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RESUMEN

La biocatalisis aplicada a la industria farmacéutica, hace referancia al uso de enzimas para
obtener compuestos enantiomericamente puros que seran empleados en la fabricacién de
medicamentos, los cuales cada vez demandan una mayor regio-, quimio-, y esteroselectividad.
Ademas la biocatalisis resulta muy interesante econdmicamente y respeta en gran medida los

principios de la quimica sostenible.

Cuando se intentan escalar las reacciones de biocatdlisis desde el laboratorio a la
industria, se producen complicaciones relacionadas, en su mayoria, con problemas de
estabilidad enzimatica, los cuales se han solucionado gracias al desarrollo de métodos de

inmovilizacion enzimatica y, en ocasiones, de ingenieria genética.

Hay muchas aplicaciones para los procesos biocataliticos, entre las cuales se encuentra
la sintesis o semi-sintesis de medicamentos ampliamente conocidos como son la pregabalina,
el ibuprofeno, el paclitaxel, y |a sitagliptina. Todos estos medicamentos permiten ofrecer una
vision general y util de los posibles usos de la biocatalisis dentro de las competencias

farmacéuticas, tanto a nivel de laboratorio como a nivel industrial.

INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

Los compuestos enantioméricamente puros son cada vez mas demandados en la industria
farmacéutica, asi como en otras dreas como la industria quimica o la agroalimentaria. Es bien
sabido que los compuestos quirales presentan las mismas propiedades fisicas, sin embargo
los distintos enantidmeros de una molécula se comportan de manera distinta a nivel de los
receptores. Esto se traduce en que uno de los enantiomeros de la molécula puede establecer
la interaccién adecuada con el receptor, mientras que el otro no se une a dicho receptor; es
decir, la quiralidad es sumamente importante ya que puede determinar la interaccién

farmaco-receptor. 1

Para que un principio activo ejerza la accidn deseada debe unirse de forma especifica
al receptor adecuado (Figura 1); esta union farmaco-receptor requiere una gran
complementariedad y tiene una gran importancia, ya que si logramos que las moléculas de un

principio activo interaccionen exclusivamente con los receptores que conforman la diana
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terapéutica estaremos evitando la interaccion con otros receptores, y por tanto estaremos
minimizando los efectos adversos de dicho medicamento. Por todo esto se siguen buscando

rutas sintéticas para la obtencidon de compuestos dpticamente puros.

OH OH

Enantidmero adecuado Enantidmero inadecuado

Fig. 1. Union de distintos enantiémeros al receptor.

En este contexto, la biocatdlisis, que utiliza enzimas como catalizadores biolégicos para
obtener compuestos que presentan un alto grado de pureza, es una excelente herramienta

para la obtencién de compuestos enantiopuros.

Dentro de las caracteristicas de los procesos biocataliticos hay varios puntos que cabe

resaltar:

e A menudo las enzimas utilizadas provienen de microorganismos tales como bacterias,
levaduras u hongos, aunque también pueden obtenerse de mamiferos, o incluso ser
enzimas modificadas genéticamente para mejorar sus caracteristicas. También se

pueden utilizar tanto células enteras como enzimas aisladas.

e Al tener un origen biolégico, son catalizadores biodegradables que actian en
condiciones suaves de pH y temperatura, y ademds suelen presentar actividad en
medio acuoso, por lo que prima el agua como disolvente, el cual resulta barato y no
contaminante para el medioambiente. Algunas enzimas permiten el uso de disolventes

organicos, los cuales favorecen ciertas transformaciones.

e Llas enzimas son sumamente especificas, lo que supone que reaccionen

exclusivamente con un sustrato concreto evitdandose asi otras reacciones no deseadas.
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e En numerosos casos, la catalisis enzimatica permite la obtencion de un determinado
enantidmero, lo que supone una gran ventaja en el proceso de sintesis ya que a

menudo los compuestos obtenidos presentan una mayor pureza.

e No se requieren grupos de activacion o de proteccidn, muy tipicos en las rutas clasicas
de sintesis. Esto permite reducir el nUmero de pasos necesarios en una ruta de sintesis,

lo que supone un ahorro de tiempo y de recursos.

e Las condiciones de reaccion son similares para la mayoria de enzimas, por tanto hay
ocasiones en las que se puede realizar una cascada de reacciones en un mismo tanque
de reaccidn; de esta forma se consigue una reduccién de los gastos en materiales y

disolventes y ademas se reducen los tiempos.

