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1 RESUMEN

Dentro de la industria farmacéutica, estos ultimos afios ha ido cogiendo fuerza el concepto de
biocatalisis, que consiste en el empleo de enzimas purificadas o células enteras con el objetivo
de convertir sustratos en productos diferentes a los que la enzima genera de forma habitual. Las
enzimas son de gran utilidad en la sintesis de farmacos gracias a que ofrecen reacciones con
temperaturas suaves y pH moderados, ademés de presentar alta quimioselectividad,
regioselectividad y estereoselectividad para la produccion de compuestos enantioméricamente
puros. Todo esto contribuye a reducir los costes de produccion y aplicar los 12 principios de la
quimica verde. En el presente trabajo se ha realizado una revision bibliografica sobre qué son
los amino&cidos no candnicos, su produccion y en especial sobre el aminoéacido no canonico L-
homoalanina, precursor del farmaco antiepiléptico levetiracetam, y métodos de obtencién de
este aminodcido a partir de diferentes rutas biocataliticas utilizando diferentes enzimas:
deshidrogenasas, aminotransferasas, y nitrilo hidratasas.

2 INTRODUCCION

En los ultimos afios, la biotecnologia, definida por la Sociedad Quimica Americana como “la
aplicacion de organismos bioldgicos, sistemas o procesos por diversas industrias con el fin de
aprender sobre las ciencias de la vida e incrementar el valor de materiales y organismos tales
como productos farmacéuticos, cultivos agricolas o ganado” (1) ha evolucionado de forma
considerable. La historia de la biotecnologia se puede definir en tres grandes etapas, siendo la
primera la denominada biotecnologia primitiva, utilizada para la fabricacién de cerveza por
procesos de fermentacion, aun sin saber el cambio que se producia en este alimento.
Posteriormente, a mediados del siglo XIX y principios del siglo XX, aparece la segunda etapa,
conocida como la biotecnologia clésica, en la que Pasteur desmonta la generacion espontanea
y llega a la conclusion de que la fermentacion es un proceso llevado a cabo por levaduras. Por
ultimo, la gran revolucién biotecnoldgica es llevada a cabo a mediados del siglo XX, con el
descubrimiento del DNA (1).

Dentro del mundo de la biotecnologia se encuentra la biocatalisis, método en el cual se emplean
células aisladas o enzimas para catalizar o transformar procesos quimicos y obtener productos
de interés para el ser humano. Este concepto se engloba dentro de la biotecnologia blanca,
aplicada a los procesos industriales, la cual tiende a consumir menos recursos que los
procedimientos tradicionales. La biotecnologia blanca también se aplica a la produccion de
biocombustibles y a la industria textil, responsable de la creacion de nuevos materiales como
plasticos biodegradables y compostables (2).

Las enzimas estan disefiadas para trabajar bajo condiciones fisioldgicas (in vivo). En cambio,
el concepto de biocatalisis se refiere al uso de enzimas en procesos cataliticos bajo condiciones
artificiales (in vitro), por lo que uno de los principales retos de la biocatalisis es transformar
estos biocatalizadores fisiologicos en catalizadores capaces de trabajar en condiciones de
reaccion adaptadas a procesos industriales. Como cualquier catalizador, las enzimas son
capaces de reducir la energia de barrera de la reaccion que catalizan, sin ser alteradas como
consecuencia de ésta (3). Sin embargo, las enzimas son muy complejas y presentan diferentes
propiedades segln su estructura a nivel molecular, y, adiferencia de los catalizadores quimicos,
podemos encontrar algunas desventajas derivadas del uso de estos biocatalizadores:

v Su desactivacion cuando se les extrae de sus condiciones normales de trabajo
v’ Laposibilidad de ser inhibidas por el propio sustrato o producto si esta en exceso
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v

v

Algunas enzimas requieren el uso de cofactores (componentes no proteicos implicados
en el proceso de catalisis)

Algunas enzimas puede ser alérgenas, por lo que se debe tener cuidado a la hora de
elegir un catalizador.

Por otro lado, las enzimas empleadas en biocatalisis presentan una serie de ventajas:

v

AN

Son catalizadores mas eficientes que los catalizadores quimicos, lo que implica una
menor concentracion de enzima para llevar a cabo la reaccion.

A diferencia de los catalizadores quimicos, las enzimas son biodegradables y actdan
sobre condiciones de temperatura y presion suaves.

Presentan alta selectividad: regio, quimio y enantioselectividad

Las enzimas son capaces de llevar a cabo reacciones que con catalizadores quimicos
serian imposibles, admitiendo una amplia variedad de sustratos.

Permiten ser inmovilizadas, aumentando su actividad y pudiendo ser reutilizadas en
varios ciclos.

Pueden ser sobreexpresadas aumentando el rendimiento biotecnologico y el
coste/beneficio. Ademas, con técnicas de ingenieria genética se pueden modificar la
estructura molecular de la enzima, aumentando la especificidad del sustrato.

La biocatélisis se podria presentar como una alternativa méas ecoldgica comparada con
la sintesis quimica tradicional, en la cual se utilizan residuos bastante toxicos que tardan
mucho en degradarse en nuestro medio ambiente. Cumple los principios de la quimica
sostenible (1).

2.1 Selectividad enzimatica

Los biocatalizadores presentan alta selectividad; ésto los hace muy interesantes para la sintesis

de farmacos en la industria farmacéutica, debido a que la pureza enantiomérica del producto
final es un proceso crucial en la sintesis de farmacos. Por ejemplo, mientras que el enantibmero

R de un farmaco puede que sea el que ejerza la accion farmacologica (eutdmero), el enantiomero

v

v

v

S puede ser toxico (distomero). Asi, se distinguen tres tipos de selectividad enzimatica:

Enantioselectividad: capacidad para distinguir entre los dos enantidmeros de una mezcla
racémica, logrando que solo uno reaccione.

Quimioselectividad: preferencia por uno de los grupos funcionales presentes en la
molécula.

Regioselectividad: diferenciar uno de los centros quimicamente equivalentes de un
compuesto Yy realizar su transformacion (1).

