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RESUMEN

El cancer es un conjunto heterogéneo de enfermedades que puede afectar a todos los
organos del cuerpo y que consiste en la aparicion de células cuyos mecanismos de
Proliferacion se encuentran descontrolados. Estas células poseen una capacidad de division y
crecimiento que supera los limites normales y pueden llegar a invadir los tejidos vecinos o
incluso a diseminarse por todo el organismo a través del torrente sanguineo o linféatico
(metastasis)(1).

En la actualidad, el cancer es la segunda causa de mortalidad en los paises
desarrollados, por detrés de las enfermedades cardiovasculares. La Incidencia del cancer en
Espafia en 2012 era de 215.534 casos, siendo la prediccion para 2015 de 227.076 casos, con
un crecimiento de nuevos casos que se produce en mayor medida por el crecimiento de la
poblacién y su envejecimiento, asi como el aumento de factores de riesgo asociados
(tabaquismo o sedentarismo)(2).

Por otro lado, en la actualidad, existe un enorme deterioro del medio ambiente que ha
generado la necesidad de buscar alternativas que conduzcan a la sostenibilidad ambiental. La
Industria Farmacéutica se enfrenta en la actualidad, forzada por la normativa de la UE, a
reducir la produccion de residuos (200 Kg) por kilogramo de producto(3). Ello implica el
desarrollo de procesos de sintesis méas eficaces y selectivos, utilizando mejores recursos que
impliquen la disminucion del impacto ambiental de los procesos asociados.

Una de estas herramientas es la "quimica verde", concepto que contempla el disefio de
productos y procesos que reducen la generacion de sustancias peligrosas y maximicen la
eficiencia en la utilizacion de recursos materiales y energéticos(4). EI empleo de tecnologias
menos contaminantes, permitird a las empresas farmacéuticas mitigar los efectos ambientales
asociados a su actividad, reduciendo el consumo de materiales e incrementando la
participacion de recursos renovables.

Este trabajo se centra en procesos de Biocatéalisis y Biotransformaciones, implicados en
la transformacion de sustancias utilizando enzimas con sustratos no naturales, enfocado en su
aplicacion en Sintesis Organica, adquiriendo un papel importante en el disefio de las nuevas

sintesis de farmacos antitumorales.
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INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

Las industrias farmacéuticas y quimica fina han ido evolucionando a lo largo del
tiempo. Las primeras drogas sintéticas eran moléculas relativamente simples pero en las
décadas siguientes se hicieron cada vez mas complejas, ejemplificado por la introduccion de
los antibidticos semisintéticos beta- lactdmicos, las hormonas esteroides en la década de 1940
y el farmaco anti-cancer, taxol, en el 1990. El éxito de la industria farmacéutica moderna se
debe en gran parte a los logros notables de la sintesis organica en el Gltimo siglo. Pero,
muchas de estas reacciones consagradas por el tiempo y ampliamente aplicables se
desarrollaron en un momento en el que las propiedades téxicas de muchos reactivos y
disolventes no eran conocidos Yy tanto la sostenibilidad como la minimizacién de residuos no

resultaban problemas significativos.

Por ejemplo, a mediados de la década de 1980, se report6 la sintesis del intermedio,
floroglucinol (1, 3, 5-triol benceno), que se produce principalmente a partir de 2, 4, 6-
trinitrotolueno (TNT) Fig. 1. Ademas del producto deseado, el proceso genera 40 kg de
residuos solidos, que contiene Crz (SOas)s, NH4CIl, FeCl> y KHSOs4, por cada kg de
floroglucinol formados. El floroglucinol asciende a solo el 5% de la masa total de los

productos formados en la ecuacién estequiométrica.(5)

COOH
0N NO,  KeCrO7 O,N NO,
—_—

H,S0, / SO;

NO; NO,
TNT

HO OH
HoN NH
Fe / HCI 2 # _ ag Hal
- —_— -
-CO, heat
NH, OH

phloroglucinol

E = 40 (40 kgs of solid waste per kg of product)

Figura 1. Sintesis del intermedio floroglucinol.