Por todas estas propiedades, la biocatalisis es cada vez mas utilizada en Quimica Farmacéutica,
ya que permite obtener compuestos intermedios de numerosas rutas de sintesis, lo que
supone una reduccidn en el nUmero de pasos, un importante ahorro econémico, procesos

mas sostenibles para el medioambiente, etc.

La biocatalisis, ha permitido obtener excelentes resultados a pequefia escala, pero el
punto mas critico es el salto a la escala industrial; a menudo las condiciones de reaccién a nivel
industrial suponen altas temperaturas durante largos periodos de tiempo, niveles extremos
de pH, elevadas concentraciones tanto de productos como de sustratos, etc., y las enzimas no
suelen soportar este tipo de condiciones, ya que por su naturaleza proteica se desnaturalizan

con cierta facilidad.

Para solventar estos problemas, se investigan diferentes métodos que permitan
aumentar la estabilidad de las enzimas en las condiciones de reaccién; entre ellos podemos

destacar las técnicas de ingenieria molecular, que permiten a través de distintas mutaciones

obtener enzimas que soporten de una manera mucho mas eficiente las condiciones

experimentales, y sobre todo, la técnica sin duda mas utilizada, la_inmovilizacién de las

enzimas, lo cual les confiere mayor estabilidad.

Dentro de las técnicas que permiten inmovilizar y manejar las enzimas de una forma

mas conveniente son mas recomendables las formulas sdlidas que las liquidas, ya que de esta



forma se permite una separacién mas sencilla del producto a la vez que se minimiza e incluso

se elimina la contaminacion del producto final.

Los métodos de inmovilizacién enzimdtica se agrupan bdsicamente en tres categorias:

10.

e Unidn a un soporte a través de enlaces débiles, como puentes de hidrégeno o fuerzas

de Van der Waals, los cuales suelen resultar poco efectivos ya que en los procesos
industriales estos enlaces se rompen con facilidad y se produce la separaciéon de la
enzima al soporte; enlaces idnicos; o enlaces covalentes. Estos ultimos son los que
permiten las uniones mas fuertes entre enzima y soporte, lo cual supone una gran
ventaja en cuanto a la estabilidad, pero también la desventaja de que, en caso de la
enzima sea desactivada durante el proceso y tengamos que desecharla, no se podra

recuperar facilmente el soporte, el cual suele ser costoso.

e Atrapamiento del enzima en una red polimérica, la cual puede ser orgdnica (como la
poliacrilamida), inorgdnica (como la silica sol-gel) o una membrana a modo de fibra
hueca o microcdpsula. En este caso la matriz polimérica se crea estando ya en contacto
con las enzimas, de tal forma que estas quedan atrapadas en el interior y no unidas a

la superficie, como pasaba en el caso anterior.

e Cristales enzimaticos a través de enlaces cruzados (CLECs, del inglés Cross-Linkes
Enzyme cristals) o agregados enzimaticos a través de enlaces cruzados (CLEAs, del
inglés Cross-Linkes Enzyme Aggregates) que evitan la utilizacién de soportes. La gran
ventaja de este método es evitar la “dilucidon de actividad” que deriva del uso de
soportes, los cuales no dejan de ser residuos no cataliticos que reducen el rendimiento
y la productividad, ya que ocupan un espacio que no puede ser utilizado ni por
reactivos ni por productos de la reaccion. Con el uso de CLECs y CLEAs obtenemos una
actividad catalitica mds elevada, mayor estabilidad y reduccién en los costes de

produccién.
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Fig. 2. Diferentes métodos de inmovilizacién enzimatica. ¥

La industria quimica produce una gran cantidad de residuos, lo que supone, ademas de un
enorme gasto econémico, un gran problema a nivel medioambiental, ya que el tratamiento y

la eliminacién de estos residuos a menudo es costosa y/o requiere demasiado tiempo.