2.2 Tipos de biocatalizadores

Las enzimas utilizadas como biocatalizadores se clasifican segun el tipo de reacciones que

catalizan (1):

Tipo de enzima Reaccion catalizada

Oxido — reductasas Reacciones de 6xido reduccion
Transferasas Transferencia de grupos
Hidrolasas Reacciones de hidrolisis
Liasas Adiciones a dobles enlaces
Isomerasas Reacciones de isomerizacion
Ligasas Formacion de enlaces
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La quiralidad del producto es muy importante, pero en la mayoria de los productos
enantioméricamente puros, la configuracion se origina en el precursor. Cuando la pureza
enantiomérica es debido a una biotransformacion, tanto la resolucion cinética como la sintesis
asimétrica ocurren. La sintesis asimétrica suele ser llevada a cabo por oxidorreductasas y
liasas, mientras que las resoluciones cinéticas son exclusivamente llevabadas a cabo por
hidrolasas.

Oxido- La mayoria de los procesos cataliticos participan

reductases

enzimas hidroliticas, solo una cuarta parte de los
estudios trata sobre oxidorreductasas y menos de
un 15% se encarga de las otras categorias.
(Figura 1) (4).

Transferases

Oxidizing cells

Reducing
cells

Isomerases

Hydrolases Figura 1. Diferentes tipos de enzimas usadas en

Lyases . . . .
4 biotransformaciones industriales.

Current Opinion in Biotechnology

La resolucion cinética de racematos y la sintesis asimétrica se consideran como estrategias
utiles desde un punto de vista comercial para la preparacion de la mayoria de los aminoacidos
no proteinogénicos debido a su amplia gama de posibles productos.

En el proceso de resolucion cinética enzimatica, dos enantibmeros reaccionan con un
biocatalizador quiral a distintas velocidades, produciendo una mezcla enriquecida en uno de los
enatiomeros del producto, en la que se también se encuentra el enantiomero no deseado del
sustrato . La mayoria de enzimas empleadas en este proceso son: lipasas, acilasas, amidasas, y
nitrilasas. Sin embargo, este proceso esta limitado por un rendimiento maximo tedrico del 50%.
Para evitar esta limitacion, se puede llevar a cabo la racemizacion del 50% del enantibmero no
deseado y su posterior reciclado. De esta manera, el sustrato puede ser transformado a un solo
isomero del producto con un rendimiento tedrico del 100%. Cuando este proceso de resolucion
cinética es combinado con racemizacion quimica o enzimatica, la produccion a gran escala es
prometedora.

Sin embargo, en los ultimos afios ha ido ganando terreno la sintesis asimétrica de aminoacidos
quirales, debido a un ahorro econémico y pocos pasos de reaccion. En este proceso, utilizando
un catalizador quiral y siendo el producto de partida un compuesto proquiral, dicho producto
de partida es directamente transformado a un solo enantiémero en un solo paso. Generalmente
hay cuatro rutas principales para la obtencion de estos compuestos (4):

Aminacion reductiva asimétrica de aminoacidos
Transferencia asimétrica de un grupo amino a un oxoacido
Adicion enantioselectiva de amonio a acidos a, B-insaturados
Condensacién aldélica de un aminoéacido a un aldehido.

NS

2.3 Promiscuidad catalitica

En el metabolismo, una enzima se optimiza a través de la evolucion para una transformacion
guimica especifica con un reconocimiento especifico del sustrato. Aun asi, muchas enzimas
tambien presentan actividades alternativas o aceptan sustratos alternativos, diciéndose que
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presentan un comportamiento promiscuo. Estas enzimas que presentan este comportamiento
ocasionalmente pueden: i) mostrar un aumento de la actividad bajo condiciones que no son las
naturales -promiscuidad de condiciones de reaccion- ii) mostrar amplia aceptacion de sustratos-
promiscuidad de sustrato- o realizar el proceso de catalisis en un centro activo alternativo -
promiscuidad del centro activo alternativo.

Por tanto, se define promiscuidad catalitica como la transformacion quimica que se realiza a
través de un mecanismo de accion diferente al natural.

El enlace formado o roto debe ser diferente del generado en la transformacion natural y, por lo
tanto, debe conducir a una estructura de estado de transicion alternativa. Esto podria ocurrir en
una enzima silvestre (wild type) si se somete a sustratos que no son naturales a la enzima
(promiscuidad catalitica accidental) o en una variante de la enzima en la que se reemplazaron
los residuos catalizadores de aminoacidos (promiscuidad catalitica inducida). La promiscuidad
catalitica inducida puede lograrse ya sea a través de la union de un cofactor no natural, como
resultado de ingenieria de proteinas o la evolucion dirigida (5).

2.4 Labiocatélisis y el concepto de quimica verde

Segun Anastas et al (2010), se define la quimica verde como el disefio de productos quimicos
y procesos destinados a reducir o eliminar el uso y generacion de sustancias nocivas. Tanto la
definicion como el concepto de quimica verde fueron inicialmente formulados a principios de
los afios 90, y a partir de ahi ha ido surgiendo un movimiento internacional, con la creacién de
programas e iniciativas de gobierno. El disefio es lo mas importante y estan recogidos en “los
12 principios de la quimica verde” (figura 2) que son las pautas a seguir para conseguir
sostenibilidad. La quimica verde ha sido aplicada a otras industrias, como la cosmética, la
electronica, energia, acroespacial... (6).

12, Minimize potential

p I. Prevent waste
for accidents

2. Maximize atom

I 1. Analyze in real time economy
to prevent pollution /
\ ] 3. Less hazardous

chemical syntheses
10. Design

chemicals and 6 GREEN

products to CHEMISTRY » 4. Safer chemicals

degrade after use and products

9. Use catalysts / " 5., Safer solvents and
reaction conditions

6. Increase energy

8. Avoid chemical S
efficiency

derivatives 7. Use renewable
(protecting groups) feedstocks

Anastas and Warner (1998)

Figura 2. Los 12 principios de la quimica verde.

La biocatalisis juega un papel muy importante en la quimica verde, ya que se presenta como
una solucion a alternativas quimicas nocivas con el medio ambiente y sigue siendo una opcién
econdémicamente viable.

Para medir si un proceso es nocivo o no para el medio ambiente, se emplea el factor E, que
indica el impacto medioambiental del proceso. Es un pardmetro quimico que se expresa como
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la masa de residuos por kilogramo de producto deseado en una reaccion; por lo que el valor
deseado es 0, que supondria O residuos. Cuanto mas alto el valor de E, mayor numero de
residuos y mayor impacto medioambiental. Por ejemplo, la industria farmacéutica presenta un
alto valor de E, ya que genera una alta cantidad de residuos toxicos como disolventes y
compuestos halogenados (1).