La magnitud de la generacion de residuos en este proceso fue una revelacion y supuso
un posterior analisis de los residuos formados en los procesos para la fabricacion de productos
farmacéuticos. Este hecho sent6 la base para el desarrollo del concepto de factor de E para
evaluar el impacto ambiental de los procesos de fabricacion de productos quimicos. Se hizo

evidente que era necesario un cambio de paradigma en la sintesis organica industrial a partir
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de los conceptos tradicionales de reaccion, eficiencia y selectividad enfocadas en gran medida
al rendimiento quimico, a una que asigna valor a la utilizacion de materias primas,

eliminacion de residuos y eludir el uso de toxicos y / o sustancias peligrosas.

El término "quimica verde" fue acufiado en la década de 1990 por Anastas y Cols. US
Environmental Protection Agency (EPA). Como consecuencia de la promulgacion (Estados
Unidos) del Acta de prevencién de contaminacion -primera ley ambiental del pais centrada en
la prevencion de contaminantes y no en la eliminacion de éstos- la American Chemical
Society desarrollé el concepto de quimica-verde o quimica-sostenible para referirse al
disefio, desarrollo e implementacion de productos y procesos que reducen o eliminan el uso y

generacion de sustancias peligrosas para la salud humana o medio ambiente.

Este concepto se materializa en los 12 principios de la quimica verde:

La prevencion de residuos en lugar de eliminarlos una vez formados.

Eficiencia atomica.

Disefio de sustancias degradables en productos inocuos, no persistentes en el medio.
Evitar sustancias auxiliares, o lo mas inocuas posibles en caso de ser necesarias.
Energia eficiente por disefio (sintesis a temperatura y presion ambientales).
Materias primas renovables, siempre que sea técnica y economicamente viable.
Sintesis mas cortas (evitar la formacién de derivados).

Uso de reactivos cataliticos en lugar de estequiométricos.

Uso de productos eficaces y al mismo tiempo menos toxicos.

Dentro de los procesos que suceden a la quimica verde se encuentran los procesos
biotecnoldgicos que se emplean como alternativa a procesos quimicos convencionales lo que

conlleva ventajas econémicas y medioambientales.

La OCDE, define la Biotecnologia como: “La aplicacion de la ciencia y la tecnologia
a organismos vivos, asi como también a partes, productos y modelos de los mismos, para

alterar materiales vivos 0 no vivos para la produccion de conocimientos, bienes y servicios”

Como consecuencia, la Biotecnologia va a tener un impacto global a tres niveles:

-4 -
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1.-Naturaleza, ya que al tratarse de una tecnologia, puede aplicarse a una gran Cantidad de
areas o sectores como son la medicina, industria farmacéutica, agricultura, alimentacion,
medio ambiente, produccion industrial o energia.

2.-Alcance, pues la poblacion demanda a lo largo de su vida atencion sanitaria de calidad,
alimentos saludables y una adecuada gestion y conservacion de los recursos naturales, asi
como del medio ambiente.

3.- Economia, ya que puede considerarse uno de los principales motores del Crecimiento
econdmico mundial tanto en economias desarrolladas como en economias emergentes. La
Biotecnologia se clasifica siguiendo una escala de colores que es meramente orientativa en:

roja, verde, blanca, gris y azul.

La Biotecnologia Blanca, es un campo en auge de la Biotecnologia moderna al
servicio de la industria en general y de la Industria Farmacéutica en particular,
relacionada con la utilizacion de sistemas bioldgicos como células enteras (hongos,
levaduras, bacterias, asi como enzimas) y puede utilizarse para producir productos de
interés en la Industria Farmacéutica. Entre estos, podemos citar los biocatalizadores,
que son eficaces y selectivos para producir antibidticos modificados, farmacos

homoquirales, etc.