El desarrollo sostenible se defini6 como “aquel que cubre las necesidades de la
generacion presente sin comprometer la satisfaccion de las necesidades de las generaciones
futuras”®). En base a todo esto nacié la Quimica Sostenible (del Inglés Green Chemistry) que
buscaba la utilizacion de materias primas menos contaminantes (preferiblemente
renovables), eliminar el gasto excesivo y evitar el uso de reactivos y disolventes toxicos y/o
peligrosos en la fabricaciéon y aplicacién de productos quimicos, y que permitiesen un

rendimiento apropiado de los procesos de sintesis.

La Quimica Sostenible sigue 12 principios fundamentalmente:

Reducir la generacion de residuos, ya que es mejor evitar su formacion que intentar

eliminarlos una vez finalizada la reaccion.

e Eficiencia o economia atdmica, lo que supone que encontremos en el producto final la
gran mayoria de productos utilizados, siendo muy reducida la cantidad de productos

secundarios.

e Materiales menos toéxicos y peligrosos durante todo el proceso, tanto para el hombre

como para el medio ambiente.

e Disefio de productos seguros, ya que es importante que, ademas de ser eficaces, los

productos quimicos no resulten téxicos.
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Inocuidad de los disolventes y de las sustancias auxiliares; en una reaccién quimica el
disolvente puede suponer mas de la mitad del material empleado en el proceso y por
tanto gran parte del gasto y del impacto ambiental. Dentro de los distintos tipos de

disolventes empleados encontramos 4 grupos:

o Clase 1: inaceptables en la elaboracion de productos farmacéuticos por su
toxicidad o por tener un elevado impacto ambiental, como puede ser el

benceno.

o Clase 2: presentan toxicidad de forma intrinseca, por tanto deben ser utilizados

con moderacion; esto sucede con el metanol o el acetonitrilo, por ejemplo.

o Clase 3: son los de eleccidén por su baja toxicidad y riesgo para la salud, y

encontramos alcoholes o éteres, por ejemplo.

o Clase 4: no hay suficiente informaciéon como para asegurar su toxicidad y
seguridad; se incluyen, por ejemplo, el éter diisopropilico o el metil

tetrahidrofurano.

Disefio de eficiencia energética, con técnicas de trabajo a presion y temperatura
ambiente, por ejemplo, lo que supone una minimizacién del impacto ambiental y del

gasto econémico.
Preferiblemente, y siempre que sea posible, materias primas renovables.

Sintesis mas cortas (evitando derivatizaciones), como pueden ser los pasos de

proteccidn/desproteccion.
Catalizadores en lugar de agentes estequiométricos.
Disefio de productos biodegradables.

Métodos analiticos para prevenir la contaminacion; lo mas adecuado seria siempre la
monitorizacién y control del proceso a tiempo real para evitar la formaciéon de

sustancias nocivas.

Procesos quimicos que sean propiamente seguros, de esta forma se podran evitar

posibles accidentes relacionados con el manejo de los materiales.

-8-
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Salta a la vista que la biocatalisis resulta interesante en el contexto de la Quimica Sostenible,
ya que esta forma de trabajo cumple con la mayoria de los principios anteriormente expuestos
aun habiendo pequefias variaciones en funcion de la reaccion y las condiciones en las que nos
encontremos. Estamos ante la posibilidad de utilizar biocatalizadores (enzimas) que resultan
renovables y biocompatibles, ademas se evita el uso de metales como catalizadores en las
reacciones quimicas, los cuales hay que retirar del producto final porque pueden resultar

peligroso y son altamente contaminantes para el medioambiente.