2.5 Mutagénesis racional y evolucién dirigida

La mayoria de las caracteristicas de las enzimas aisladas a partir de fuentes naturales no son las
adecuadas para trabajar como biocatalizadores a nivel industrial, ya que son necesarias enzimas
con mayor actividad y estabilidad. Estas propiedades han sido estudiadas ya desde el siglo
pasado, y, en los ultimos tiempos, los estudios se han centrado mas en cémo alterar sus
propiedades que en sus propiedades. Tanto es asi que las mutaciones pueden incorporarse a los
genes de una enzima con relativa facilidad, sin embargo los efectos de las mutaciones no son
siempre féciles de predecir (7).

Surge por tanto los conceptos de mutagénesis racional, también llamada mutagénesis
dirigida o disefio racional, y evolucion dirigida, dos estrategias que permiten mejorar las
distintas propiedades de las enzimas, como son el aumento de la eficacia catalitica, aumento de
su estabilidad, modificacién de las condiciones 6ptimas de reaccidn, promiscuidad catalitica
(ver concepto en el apartado 2.3) o busqueda de nuevas actividades.

Mutagénesis racional se basa en la mutagenesis dirigida de residuos concretos del centro
activo u otras zonas de la estructura de la enzima. Para ello se necesita:
1. Conocer la estructura tridimensional de la enzima
2. Conocer la relacion estructura-funcion de la enzima
3. Saber utilizar herramientas informaticas para determinar qué tipo de modificaciones se
van a realizar
4. Conocer las distintas variantes de las técnicas de mutagénesis dirigida.

Un ejemplo de la mutagénesis racional fue el disefio de una glutaril acilasa, capaz de hidroxilar
CFC a 7-ACA directamente, sin necesidad de llevar a cabo la desaminacion oxidativa previa.
Este nuevo catalizador era capaz de llevar a cabo la reaccion directamente y con una actividad
8 veces mayor que la enzima nativa.

La evolucion dirigida es especifica para ajustar las propiedades cataliticas a las condiciones
deseadas. Se ha convertido en una poderosa herramienta no solo en ingenieria enzimatica
Optima para uso industrial, sino para resaltar las relaciones entre su secuencia proteica,
estructura y funcion. Se aplican procesos mutagénicos, aleatorios o recombinatorios, 0 ambos,
a un gen, generandose cierta diversidad, que es representada en una genoteca de mutantes. Esta
genoteca es sometida a un proceso de seleccion, del cual se obtendran los mejores candidatos
que volveran a ser sometidos al proceso de mutacion-recombinacion-seleccion. Los mejores
candidatos seran aquellos que se ajusten mejor a las propiedades cataliticas que gqueramos
obtener. Los requisitos que este método requieren son:

1. ldentificacion y disponibilidad de un gen que codifique la proteina que queremos

insertar

2. Un sistema de expresion conveniente

3. Un metodo efectivo para generar una genoteca de variantes

4. Un sistema de seleccién apropiado
Uno de los ejemplos en los que se ha utilidado la evolucion dirigida para aumentar la actividad
de un biocatalizador en la industria farmacéutica es en la sintesis de Montelukast, en la cual se
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aumentd 300 veces la actividad enzimatica de la alcohol deshidrogenasa, obteniendo altos
rendimientos ademas de una estereoselectividad muy elevada (1).

La ventaja de la evolucion dirigida frente al disefio racional es que no se requiere un
conocimiento tan minucioso de la estructura tridimensional de la enzima, que, aungue es util,
no es esencial.

Es importante destacar que ambos métodos no son incompatibles, y recientemente se ha
empleado un método “hibrido” denominado disefio semi-racional, que incluye la mutagénesis
de saturacion de sitios especificos de la enzima 0 mutagénesis aleatoria sobre una parte de la
enzima en lugar de sobre enzima entera (7). Figura 3.

Random Mutagenesis

Rational Design Semi-Rational Design
9 9 (Directed Evolution)
Enzyme/point mutation design Error-prone PCR for
. - introduction of genetic diversity
X X
X +—
— X
l ‘ X
Construction of targeted l
gene library
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o
¢ °
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| _ l g
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v Van (j R %
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_ \;/ "t Transformation and i
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— B o e
ol g
Transformation and N T B
library expression ?:.!” %ﬂ‘ @"
6 !
Screening/Selection
v i
Transformation and expression of
designed enzyme Evolved enzyme

ggi 7555 "ﬂ‘ 5
Figura 3. Estrategias para el disefio racional, o evolucion dirigida de enzimas

3 OBJETIVOS

El objetivo de este trabajo es exponer la relevancia de la biocatalisis en el panorama actual, sus
ventajas e inconvenientes y ofrecer una vision de la aplicacion de los procesos de biocatalisis
en el ambito de la sintesis de farmacos, ademas de dar a conocer el concepto de aminoacidos
no canonicos y su utilidad terapedtica, a través de la comparacion de diferentes métodos de
biosintesis de levetiracetam, farmaco antiepiléptico.
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4 MATERIAL Y METODOS

Para el desarrollo de este trabajo se ha llevado a cabo una revision bibliografica en diferentes
bases de datos como PubMed, Google Academic, CIMA vy diversas paginas web, y se ha
tomado como referencia el libro “Fundamentos de Biotecnologia Farmacéutica” (1). Se ha
utilizado como gestor bibliografico el programa Mendeley.

5 RESULTADOS Y DISCUSION

Los aminoacidos no candnicos o0 aminoacidos no naturales (non-canonical amino acids -
ncAAs/ unnatural aminoacids) son una clase de aminoacidos que se encuentran presentes en la
naturaleza, pero no estan incorporados en la cadena peptidica. La mayoria de estos aminoacidos
son precursores de los aminoécidos naturales, andlogos o metabolitos secundarios de rutas
metabdlicas, e incluso algunos presentan propiedades farmacoldgicas: antibacterianas,
antiinflamatorias, antitumorales e incluso efectos antihipertensivos. Se pueden encontrar en
diversos organismos ejerciendo diferentes funciones en animales, plantas y microorganismos.
Sin embargo, comparados con los estudiados aminoacidos naturales, la mayoria de las rutas
sintéticas de estos ncAAs se encuentran sin definir, ya que muy pocas de estas han sido
estudiadas.

La preparacion de estos aminoacidos depende de sintesis quimica o semi-sintesis. Sin embargo,
la mayoria de estos aminoécidos preparados quimicamente se obtienen como mezclas
racémicas, pudiendo afectar a sintesis posteriores. Es aqui donde destaca el papel de la
biocatalisis, la cual presenta ventajas en estereoselectividad comparado con la sintesis quimica
tradicional. El desarrollo de rutas biosintéticas para producir estos aminoacidos requiere un alto
conocimiento de su metabolismo, ademas de ingenieria genética y metabdlica.