La transformacion de una sustancia en otra, se lleva a cabo en la naturaleza
mediante la utilizacion de enzimas para aumentar la velocidad del proceso. La
utilizacion de enzimas con sustratos no naturales, es lo que denominamos Biocatalisis
Fig 2. También, hay que indicar que las enzimas producen de un modo especifico y
selectivo unicamente uno de los isomeros posibles, que se obtendra de forma

enantiopura.

Reagents and solvents

K j Hazardous waste

CHEMICAL PROCESS

Substrates Product

ng of catalyst:

Reagents and catalysts Water and

' non-hazardous waste

Product

BIOCATALYTIC PROCESS

Substrates

Figura 2. Proceso de biocatalisis.
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La separacion de estos enantiomeros, es de crucial importancia cuando se
pretende utilizar estos compuestos como posibles farmacos, ya que las propiedades
pueden ser muy diferentes, pudiéndose dar el caso que uno de los enantibmeros
produzca un efecto beneficioso, mientras que el otro sea altamente perjudicial para el
organismo. Para ilustrar esta idea, solo tenemos que retrotraernos al caso de la
talidomida Fig 3. La diferente actividad farmacoldgica de los dos isémeros opticos,
hicieron que la Agencia Europea del Medicamento, asi como la FDA americana, solo
acepte desde el afio 1992 el isomero que posee actividad farmacoldgica, imponiendo

severas restricciones en el caso de mezclas racémicas.

o o

R-Thalidomide S-Thalidomide
(sleep-inducing) (teratogenic)

",

Figura 3. Enantiémeros de la talidomida.

Cabe indicar en este sentido, que de los diez medicamentos mas
vendidos en Esparfia, siete son compuestos Opticamente activos. En la obtencién de

estos farmacos se ha usado una biotransformacion en algin paso(6).

La utilizacion de enzimas in vitro, ofrece una alternativa al proceso quimico en
unas condiciones mas sostenibles y menos contaminantes. Las enzimas, consumen
menos agua, menos productos de partida y menos energia que 1os mismos procesos
catalizados por catalizadores convencionales. El impacto medioambiental es menor,

obteniéndose productos mas puros y a menor coste.
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La naturaleza altamente especifica de las enzimas, significa que los procesos
bioldgicos no sélo requieren menores aportaciones de productos quimicos, sino que
también producen flujos de residuos menores y mas manejables. Para ilustrar lo
anteriormente dicho, podemos poner como ejemplo la obtencién del &acido 6-
aminopenicilanico, conocido como 6-APA y utilizado como intermedio en
lasintesis de una gran variedad de antibidticos. La sintesis de 1Kg de 6-
-APA, mediante un proceso quimico convencional, conlleva la utilizacion de 20,4 Kg
de reactivos, mientras que ese  mismo Kg de 6---APA puede obtenerse mediante

procedimientos biotecnologicos, a partir de 0,09 Kg de amoniaco y 2 litros de agua.

Este auge de la Biotecnologia, ha venido acompafiado por el hecho de que las
compafiias farmacéuticas encuentran cada vez mas dificil desarrollar y sacar al
mercado nuevos productos. EI nimero de farmacos aprobados cada afio ha disminuido

desde 1996, mientras que los gastos de I+D han aumentado enormemente.

OBJETIVOS

El objetivo de este trabajo es conocer en profundidad las reacciones biocataliticas
utilizadas en la obtencién de intermedios antitumorales, reflejar las ventajas y desventajas de
los procesos enzimaticos llevados a cabo, asi como ofrecer una perspectiva general sobre la
aplicacion de la quimica verde en la industria farmaceutica, y en concreto en la sintesis de

farmacos antitumorales.

La mayoria de los pacientes tratados con terapia anticancer reciben tratamiento pre- y
post-operatorio. Podemos hacer una clasificacion de los compuestos antitumorales en funcion
a su estructura quimica en dos grupos: aquellos que provienen de modificar los compuestos
naturales, como el Paclitaxel, y las “moléculas pequenas”. En el periodo entre 1981 y 2010 se
han aprobado 128 nuevos farmacos en el tratamiento contra el cancer y el 77% de ellos
pertenecen a este Ultimo grupo(7). En cualquier caso, la biocatalisis puede ayudar en la
preparacion de antitumorales, tanto si se trata de modificar compuestos naturales o la sintesis

total de moléculas pequefias.