OBIJETIVOS

Este trabajo tiene como objetivo general la adquisicion de nociones basicas sobre biocatalisis,
realizando una introduccién sobre el tema y recogiendo algunas descripciones de los procesos

empleados, tanto a nivel de laboratorio como a nivel industrial.

Para esto se recogen procesos de sintesis de medicamentos comercializados, los cuales
incluyen alguna etapa en la que se usen técnicas biocataliticas y que resultan ilustrativos para
comprender la utilidad del uso de enzimas en la quimica farmacéutica. Estos medicamentos
son: la pregabalina, el ibuprofeno y el paclitaxel, como ejemplos de empleo de lipasas; el
paclitaxel como ejemplo de empleo de reductasa; y la sitagliptina como ejemplo de empleo

de transaminasas.

METODOLOGIA

El método empleado en la realizacidn de este trabajo ha sido la revision bibliografica. Para ello
se han realizado busquedas en diferentes bases de datos como PubMed, ScienceDirect, Google
scholar... donde se han seleccionado articulos cientificos, tesis doctorales y/o fragmentos de
libros de texto; todo ello relacionado con Bioquimica, Quimica Organica y Farmacéutica,
Biocatdlisis, Quimica ecoldgica, Enzimas y reacciones especificas, etc. Una vez seleccionada la
informacién que ha sido considerada util e interesante, se ha sintetizado y resumido de una

forma practica, de acuerdo a los objetivos establecidos.

También se ha utilizado CIMA en algunos casos para consultar la ficha técnica de los

medicamentos comercializados que contienen principios activos de interés para este trabajo.

-9-
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RESULTADOS Y DISCUSION

Desde un punto de vista industrial, la bioatalisis resulta sumamente interesante en la
produccién de principios activos farmacéuticos (APls, del inglés active pharmaceutical
ingredients), ya que ofrece unos resultados muy prometedores en cuanto a regio-, quimio- y
estereoselectividad de los medicamentos. Como ya hemos visto, también presenta ventajas
econdmicas y medioambientales, y permite la separacion de compuestos racémicos con unas

condiciones de reaccién muy suaves.

En este momento el mercado ofrece una gran variedad de enzimas con fines
biocataliticos, y aunque las enzimas aisladas son las mds utilizadas, también existe la
posibilidad de utilizar células enteras, las cuales resultan utiles cuando el proceso de sintesis
requiere varias reacciones encadenadas, catalizadores o simplemente la enzima de interés no

puede ser aislada de la célula. ©

Algunas de las enzimas mas comunmente utilizadas son las hidrolasas, que incluyen las

lipasas, esterasas, acilasas, amilasas, proteasas, etc.; y las oxidoreductasas, dentro de las

cuales encontramos las reductasas, monooxigenasas, etc. Aunque también hay otras enzimas

que puede resultar sumamente interesantes, como por ejemplo las transaminasas.

A continuacidon se presentan algunos ejemplos de farmacos que se encuentran
actualmente en el mercado y que incluyen procesos biocataliticos en sus procesos de sintesis

0 semi-sintesis.

Uno de los ejemplos cldsicos donde se puede observar la unién entre biocatdlisis y
quimica sostenible es en la sintesis de pregabalina llevada a cabo por Pfizer (Lyrica®). La
pregabalina es un principio activo analogo al GABA (acido gamma-aminobutirico) [acido (S)-3-
(aminometil)-5-metilhexanoico] y pertenece al grupo de antiepilépticos, atendiendo a la
siguiente clasificacién: Antiepilépticos, otros antiepilépticos. Ejerce su accién a nivel del
Sistema Nervioso Central al unirse a una subunidad auxiliar (proteina a2-0) de los canales de
calcio dependientes del voltaje. La pregabalina tiene indicacién para el tratamiento
complementario de la epilepsia, tratamiento de depresidn y ansiedad, y para el tratamiento
del dolor neuropatico en neuropatia diabética, neuralgia postherpética y lesién de la médula