Es importante destacar que los ncAAs pueden contener en su estructura cadenas laterales o
grupos funcionales con propiedades quimicas y estructurales que los aminoacidos naturales no
presentan, y la incorporacion de éstos en una cadena peptidica puede originar proteinas
sintéticas bioldgicamente activas, introduciendo caracteristicas novedosas que no se encuentran
en las proteinas naturales. Por ejemplo, la incorporacién de aminoacidos analogos de
selenometionina, norleucina y p-fluorofenilalanina fueron los primeros ejemplos de
incorporacion de ncAAs en E. coli (8).

5.1 Produccion de aminoacidos no can6nicos

Con respecto a la sintesis quimica de estos aminoacidos, se sabe que son dificiles de sintetizar
porque usualmente contienen un estereocentro en la posicion a que debe tener una
configuracién especifica. Ademas, los grupos amino y carbonilo son grupos reactivos, y deben
ser protegidos. Estos problemas se agravan cuando estos ncAAs contienen cadenas laterales
voluminosas y complejas, grupos funcionales muy reactivos u otros estereocentros dentro de la
misma molécula. La naturaleza soslaya todos estos problemas usando enzimas, que unen y
posicionan los sustratos para acelerar una reaccion especifica, obteniendo aminoacidos
enantiomericamente puros en el medio acuosos sin la necesidad de usar grupos protectores. A
pesar de presentar las enzimas esta ventaja, muchas de ellas no son las apropiadas para la
sintesis de ncAAs debido a su baja actividad, mala expresion endogena y estabilidad, y por
ultimo, su necesidad de activacion alostérica. Ademas, muchos de estos aminoacidos son
naturalmente sintetizados por cascadas enzimaticas, que pueden ser dificiles de identificar y
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usar en sintesis a gran escala. Por tanto, se necesitan nuevas estrategias de sintesis, y las enzimas
modificadas genéticamente ofrecen resultados prometedores.

Como hemos mencionado anteriormente, la sintesis de estos ncAAs puede ser, aparte de por
sintesis 0 semi sintesis quimica, por fermentacion y biocatélisis. Su sintesis por fermentacién
requiere un microorganismo que sea capaz de sintetizar el ncAAs que queramos. Esto es una
gran complicacion, ya que las rutas biosintéticas de muchos de estos aminoacidos presentan
poco rendimiento o son desconocidas. Con la sintesis quimica se puede acceder a un gran
namero de ncAAs, empleando compuestos intermedios como aziridinas, lactonas derivadas de
serina 'y muchas mas. Los beneficios de la sintesis quimica son diversos, como por ejemplo la
capacidad de obtener una variedad de aminoécidos de una Unica ruta sintética (Figura 4). Aun
asi, tiene sus limitaciones, son rutas muy complejas y en ellas se usan compuestos quimicos
nocivos con el medio ambiente, ademas de producir productos de desecho altamente
contaminantes y generarse productos racémicos que conlleva su posterior purificacion.

La biocatalisis se presenta como una alternativa a ambas, suplementa o reemplaza a la
fermentacion y a la sintesis quimica. Reacciones catalizadas por enzimas tienen la ventaja de
que presentan condiciones suaves de reaccion mas todas aquellas mencionadas en el apartado
de introduccion (9).

_N OCHj -
chemical synthesis PG i B/‘_L'

(0]
Znl

| o
B/\_I + Boc. o Pd &aziridine R + B}Li
N ¥ N o

H o catalyst P
OCH; X .
> R) &~ serine
lactone
(o]
biocatalysis — HoN kinetic
aminotransferase ,_ OH  resolution

;‘Rj R ~ R)
)\fo * @)YO ' i (9}Y0
fo) H3N ammonia H3N
06 o@ 1 lyase O®
R\ P
Mg)
Figura 4. Diferentes métodos para sintetizar ncAAs utilizando sintesis quimica o biocatalisis

Este trabajo tiene como objetivo la comparacion de las diferentes rutas biosintéticas de L-
homoalanina, ncAAs precursor del levetiracetam (Keppra®), farmaco antiepiléptico de
segunda generacion, indicado:

e Como monoterapia en el tratamiento de las crisis de inicio parcial con o sin
generalizacién secundaria en adultos y adolescentes de 16 afios de edad o mayores con
un nuevo diagnostico de epilepsia.

Como terapia concomitante:

e en el tratamiento de las crisis de inicio parcial con o sin generalizacidén secundaria en
adultos, adolescentes y en nifios mayores de 4 afios con epilepsia

e enel tratamiento de las crisis mioclonicas en adultos y adolescentes mayores de 12 afios
con Epilepsia Mioclénica Juvenil.

e En el tratamiento de las crisis tonico-clonicas generalizadas primarias en adultos y
adolescentes mayores de 12 afios con Epilepsia Generalizada Idiopatica.(10)

-10 -



Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia y el/la Tutor/a no se hacen responsables de la informacion contenida en el mismo.

5.2 L-homoalaninay biocatalisis

La L-homoalanina es un ncAA quiral /\‘/COOH
intermediario en la sintesis de diversos NH,

farmacos. Puede ser convertido a (S)-2- L-homoalanine
aminobutiramida, precursor inmediato de los Amidation / \\F‘educ‘““
farmacos antiepilépticos levetiracetam i
(Keppra®) y brivaracetam. También puede ser A"m/k = /Y -

convertido a (S)-2-aminobutanol para la sintesis T — P ——
del farmaco antituberculoso etambutol (figura ’

3). La pureza de estos farmacos es critica para —A— \
su seguridad y eficacia terapéutica. El 2 /g ¢ /(f \/(
enantiomero R de levetiracetam no tiene d“ o ©~ g

OH

H
N/\/N)/\
H

actividad antiepiléptica (11), y la forma R,R del — o
etambutol puede causar ceguera (12). Figura 5. Brivaracetam Levetiracetam Ethambutol
(phase lll clinical trial) (2008 sale $1.2 billion) (First-line TB drug)

Aun siendo ahora farmacos genéricos, siguen siendo tratamientos muy costosos, y muchos
pacientes no pueden permitirse el tratamiento con levetiracetam, usando farmacos mas baratos
pero menos efectivos como fenobarbital. Esto se podria evitar desarrollando un método para la
produccidn a gran escala de L-homoalanina.

