la poblacién comprendida entre cuarenta y
seis y sesenta anos sufria alguna de estas patologias, y el porcentaje
se elevaba a cerca de un 30% para trabajadores mayores de sesenta
afnos, con unos altos costes laborales causados por bajas atribuidas
a estos procesos (111). Estudios mas recientes estiman que, por ejem-
plo, la artritis reumatoide afecta a aproximadamente al 0,5% de la
poblacién espafiola mayor de veinte anos (112), y que la artrosis
afecta a un porcentaje entre el 15 y el 20% de dicha poblacién (113).

Estos procesos inflamatorios se tratan con diferentes tipos de far-
macos, entre los cuales los profenos (acidos 2-arilpropiénicos, de es-
tructura genérica 108, Figura 29) presentan una gran importancia.
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Figura 29.

Entre ellos, citaremos el Ibuprofeno 109, Flurbiprofeno 110,
Fenoprofeno 111, Suprofeno 112, Carprofeno 113, Naproxeno 114,
Dexketoprofeno 115, Flunoxaprofeno 116 o el Ketorolaco 117 (co-
mercializado como sal con trometamina bajo el nombre de Toradol).

La actividad de estos farmacos estid asociada a su capacidad de
inhibir la ciclooxigenasa, responsable de la biotransformacién del
acido arquidonico hasta prostaglandinas o tromboxanos (ver Aparta-
do 5). Numerosos estudios farmacolégicos acerca de la actividad tera-
péutica de los dos enantiémeros de estos compuestos han demostra-
do que el isémero S(+) no sélo tiene un mayor poder antiinflamatorio
[28 veces en el caso del Naproxeno (114) o 160 veces para el S(+) Ibu-
profeno] frente a su antipoda R(-) (115), el cual esencialmente inac-
tivo como inhibidor de la sintesis de prostaglandinas (116), aunque
puede tener efecto analgésico por mecanismos diferentes (117), sino
que también el eutémero S(+) alcanza su concentracién terapéutica
en sangre antes que el racemato (118). No obstante, s6lo el Naproxe-
no 114, Dexketoprofeno 115, Flunoxaprofeno 116 y el Ketorolaco 117
se venden cono enantiémeros puros, mientras que el mas vendido de
todos, el Ibuprofeno 109, se comercializa como racémico.
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De entre las diferentes metodologias descritas para la obtencién
enantioselectiva del eutémero S de estos compuestos, la utilizacién
de hidrolasas que catalicen, bien la hidrélisis enantioselectiva de de-
rivados racémicos de los profenos, bien la esterificacion enantioselec-
tiva de los mismos, es una interesante alternativa. De entre los multi-
ples ejemplos que estan descritos en la bibliografia (para una revision,
ver referencia 118), seleccionaremos alguno de los mas destacados.

16.1. Sintesis de S(+)-Ibuprofeno

La compaiia norteamericana Sepracor ha desarrollado un proce-
so industrial para la obtencién del eutémero S(+)-Ibuprofeno S-109,
partiendo de una mezcla racémica del correspondiente éster meto-
xietilico rac-118 (Figura 30), catalizado por la lipasa de C. rugosa
inmovilizada en los poros de un reactor de membrana.

® O\/\o/

O
R-118
O\/\O/ lipasa de +
C. rugosa :
0 g B OH
rac-118 0

S(H)-ibuprofeno
S-109

Figura 30. Obtencion del S(+)-ibuprofeno S-109 por hidrélisis del éster racémico
rac-118.

La reaccién se lleva a cabo a una temperatura de 20° C, ya pH = 5,
puesto que, aunque la lipasa muestra actividad en un amplio interva-
lo de valores de pH, se necesita un medio acido para que disminuya la
solubilidad del Ibuprofeno, puesto que la enzima se inhibe por exceso
de producto. El principal inconveniente del proceso, la baja solubili-
dad de los productos en medio acuoso (por debajo de 1 mM para el
rac-118) que implicaria operar con reactores de gran volumen se eli-
mina trabajando en un reactor de fibra hueca, donde la lipasa esta
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atrapada no covalentemente en los poros de una membrana que sepa-
ra un sistema bifasico agua-disolvente organico. Asi, el sustrato rac-
118 se disuelve en la fase orgénica, y se circula por el exterior de la
membrana, donde es convertido por la enzima y el correspondiente
acido se extrae a la fase acuosa. Posteriormente, un segundo reactor
de membrana, fijado a un pH alto, permite la separacién del producto
S-109 del enantiémero del éster que no ha reaccionado, R-118, el cual
puede recircularse, lo que permite alcanzar altas productividades vo-
lumétricas (119).

16.2. Sintesis de S(+)-Naproxeno

Siguiendo una estrategia semejante a la descrita en el apartado
anterior, la obtencién del S-Naproxeno 114 se ha descrito mediante
una hidrélisis enantioselectiva del correspondiente éster metilico ra-
cémico rac-119 (Figura 31). La enzima empleada fue la esterasa NO,
una carboxilesterasa recombinante, la cual, acoplada a un proceso
de racemizacién del éster no reconocido (R-119) catalizado por una
base permite obtener unos excelentes resultados tanto de rendimien-
to como de pureza 6ptica (120).

OH
OO esterasa NP OO ) .
0 s}
MeO pH=9,40°C MeO MeO

rac-119 R-119

114
racemizacién con DBU rendimiento = 95%
e.e. 39%

Figura 31. Obtencién del S-Naproxeno 114 por hidrélisis del éster racémico
rac-119.

17. CONCLUSIONES

De todos los ejemplos indicados en el presente trabajo queda ma-
nifiestamente demostrado el gran potencial que representa el uso de
las biotransformaciones en la obtencién de farmacos o de intermedios
homoquirales, méaxime considerando que la revisién aqui planteada
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no pretende ser exhaustiva, pues solamente se han comentado (y no
todos, obviamente) ejemplos en los cuales se encuentran implicadas
las hidrolasas. Existen una gran multitud de otros casos en los cuales
son otras enzimas (oxidorreductasas, transferasas, liasas...) las res-
ponsables de la obtencién de los compuestos de interés terapéutico,
por lo que lo aqui mostrado no es sino la punta de un iceberg que debe
emerger de manera indudable en los proximos afios. En efecto, cuan-
do muchas de las industrias farmacéuticas deban adecuar sus proce-
sos a normativas medioambientalmente menos contaminantes, sin
duda volveran sus ojos hacia los procesos biocatalizados, los cuales
permitiran un desarrollo mucho mas sostenible.
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