espinal. (CIMA)
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El primer proceso de sintesis de la pregabalina consistia en una ruta que requeria como
paso inicial la condensacidn de tres moléculas, seguida de una sustitucién con un grupo ciano
para obtener el intermediario 1 (éster etilico del acido rac-2-carboxietil-3-ciano-5-
metilhexanoico). Después, este compuesto debia pasar por tres pasos mas, hidrdlisis,
reduccion y descarboxilacion, para obtener el compuesto racémico de la pregabalina (acido 3-
aminometil-5-metilhexanoico), el cual debia ser sometido a tres pasos mas dentro de un
proceso de cristalizacion, que incluia el uso del 4cido (S)-(+)-mandelico, para la resolucidn final
de la Pregabalina.”’ Aunque este método conseguia buenos resultados en cuanto a
rendimiento, resultaba costoso y merecia la pena buscar métodos ecolégicamente mas

sostenibles.

Sin embargo, se descubrié que se podia aprovechar la accién catalitica de lipasas
inmovilizadas para introducir quirdlidad en uno de los pasos intermedios. Una de las lipasas
ensayadas procedia de Candida antdrctica B, y con ella se obtuvieron unos valores de

conversién moderados (18%—24%) y unos excesos enantioméricos (ee) entre 87-94%. (@)

Para obtener mejores resultados en la sintesis de pregabalina, se ha desarrollado un
procedimiento que utiliza una lipasa de Thermomyces lanuginosus modificada genéticamente
(TLL), la cual se encuentra comercializada como Lipolasa®. Esta enzima permite hidrolizar de
forma enantioselectiva el compuesto 1 (CNDE) (hidrélisis de uno de los grupos éster), el cual
ya existe y resulta relativamente barato de obtener, para generar el compuesto 2
(enantidmero (3S)-2-carboxietil-3-ciano-5-metilhexanoico). El enantiomero R del compuesto
1 que queda sin utilizar se puede reciclar usando etéxido sddico en etanol a 80°C, lo que
supone minimizar las pérdidas de reactivos y la optimizacion del proceso. Después de obtener
el compuesto 2, este sufre rapidamente una descarboxilacidon que permite aislar el compuesto
3 (4cido (S)-3-ciano-5-metilhexanoico etil-éster), precursor de la pregabalina (Esquema 1).
Esta ruta se realiza en medio acuoso, por lo tanto es mas sostenible medioambientalmente y
resulta favorable econdmicamente. Ademas esta ruta permite incrementar el rendimiento en
un 40-45% con respecto a las primeras generaciones de sintesis de pregabalina, con mas de

un 99% de pureza y mas de un 99% ee. (7)
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CO,Et

EtONa, , - CO,Et
Tolueno, 80 °C CN
CO,Et (R)1
CO,Et
CN Lipolase CO,Et
1 .
pH 7.0 CO,Na Refluio, WCOZEt
r.t CN CN

2 3
> 98 % ee >99 % ee

45-50 % conv. l
Y\(\COZH

NH2

Pregabalina

Esquema 1: sintesis quimioenzimatica optimizada de Pregabalina

Para mejorar este proceso se utilizan células enteras de Escherichia coli que expresan
la lipasa (Lipolasa®), ya que resultan faciles de cultivar y nos permiten obtener una mayor
cantidad enzima. Con este método es posible obtener una conversion del 42,4% y un ee del

98% en tan solo 20h a partir una concentracién de sustrato de 255g/L.¢°

Por otro lado, otro de los ejemplos mas caracteristicos del empleo de biocatalisis es el uso de
lipasas en la preparacidn de AINEs, es decir, en la sintesis de Inhibidores de la Ciclooxigenasa
(COX), como son el ibuprofeno, naproxeno, ketoprofeno o furbiprofeno. Los acidos 2-aril-
propionicos o profenos son ampliamente utilizados por su poder analgésico vy
antiinflamatorio. La actividad de estos medicamentos reside principalmente en el

enantiomero-S, aunque a menudo se comercializan en forma de racémicos.