5.2.1 Sintesis quimica asimétrica de Levetiracetam

Para empezar, presentaremos los diversos métodos para la sintesis puramente quimica de este
potente farmaco anticonvulsivo. La mayoria de rutas sintéticas requieren empezar a partir de a-
aminoacidos como &cido 2-aminobutirico (L-homoalanina) o derivados de éste. En otros
procedimientos se lleva a cabo la resolucion de etiracetam (forma activa de levetiracetam) o
intermedios racémicos de los mismos:
e Acido 2- (2-oxopirrolidin-1-il) butirico con (R)-feniletil amina seguido de la
reaccion consecutiva del correspondiente (S)-acido con cloroformiato de etilo e
hidroxido de amonio
e Laresolucion de etiracetam por HPLC
e N-dietilaminometilation de la amida primaria de etiracetam seguido de la
resolucion con acido L-(+)-tartarico, y la hidrdlisis del enantiomero requerido.

En otro enfoque, levetiracetam ha sido preparado por medio de hidrogenacion catalitica
enantioselectiva mediante el uso de Rh (1) o Ru (1) de difosfinas enantiopuras (13).

En otros articulos se describe la desracemizacion de &cido 2-bromobutirico mediante el uso de
4-aminodifenilamina como un auxiliar quiral para obtener el compuesto 1 (14). A pesar de que
es un enfoque quiral empleando un auxiliar, el 50% del producto se pierde como el isbmero no
deseado, lo que disminuye en gran medida su utilidad sintética para su produccion a gran escala.

Por altimo, se indica cdmo seria un método de sintesis quimica pura para la obtencién de
levetiracetam mediante la aplicacion de la reaccion de Strecker:
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0 NaCN : 6M aq HCI
\/H\H + CIHH HnI\'/L[/\“ w,. \i Et,0, CHCI;
i |\¢*~|\ ri, 16h HHC JLOM rt 1090 °C, 4 h,

OMe 78% 0%
NH, HCl MeOH, SOCl, NH, HCI .. CH)Cl, KOH L 0
. o A45°C - NH, | [ EtOAC T
/\W 2.0 Kg NHj pressure, W j]/ T -8t0-12°C, 3h e N2
45°C, 24 h, 0 85% \cﬂ)/
80%
[ 7 1

o

Figura 6. Sintesis quimica asimétrica de levetiracetam

En un primer paso, al compuesto 2 (propanaldehido) se le afiade en una solucién de cianuro
sodico més el compuesto 3 (1S)-1-(4-metoxifenil)etilamina en una mezcla de metanol y agua
a 25-30°C, obteniéndose el compuesto 4, sustancia diastereoméricamente pura, puesto que el
ataque del anion cianuro se produce por la cara posterior de la imina formada entre 2 y 3.
Posteriormente, el compuesto 4 se hidroliza en acido clorhidrico 6M, obteniendo la sal del
compuesto enantioméricamente puro acido (S)-2-aminobutirico, el compuesto 5, intermedio
clave para la sintesis de este farmaco. Este intermedio, tras ser lavado con cloroformo,
reacciona con cloruro de etionilo, amoniaco gaseoso en presencia de metanol para dar el
compuesto 6. Por ultimo, se produce la condensacion del compuesto 6 con cloruro de 4-
clorobutanoilo, compuesto 7, que en presencia de hidroxido de potasio y diclorometano a bajas
temperaturas se origina el compuesto 1, levetiracetam. Ver Figura 6 (15).

5.2.2 Meétodo 1. Uso de deshidrogenasas para la obtencion de L-homoalanina

Los métodos convencionales para la produccidn a gran escala de estos ncAAs son complejos y
perjudiciales para el medio ambiente. Generalmente, varios 2-oxoéacidos pueden ser
sintetizados quimicamente y posteriormente convertidos a ncAAs por transaminasas 0
deshidrogenasas, obteniendo compuestos puros. Otro acercamiento seria el uso de enzimas
como acilasas o amidasas para resolver las mezclas racémicas y obtener ncAAs. En
comparacion con estas dos técnicas, la mayoria de estos ncAAs pueden ser producidos
directamente por glucosa por fermentacion microbiana, ain teniendo algunos inconvenientes.

La aminacién reductiva de oxoacidos con amonio es la mejor opcion para la produccion de este
aminoacido ya que evita el uso de glutamato como el donador de aminas. Comparado con la
transaminacion, la aminacion reductiva puede potencialmente simplificar la manipulacion
metabdlica y reducir los costes de produccion (Figura 7).

(8] \i
I COOH

" SCOOH

Figura 7. Comparacion de diferentes métodos de 2-ketobutyrate Zrketobutyrate
.y - . p Glutamate NQD(P}H

obtencion de L-homoalanina utilizando : 4 Dehydrogenase| NH4*

H H ransaminase
transaminasas o deshidrogenasas. 2-ketoglutarate NAD(P)+
NH2 Ha

“v"J\ COOH \-/T\LOOH

L-homoalanine L-homoalanine
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5.2.3 Meétodo 2. Obtencion de L-homoalanina a partir de un aminoécido natural
(treonina) utilizando transaminasas y deshidrogenasas.

Segun Park et al (2010), las transaminasas son las enzimas encargadas de la transferencia de
grupos amino de un aminoacido a un oxoacido, jugando un importante papel en el metabolismo
de los aminoacidos. Estas pueden ser o, 0 m-transaminasas (TA), segun la relacién de los grupos
que se quiera transferir respecto al grupo carbonilo del sustrato. Las a-TA Unicamente producen
la transaminacion entre aminoacidos y oxoacidos, mientras que la o-TA presenta una mas
variada selectividad, haciendo posible la desaminacion oxidativa de aminas primarias. Por eso,
en contraste con el equilibrio neutro que presentan la mayoria de los reacciones a-TA, el
equilibrio termodinamico de las ®-TA puede ser dirigido hacia la formacién de productos
utilizando aminas como donadoras del grupo amino.

Esta ruta de biosintesis muestra un nuevo procedimiento rentable para la produccion de L-
homoalanina a partir de una ®-TA. La produccién de este aminoacido se ha hecho a partir de
dos reacciones enzimaticas:

La primera, la conversion de L-treonina a 2-oxobutirato a partir de la enzima treonina
desaminasa y segundo, la transferencia de un grupo amino a partir de una bencilamina para la
formacion del producto final, la L-homoalanina (figura 8). Este ultimo paso llevado a cabo por
la enzima (S)-o-TA, especifica de sustrato. En esta reaccion se utilizan como sustratos L-
treonina y bencilamina, y se originan productos como amonio, benzaldehido y L-homoalanina.
En esta reaccion lo que se consigue es la sustitucion del oxoacido como producto de partida,
produciendo un ahorro econémico importante por tener como producto inicial el aminoacido
natural L-treonina, que se fabrica a gran escala anualmente. Asimismo, el uso de la bencilamina
como el donante del grupo amino desata la restriccion termodinamica de las transaminasas,
permitiendo un alto rendimiento de la reaccidn sin la incorporacion de otra enzima para remover
uno de los productos originados en esta reaccion. En resumen, se ha establecido una reaccion
de conversion directa de un aminodcido barato a un ncAA sin limitaciones termodindmicas para
su conversion final.