La industria farmacéutica se centra en los tltimos tiempos en estas moléculas, porque
su sintesis es mas sencilla que la sintesis de productos naturales. En este caso, la biocatalisis

es util, sobre todo para llegar a la quiralidad necesaria para conseguir compuestos activos

-7-
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farmacologicamente, 0 compuestos que no sean dafiinos para el organismo, como sucedio con

el caso de la talidomida.

Una de las moléculas que se encuentra en Fase II-1l1 de ensayos clinicos es el
Lonafarnib (SCH 63336/Sarasar), un inhibidor de la enzima farnesil transferasa (FTasa). La
utilizacion de la biocatalisis aplicada para obtener productos intermedios de este farmaco sera
el tema de estudio en este trabajo, tanto su mecanismo de accion a nivel molecular como su
sintesis y el estudio del enzima,siendo esta en concreto la lipasa de Toyobo LIP-300
(lipoprotein lipasa de Ps.aeruginosa).

METODOLOGIA

La informacion recopilada para la realizacion de este trabajo ha sido obtenida
mediante una exhaustiva busqueda bibliografica. El soporte de la busqueda se ha hecho
mediante distintas bases de datos como son Web of Science, PubMed y ACS Journals
(American chemical society) para la lectura de articulos cientificos. La obtencion de patentes,
se ha realizado mediante Google Patents Searchs.

Se ha utilizado la herramienta de investigacion SciFinder que permite explorar
diferentes bases de datos CAS (Chemical Abstracts) que contienen literatura de varias
disciplinas, recopilando informacion relacionada con Quimica Farmacéutica, Biotecnologia y

biocatalisis aplicada.

Para la gestion de la bibliografia utilizada se ha usado el programa EndNote.

RESULTADOS Y DISCUSION

Un biocatalizador es una enzima (o grupo de ellas) que puede usarse en forma pura,
parcialmente purificada o dentro de un sistema enzimatico en una célula entera(8). Las
enzimas son catalizadores que evolucionaron en la naturaleza con el fin de acelerar la gran
cantidad de reacciones necesarias para mantener la vida Fig 4. Como todo catalizador, alteran
la velocidad para llegar al equilibrio, pero no cambian la posicion del mismo. La aceleracion
de la reaccion se logra bajando la energia de activacion del proceso global. El sustrato, en
presencia de la enzima forma un complejo sustrato-enzima que luego evoluciona a producto y

enzima con una energia de activacion (AG*cat) menor que la de la reaccion no catalizada

-8-
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(AG*no-cat). La magnitud del efecto catalitico estd directamente relacionada a la diferencia

de estas energias de activacion.

Complejo activado

sin biocatalizador
Energia Complejo activado
a con biocatalizador
Sustrato
Producto
v

Tiempo

Figura 4. Diferentes Energias de activacidn con o sin el empleo de biocatalizador.

Ventajas v desventajas de los biocatalizadores

Las enzimas, como resultado de una larga evolucién, muestran una gran eficiencia y

selectividad. Las ventajas de su uso como catalizadores pueden resumirse de la manera

siguiente:

v

Son muy eficientes. Comparada con la reaccion no catalizada, la aceleracién producida es
del orden de 108 a 1010, mucho mayor que cualquier catalizador quimico. Una de las
enzimas mas réapidas es la ureasa, que descompone la urea a CO2 y amoniaco con un factor

de aceleracion de 1014.

Actlian en condiciones suaves de pH y temperatura, con un rango de pHentre 5y 8y a
temperaturas entre 20 y 40°C, con lo que se consigue minimizar las posibles reacciones

secundarias.
Son aceptables desde el punto de vista ambiental, al ser completamente degradables.