(::H3 CH;
WOH T oH
& e
o0

Ibuprofeno Naproxeno Ketoprofeno Flurbiprofeno
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El ibuprofeno estd catalogado dentro de los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs). Actua
inhibiendo la COX y por tanto impidiendo la sintesis de prostaglandinas, que son las
encargadas de mediar la respuesta inflamatoria. Esta indicado en el tratamiento sintomatico
de la fiebre, en el tratamiento del dolor de intensidad leve a moderada (incluida la migrana),
en el tratamiento sintomatico de: artritis (incluyendo la artritis reumatoide juvenil), artrosis,
espondilitis anquilosante y de la inflamacién no reumatica; y ademas se utiliza para el alivio

de la sintomatologia en la dismenorrea primaria. (CIMA)

El S-ibuprofeno es el encargado de la actividad terapéutica, ya que presenta una
capacidad inhibitoria de la COX in vitro 160 veces mayor que su enantiémero R; de hecho la
acumulacién de este racémico en el organismo puede producir alteraciones a nivel fisioldgico.
La posibilidad de utilizar Unicamente el S-ibuprofeno, tendria también la gran ventaja de poder
reducir la dosis de farmaco para tratar las patologias. Por todo esto se han hecho grandes

esfuerzos por obtener un producto con una gran pureza en cuanto a enantioselectividad.

Actualmente hay varios métodos que permiten la resolucion racémica del (R, S)-
ibuprofeno, entre ellos, métodos biocataliticos como el uso de lipasas procedentes de Candida
rugosa para obtener el S-ibuprofeno. Uno de estos métodos consiste en el uso de 1-propanol
6 2-propanol junto con la lipasa, incubando la reaccién en agitaciéon durante 96h y siempre a
bajas temperaturas (no superiores a 552C). (19 (Esquema 2) Con este método alcanzamos un

98% de exceso enantiomérico (ee).

. OH ~ O™ HO £ OH
| \]}T . ~_OH _Lipase /L/C\J//n/ CHs + X + | = il
/I\/, = 0 HaC P = 0

(R.S)-buprofen l-propanol S Hbuprofen 1-propyl ester

(R)-buprofen

H ,CHs

12 on M o S
D I S TS N B [ O BT (1
(R,S)ibuprofen 2-propanol (S)-ibuprofen 2-propyl ester (R)y-buprofen

Esquema 2: esterificacion biocatalitica por lipasa de (R,S)- ibuprofeno a partir de 1-propanol y
2- propano. 19
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Existe otro método para la resolucion racémica del (R, S)- ibuprofeno, que aprovecha
las propiedades cataliticas mejoradas de una esterasa modificada genéticamente, que
procedia originalmente de Aeropyrum pernix K1, y técnicas de ultrasonido en condiciones
Optimas (potencia del ultrasonido de 200 W y temperatura de 35 °C). Gracias a este método,
la enzima puede ser utilizada en varios ciclos manteniendo una actividad relativa superior al
99%, se consigue una actividad enzimdtica casi 90 veces mayor, y por tanto permite obtener
unos resultados de enantioselectividad muy superiores comparado con el método de

agitacion convencional.(

Sin embargo, el método para la resolucién racémica del metoxietilester de (R, S)-
ibuprofeno, patentado por Pfizer Inc.® consiste en el uso de una lipasa procedente de Candida
cylindraceae. La enzima presenta actividad en un amplio rango de valores de pH, sin embargo
su actividad se ve disminuida en presencia del producto (ibuprofeno). Para evitar esta
inhibicidn, se ha desarrollado un proceso trabajando a diferentes pHs; en un primer reactor
se trabaja a pH acido, y como los sustratos presentan una muy baja solubilidad en el medio
acuoso, se utiliza una membrana de fibras huecas con la lipasa inmovilizada en su interior. El
metoxietilester de ibuprofeno, sustrato de la reaccidn, se solubiliza en medio orgdnico y se
pone en contacto con la parte exterior de la membrana, la cual se encuentra separando el
medio organico del acuoso; después de la hidrdlisis carboxilica del éster que tiene lugar de
forma enantioselectiva, el ibuprofeno es arrastrado por la fase orgdnica. En un segundo
reactor donde se combina otro médulo de membranas ajustadas a un valor de pH elevado, es
donde se consigue separar de forma sencilla el producto, (S)-ibuprofeno, del éster que no ha

reaccionado con la enzima. 2 (Esquema 3)
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HO
\/\O/ high pH buffer O\/\O/
g‘ h g o
. (0] ©
v -
g o P org. LI} or (R) 1
‘\/\O :> E gJ.