0

oH @
/\\H\ D /\W)-L
HaC” OH ﬁr H3C OH
NH, NHs
L-2

\
o]
3a
| o NH,
(S)-specific o-TA ” 4a
o]

o
H
HaC OH

NH, 3b

L1

Figura 8. (L-2: treonina, 3a: oxobutirato 3b: benzaldehido, 4a: bencilamina, 4b: benzaldehido, L-
1: L-homoalanina)

A partir de este estudio podemos concluir que a partir de un aminoacido natural podemos
obtener ncAAs, productos de cada vez mas interés en la industria farmacéutica. En este estudio
se consiguen ventajas sobre el uso de enzimas deshidrogenasas: primero, los bajos costes de
produccidn, ya que las DH requieren cofactores y su posterior reciclaje y segundo, el uso de o-
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TA promueve que la reaccion se lleve a cabo hasta la formacion del producto final sin la
necesidad de una enzima adicional para eliminar uno de los productos secundarios generados
en la reaccién, el benzaldehido. Sin embargo, en este estudio no se implemento la extraccién
de los productos finales para mitigar la inhibicion de ®-TA por benzaldehido, que
posteriormente se deberia estudiar si se quiere realizar este proceso a gran escala (16).

En el estudio dirigido por Zhang et al (2009) (17) también se vid el empleo de treonina para la
produccion de L-homoalanina a través de transaminasas. En este método de biosintesis de L-
homoalanina se estudio si en E.coli habia una enzima capaz de producir la aminacién entre 2-
oxobutirato y L-homoalanina, concluyendo que se obtenian Unicamente 182 mg/L.
Posteriormente, tras varios experimentos se clono y se sobreexpresd una transaminasa (IIVE),
aumentando la produccion de L-homoalanina a 1.2 g/L. Ademaés, se adiciond 10g/L del
principal donador de aminas (glutamato), aumentando la produccién de este aminoacido no
candnico a 3.2g/L. Todos estos resultados demostraron que las transaminasas como IIVE eran
capaces de transformar 2-oxobutirato a L-homoalanina. Sin embargo, altas concentraciones de
glutamato son necesarias para derivar el equilibrio de la reaccion a la formacién de L-
homoalanina, ya que la reaccion de transaminacidn es un proceso reversible.

A través de técnicas de evolucién dirigida, se obtuvo una enzima glutamato deshidrogenasa
mutante (GHZ2), altamente activa en la aminacion de 2-oxobutirato. Cuando se sobreexpreso en
E.coli, se produjo a 0.1g/L a partir de 30g/L de glucosa (#1) . Sin sobreexpresion de GH2, no
se detectd presencia de L-homoalanina (#2). Con estos datos, se disefié una ruta metabdlica
para dirijir el flujo de carbono a la formacién de 2-oxobutirato. Dado que este compuesto deriva
de la treonina, se cambid el huesped productor de E.coli tipo silvestre (BW25113) a una
treonina sobreproductora (ATCC98082). En ésta, por tanto, se sobreexpreso tanto GH2 como
treonina deshidratasa (enzima encargada de la formacion de 2-oxobutirato). Esta nueva cepa
fue capaz de producir 8g/L de treonina a partir de 30g/L de glucosa, resultando en la produccion
de 0.18g/L de L-homoalanina (#3) y 3.7g/L de treonina, indicando que la actividad catabdlica
de la enzima treonina deshidratasa no es lo suficientemente activa para producir completamente
la conversion de treonina a 2-oxobutirato. Otra de las consecuencias es la acumulacion de 4g/L
de glutamato, debido a que las bajas concentraciones de 2-oxobutirato no pueden competir con
2-oxoglutarato para la aminacion por GH2. Para remediar esto, se clonaron treonina
deshidratasas de E.coli (llvAec)y Bacillus subtilis (IlvAgs) y en combinacion con GH2,
aumentaron significativamente la produccion de L-homoalanina (#4 y #5), siendo la mejor la
proveniente de Bacillus subtilis (3.8g/L de L-homoalanina). Sin embargo, todavia quedaba
2.5¢/L de treonina remanente. Se sabe que ATCC98082 tiene una mutacién rhtA23 que
aumenta 10 veces la expresion del gen rhtA, cuyo producto proteico es un fuerte exportador de
treonina. Se concluy6 que el flujo activo de treonina podria explicar laacumulacién extracelular
de treonina. Después de la supresion del gen rhtA, no se vio acumulacion de treonina y la
concentracion de L-homoalanina aumenté a 5.4g/L (#6) (figura 9) (17).
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Figura 9. Produccion de L-homoalanina con diferentes cepas de E.coli y treonina deshidratasas.
#1. Cepa BW25113 sin sobreexpresion de GDH2

#2. Cepa BW25113 con sobreexpresion de GDH2.

#3. Cepa ATCC98082 con sobreexpresion de GDH2 y treonina deshidratasa

#4. Cepa ATCC98082 con sobreexpresion de GDH2 y lIVAec

#5. Cepa ATCC98082 con sobreexpresion de GDH2 y 1lvAgs

#6. Eliminacion del gen rhtA con sobreexpresion de llvAgsy GDH2

5.2.4 Meétodo 3. Obtencion de L y D-homoalanina a partir de un aminoacido natural
(metionina) utilizando transaminasas.

En este siguiente estudio realizado por M.V.d.M.Silva et al (2019), se describe una nueva
cascada biocatalitica que nos da acceso a la produccién tanto de L-homoalanina como de D-
homoalanina. En este proceso se llevan a cabo dos tipos de reacciones (Figura 10):

e Laprimera reaccion es catalizada por la enzima L-metionina y-liasa (METase),
enzima dependiente de PLP (piridoxal-5-fosfato). Esta enzima cataliza la vy
eliminaciéon de L-metionina para la produccion de 2-oxobutirato, amonio y
metanotiol.

e La segunda reaccion incluye una transaminacion producida por una enzima
amino acido aminotransferasa procedente de E.coli. (eBCAT) o una D
aminoacido transferasa procedente de Bacillus sp (DATA), ambas enzimas
transaminasas dependientes de PLP.