O [

. Q

2 3]

] (]

(R/S)- 1 8 org. . =

14 (5]
.‘ b .
3 3
o o
© @
low pH buffer @

2. _OH
/L/@’/T
(S)-2
1 = ibuprofen methoxyethyl ester )
2 = ibuprofen Pfizer Inc.

Esquema 3: proceso de resolucién racémica para la obtencién de (S)- Ibuprofeno (Pfizer Inc®)

Otro de los ejemplos que resultan muy interesantes lo encontramos en el caso del
paclitaxel, que es un agente citostatico que interfiere en los procesos mitdticos celulares al
estimular el ensamblaje de microtubulos a partir de los dimeros de tubulina; de esta forma se
estabilizan los microtudbulos y se impide la despolimerizacién, lo que provoca la inhibicién de
la reorganizacién dinamica normal de la red microtubular, que resulta esencial para la
interfase celular y para los procesos mitdticos. Su uso estd indicado para el tratamiento del
carcinoma de ovario, de mama, de pulmén no microcitico avanzado y en sarcoma de Kaposi

vinculado al SIDA. (CIMA)

El paclitaxel se obtiene de la corteza del tejo del Pacifico (Taxus brevifolia). Conseguir
una cantidad suficiente de esta sustancia en la naturaleza supondria talar estos arboles, lo
cual resultaria completamente insostenible; por esto se llevan a cabo métodos semisintéticos,
donde se incluyen pasos biocataliticos, para obtener el paclitaxel sin que suponga un desastre

medioambiental.

La hidrdlisis enantioselectiva del compuesto racémico inicial es llevada a cabo con gran
eficacia por la lipasa PS-30, procedente de Pseudomonas cepacia, y permite la obtencién (3R-
cis)-acetiloxi-4-fenil-2-acetidinona, un intermedio necesario en la sintesis del paclitaxel.(*3)

(Esquema 4)
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Esquema 4: Hidrolisis mediante lipasas para obtencién de intermediarios en la sintesis de
paclitaxel.

La reaccidn enzimatica se lleva a cabo en presencia de tampdn fosfato, para mantener
un pH 7.0. La reaccién se produce a la temperatura de 29°C y debe mantenerse en agitacién a

200 rpm. Después de 48 horas, la reaccién ofrece un rendimiento del 96% y un ee del 99,6%.

acia no se hace responsable de la in

Para recuperar la enzima con el fin de ser reutilizada posteriormente, se utiliza una técnica
que, tras la centrifugacién del caldo de reaccion, realiza varios lavados con etanol frio seguidos

de concentraciones a vacio.

Otro intermedio en la sintesis de derivados de taxanos es el (1R,4S,6S)-6-hidroxibiciclo
[2.2.2] octan-2-ona (Compuesto 2), que se puede obtener a través de la reduccion del
biciclo[2.2.2]octano-2,6-diona (compuesto 1), utilizando células enteras de una cepa de

Saccharomyces cerevisiae modificada genéticamente.*¥ (Esquema 5)

S. cerevisiae HO

——p
O e} 0 OH 0

1 (-)-2 3
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Esquema 5: Obtencion mediante reducciéon de compuestos intermedios en la sintesis de taxanos
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En este caso, la enzima presentaba una baja esteroselectividad, por tanto se requeria
que la levadura se encontrase muy concentrada para obtener un rendimiento adecuado; sin
embargo, esto también tenia el inconveniente de que la reaccion se veia frenada por la
acumulacién de producto al haber tanta actividad enzimatica. La solucion se obtuvo gracias a
la modificacion genética de la enzima, que permitia, después de utilizar una cromatografia en
gel de silice y una recristalizaciéon posterior para concentrar los productos, obtener un
aislamiento del compuesto del 59%, un rendimiento del 98% y un ee del 98%, aunque para

realizar la reduccién enzimatica es necesario limitar la concentracion de sustrato a 5 g/L.