LGl aKG o Figura 10. A partir de L-
BCAL/. AHJ\OH metionina (1), se obtiene &cido 2-
0 o) NH, oxobutirico (2), que a través de
/S\/\‘)J\OH NETS.. /\H)kOH % diferentes enzimas, eBCAT 6
NH, 0 0 DATA, se obtiene L (3a) o D (3b)
1 2 ~ ~ o,  homoalanina, respectivamente.
DATA NHQ b

D-Ala Pyr
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La enzima eBCAT cataliza la transaminacion entre L-glutamato y 2-oxobutirato para la
produccién de L-homoalanina. Por otro lado, DATA cataliza la misma transaminacién usando
en vez de glutamato como donador de aminas, D-alanina, obteniendo el mismo producto que la
otra reaccion pero con configuracion opuesta (D-homoalanina). Como en anteriores estudios,
este tipo de reacciones parten de un aminoacido natural, en este caso la metionina, del cual se
fabrican toneladas altas cantidades a bajo precio, evitando el uso de oxoacidos como productos
de partida y, ademas, evitando el uso de deshidrogenasas y cofactores, (estos Gltimos no son
necesarios cuando se usan aminotransferasas).

El primer paso de esta ruta es la y-eliminacion del grupo metanotiol. Para estudiar este paso, se
clond y se sobreexpres6 una METase de Fusobacterium nucleatum en E.coli. y, basado en
trabajos anteriores (18), se demostrd que las propiedades fisicas de METase de diferentes
organismos son relativamente similares. Los factores que influyeron més en la reaccion fueron
el pH y la temperatura, donde las reacciones a 40°C y pH 7 dirigio a las conversiones mas altas
(37-46%). Aparte, siendo enzimas dependientes de PLP, su concentracién no mostrd influencia
en la conversion final.

El segundo paso de la reaccion se afrontd desde dos estrategias diferentes ya que al ser 2-
oxobutirato una molécula proquiral, la reaccién puede ocurrir en un modo u otro para la
obtencion de ambos estereoisomeros utilizando eBCAT o DATA. Para la reaccion catalizada
por eBCAT, se utiliz6 como donante de aminas &cido L-glutamico y para la reaccion catalizada
por DATA, D-alanina.

Este proceso, al querer ser afrontado como una reaccion “one pot” , ambas enzimas deben tener
las mismas condiciones de reaccién. Bajo pH 7 y una temperatura 40°C, las dos enzimas
mostraron actividad. En el caso de DATA, se vio alrededor de un 65% de conversion, mientras
que eBCAT mostraba Gnicamente una pobre conversion del 20%. Esto podria ser debido a que
el desfavorable equilibrio de la reaccion observado en las reacciones catalizadas por
transaminasas. La reaccion catalizada por DATA se paré al 65% ya que el mismo producto
generado puede servir como donador de aminas para la regeneracion de alanina. Por tanto,
después de estos resultados, se decidi6 optimizar las reacciones y separarlas en dos reactores,
cada uno conteniendo METase/ eBCAT o METase/DATA. Los resultados fueron de un
rendimiento mayor para METase/eBCAT, que en 24h obtuvo un mayor porcentaje de producto
gue METase/DATA, el cual necesitd mayor tiempo de reaccién. Se mostré un exceso
enantiomérico de L-homoalanina > 99% y de D-homoalanina >90%.

Este estudio demuestra un nuevo método de obtencion de ncAAs a partir de aminoacidos
naturales, sin embargo, como en el estudio de Park et al (2010) , se siguen necesitando estudios
para impedir la limitacion de trabajar con aminotransferasas para mejorar el rendimiento de la
reaccion (19).

5.2.5 Meétodo 4. Obtencion de L-homoalanina a partir 2-pirrilodinona utilizando nitrilo
hidratasas

Otro metodo de biosintesis completamente nuevo para la obtencién de Levetiracetam [(S)-a-
etil-2-oxo-1-pirrolidinacetamida], es a partir del uso de nitrilo hidratasas (nitrilhidratasas), unas
metaloenzimas que contienen hierro o cobalto en su centro catalitico, y consisten de dos
subunidades, a y B, localizdndose el centro catalitico en la interfaz de ambas subunidades. Las
subunidades no presentan homologia entre ellas, sin embargo, cada subunidad es homéloga en
la secuencia de aminoacidos.
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La mayoria de los procesos descritos requieren posterior separacién cromatografica o
resolucion quimica usando acidos quirales o bases, y con ello un aumento de residuos quimicos.
También otros procesos de obtencion de este farmaco incluyen hidrogenaciones o empezar
desde compuestos quirales, ademas de que la mayoria de las sintesis propuestas requieren el
uso de haluros de alquilo nocivos para finalmente instalar el anillo de pirrolidona en el Gltimo
paso de la reaccion (Figura 11).

NH;

\)\’TOH
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Racemic
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\)\’TNH chiral acid H NH 0 E NH,
p > 2 >
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T H, (ML, T Hz [ML,"]

NHAc &o
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Figura 11. Sintesis de levetiracetam por sintesis quimica o resolucion cinética.

Es por esto por lo que se ha llegado a la obtencion de levetiracetam a través de una novedosa
ruta biocatalitica:

Recycling

{ |
\)Gl Q§O nitrile Q*O qh*o
& CN s hydratase - NH \/‘\

H 0 (R)-mer, undesired

- Racemic 2- ,
2-Pyrrolidinone pyrrolidinonylnitrile 94% ee, 43% yield

l recrystallization

Levetiracetam
=99% ee

Figura 12. Sintesis quimioenzimatica de levetiracetam a partir de nitrilo hidratasas.

El proceso parte de 2-pirrolidinona y por una N-alquilacién (SN2), utilizando 2-cloro-
butanonitrilo, se obtiene el compuesto racémico 2- nitrilopirrolidinona, que, a través de la
enzima nitrilo hidratasa se consiguen ambos estereoisomeros del farmaco: R (no deseado) y S.
Por ultimo, la forma S sufre un proceso de recristalizacion para la obtencion de Levetiracetam.
Destacaremos que el enantiomero R puede ser reciclado, obteniéndose el producto racémico,
ser catalizado otra vez por la misma enzima y obtener el enantiomero S (figura 12).