Un ultimo ejemplo en el que se aplica la biocatdlisis es en la sintesis de la sitagliptina,
catalogada dentro de los medicamentos usados en diabetes. Su mecanismo de accidn consiste
en la inhibicidn de la dipeptidil- peptidasa 4 (DPP-4), y esta indicado en el tratamiento de la
diabetes mellitus tipo 2, ya que consiguiendo una mejoria en el control glucémico de los

pacientes. (CIMA)

La sintesis cldsica de sitagliptina incluia una hidrogenacidn asimétrica de una enamina
a alta presiodn, utilizando un catalizador quiral a base de rodio. Con este método el rendimiento
y la esteroselectividad no resultaban muy adecuadas, y ademas los productos presentaban
contaminacién por rodio, lo que suponia la necesidad de recurrir a procesos de purificacién

adicionales y costosos.

Para solucionar estos inconvenientes se ha desarrollado una transaminasa
enantioselectiva, la cual cataliza la aminacién reductora de la prostagliptina, usando
isopropilamina, en la amina quiral R-sitagliptina. Con esta técnica se ha conseguido un

rendimiento del 92% y un ee mayor del 99%. (Esquema 6)

Njﬁ transaminase/PLP N\(\
Gl N TR N (R)
pa - TN ;

; F,C 0
/-PrNH2 Acetone 3 99.95% e.e.

Esquema 6: conversion mediante transaminasa de prostagliptina en (R)-sitagliptina
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Lo mas interesante de este ejemplo es que la transaminasa original, procedente de
Arthrobacter sp., no mostraba una actividad adecuada al entrar en contacto con el sustrato.
Fueron necesarias 27 mutaciones para conseguir adaptar la enzima a la forma del sustrato; es
decir, se fueron realizando modificaciones genéticas que suponian alguna mejora en la
actividad enzimatica, se seleccionaron y se combinaron para conseguir una enzima que se

adaptase correctamente al sustrato. (1%

CONCLUSIONES

La biocatalasis como estrategia en la sintesis de medicamentos resulta realmente interesante,
ya que ofrece las herramientas para desarrollar procesos que permiten mejorar tanto el
rendimiento como la estereoselectivdad de los principios activos. La biocatdlisis también suele
resultar mas rentable econdmicamente y mas respetuosa con el medioambiente, y no solo es

uatil a nivel de laboratorio, sino que las enzimas pueden ser utilizadas también a nivel industrial.

Dentro de las hidrolasas, las lipasas son una de las enzimas mds utilizadas en la sintesis
de diversos farmacos, como antidepresivos como la pregabalina, AINEs como el ibuprofeno o
antitumorales como el paclitaxel. Sin embargo puede haber distintas rutas de sintesis para un
mismo principio activo, y por tanto pueden resultar utiles distintas enzimas para el mismo
objetivo, como vimos en el caso del paclitaxel que, aparte de lipasas, también podia incluir

reductasas en su ruta sintética.

Es muy interesante el caso del ibuprofeno, en el que se utilizan enzimas procedentes
de microorganismos del mismo género pero de distinta especie (Candida cylindraceae, C.

rugosa); y el paclitaxel, donde se utilizan células enteras, con las limitaciones que ello supone.

En el caso de la sitagliptina se ve claramente como, gracias a la combinacién de la
ingenieria genética y la biocatalisis, se pueden obtener enzimas que atiendan perfectamente
a las necesidades actuales, y que permitan optimizar los procesos sintéticos ofreciendo

muchas posibilidades a nivel industrial.
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