Para llegar a una nitrilohidrohidratasa capaz de catalizar la reaccién mostrada en la Figura 9, se
trabajé con 30 nitrilo hidratasas diferentes obtenidas del GenBank®. Un screening inicial
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mostro que todas ellas tenian baja selectividad aunque muchas de ellas tenian buena reactividad.
La enzima que mejor cumplia los requisitos de reaccion fue NH33, obtenida de Bradyrhizobium
japonicum, pero presentaba un 60% de exceso enantiomérico y un ratio de conversion del 20%,
ademas de un pobre valor de E (cociente enantiomérico) de 5.0 (20). Este parametro (no
confundir con el factor E mencionado en el apartado 2.4) determina la selectividad de la
reaccion, y es una medida para distinguir enantiomeros bajo condiciones definidas de pH,
temperatura, de manera que la eficacia estereoquimica de una resolucion cinética puede ser
calculada a través de este valor. Asi, valores menores de 15 son inaceptables, entre 15-30 son
moderados, y a partir de 30 son excelentes; aunque descritos, indicaremos que valores mayores
de 200 no pueden ser determinados con exactitud debido a las inexactitudes intrinsecas a la
determinacion del exceso enantiomérico (20).

Esto origind mediante técnicas de ingenieria genética una mejora de la enantioselectividad, a
través de una combinacion de disefio racional basado en su estructura y mutagénesis. Los
resultados mostraron positivas mutaciones en la subunidad B pero la mayoria de las mutaciones
en la subunidad a acababan en desactivacion o posible pérdida de actividad enzimatica. La
mutacién que aumentd el valor de E al méximo (45.0) fue BArg38Cys.

También se midieron las condiciones del medio de reaccidn, concluyendo que sus condiciones
Optimas eran pH 6.5 a 4°C. Bajo estas condiciones, la resolucién enzimatica condujo a un
exceso enantiomérico del 94% y un rendimiento del 43%, y tras su cristalizacion se obtuvo un
99% de ee. Ya que el enantibmero R puede ser reciclado, el proceso es mucho mas eficiente
que aquellas rutas que necesitan resolucion cromatografica, ademas de resolver el problema del
uso de haluros de alquilo nocivos para el medio ambiente (21).

6 CONCLUSIONES

La biocatalisis esta adquiriendo desde hace ya algunos afios bastante importancia en la industria
farmaceutica, no solo por las caracteristicas de regio, quimio y enantioselectividad que se
pueden llevar a cabo, sino también por sus suaves condiciones de reaccién y su mayor
capacidad para la obtencion de compuestos enantioméricamente puros. Sin embargo, todavia
gueda un gran camino por recorrer, ya que pocos son los farmacos que se pueden sintetizar en
su totalidad via enzimatica, siempre se necesita de algin paso adicional que requiera sintesis
quimica.

Para empezar, se muestra cOmo seria una sintesis quimica asimétrica mediante una reaccion de
Strecker, en la que tambien podemos ver que tras diversos pasos en la reaccion uno de los
intermediarios es L-homoalanina. Uno de los compuestos de partida es un compuesto
enantidmericamente puro, habria que tener en cuenta el gasto que supondria para el laboratorio
la obtencion de este compuesto para la produccién del producto final a gran escala.

En nuestro caso, la produccion de L-homoalanina, compuesto intermediario en la sintesis del
farmaco levetiracetam, se puede obtener por diferentes rutas. En unas se ha utilizado la enzima
glutamato deshidrogenasa por la cual hemos obtenido un alto rendimiento de reaccion,
pudiéndose llevar a cabo en un futuro su produccion a nivel industrial, haciendo accesible el
medicamento a personas que se encuentran en paises subdesarrollados y el uso de alternativas
terapéuticas mas eficaces.

Por otro lado, también se ha visto la obtencion de este aminodcido a partir de enzimas
transaminasas, que estan adquiriendo bastante relevancia y sustituyendo a deshidrogenasas,
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pero aun presentan diversos problemas a la hora de forzar el equilibrio de la reaccion a la
formacion del producto deseado, con rendimientos no superiores al 80%, necesitando mas
estudios para poder hacer posible que se lleven estos procesos a gran escala.

También se ha visto un novedoso método de obtencidn de este fArmaco que es a partir de la
enzima nitrilohidrasa (nitrilasa), en la cual se obtiene el producto final a través de una ruta
sencilla, a la vez que el enantiomero no deseado es reciclado para su conversion al producto
deseado, por lo que las pérdidas en este proceso son practicamente nulas, haciendo de esta una
ruta simple, eficiente, evitando el uso de haluros de alquilo nocivos con el medio ambiente y
con buenas expectativas de futuro.

Tras la revision de los diferentes métodos de produccion de L-homoalanina, la obtencién de L-
homoalanina a través de treonina se muestra a través del uso tanto de transaminasas como de
deshidrogenasas. Usando transaminasas, la reaccion enzimatica es simple y en tres sencillos
pasos obtenemos el producto deseado. No se requiere el uso de enzimas adicionales, aunque al
no cuantificarse cuanto producto queda retenido por la produccion del producto secundario
benzaldehido, se limita a un método que no se podria llevar a cabo a gran escala. Sin embargo,
la produccion de L-homoalanina a partir de deshidrogenasas modificadas genéticamente si que
nos da resultados prometedores, obteniéndose altas concentraciones de L-homoalanina y no
guedando remanente el producto de partida.

En la obtencion L-homoalanina a través de metionina, se facilita la obtencién de ambos
isomeros, L y D. Su principal inconveniente es la utilizacion de glutamato como donador de
aminas, que puede llevar a desequilibrios en la reaccidn y su bajo rendimiento en comparacion
con los otros métodos de biosintesis.

Tras una revision exhaustiva de todo lo anterior, llegamos a la conclusion de que el método mas
prometedor es el de la obtencién levetiracetam a partir del anillo de pirrolidinona. Seria el
adecuado para producirse industrialmente, ya que es un método ecoldgico, en el cual no se
utilizan productos nocivos con el medio ambiente, es sencillo, diferente, econdémico, se puede
reciclar el enantiomero no deseado y no se utiliza glutamato como donador de aminas. Su Unico
inconveniente es que el rendimiento sigue siendo bajo, harian falta mas estudios para llevar este
proceso a la industria farmcéutica.

Es importante destacar que ninguna de estas rutas se llevan a cabo para la produccion industrial
de Levetiracetam, simplemente se muestras rutas alternativas para intentar sustituir a las rutas
actuales, intentando seguir los 12 principios de quimica verde, buscando alternativas mas
econdmicas y ecoldgicas, utilizando enzimas modificadas genéticamente.
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