Son utiles para catalizar un amplio espectro de reacciones: hay enzimas para casi
cualquier tipo de reaccion organica. Solamente para algunas ciclo adiciones no se han
encontrado enzimas que las catalicen. Muchas enzimas muestran una amplia tolerancia de

sustrato, aceptando compuestos de varios tipos.



v/ Son altamente selectivas en mezclas complejas, sin producir reacciones secundarias. Por
ejemplo, con lipasas se puede realizar la hidrolisis de ésteres sin tocar a los acetales, que

son mas sensibles quimicamente.

v" Muestran una alta quimio-, regio- y enantioselectividad Fig 5. Esta es una de las
caracteristicas mas deseables de la enzimas, ya que, al ser catalizadores quirales, pueden

reconocer cualquier tipo de quiralidad presente en el sustrato una vez que se formd el

complejo sustrato-enzima.

WHEN WE USE BIOCATALYSTS WE USE THEIR

$

PRECISION

. ( STEREOSELECTIVITY

@EMOSELECTIVIT)_// )

{srosew.mv?\

Figura 5. Precision de los procesos de biocatalisis.

Pero también presentan algunas desventajas:

% Tienen una limitada estabilidad operacional, pueden sufrir fenémenos de inhibicion y

solamente estan disponibles en una forma enantiomérica.

% Otro factor a considerar es que desarrollan su maxima actividad en agua, aun cuando

también actla en otros disolventes.

x Por otra parte, debido a su alta selectividad, se requieren muchos catalizadores para
cubrir la gran diversidad de reacciones organicas. Este es el problema de la disponibilidad

de catalizador, y es una de las desventajas mas importantes de los biocatalizadores.

Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia no se hace responsable de la informacion contenida en el mis

Inhibidores de la farnesil transferasa

Las proteinas Ras pertenecen a la familia de las GTPasas, y participan en un gran

namero de vias de sefializacion celular. Fueron de las primeras proteinas identificadas como

-10 -
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reguladoras del crecimiento celular. En células sanas la actividad de estas proteinas esta
regulada por la proporcion GTP/GDP.

Alrededor de un 25% de los tumores de pancreas, colon, tiroides y pulmon presentan
una mutacion del gen Ras que da lugar a proteinas que estdn permanentemente en estado
activo (H-ras, K-ras, N-ras), provocando un aumento en la capacidad de invasién 'y
metastasis y una disminucion de la apoptosis. Por esta razdn, es interesante para el desarrollo

de nuevos farmacos antitumorales que inhiban la via de sefializacion Ras.

Para que la proteina Ras actué, debe de estar unida a la membrana celular Fig 6. Esto

requiere la actuacion de:

1. La farnesiltransferasa, que cataliza la reaccion que introduce un resto de
farnesilo sobre el grupo mercapto de un resto de Cys de la proteina. Reconoce el
fragmento CAAX donde C es una cisteina, A es un aminoacido alifatico (Leu,
lle, Val) y X es Met Ser Leu o GIn.

2. Peptidasas, para liberar los tres aminoéacidos del extremo C-terminal
3. Metiltransferasa, para la esterificacion del “nuevo” extremo C-terminal.

4. Palmitoil-Coa transferasa, que cataliza la reaccién que introduce restos de

palmitoilo sobre el grupo mercapto de dos restos de Cys Fig 7.

P F,
Palmitoil-

transferasa

—————————

, Activacion

de Ras

F F

Metiltransferasa T

Farnesil-

Ras -
C-COzH C-A-A-X (ransferasa
——————————————

CGDPJ E

Figura 6. Activacién de proteinas Ras.
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Extremo C-terminal de Ras
o Rn2

T
: N OH :
Ras i~~~ "N J\[r i J\", 5 Farnesil
H /E H Rn-1 transierasa
H HS_
an-"
pPPO” NF = = o
Pirofosfato de farnesilo Hidrolisis en =
(peptidasas)
H 2 o) R
N \)L Metil H \
-~ +
I OCH, transferasa o _N \)LOH/\H:C ’\i L
-~ Cys i
? s~ Cys S-Adenosil-
F metionina

|
F

Figura 7. Farnesilacién, hidrolisis del extremo C-terminal y esterificacion de la cisteina.

La farnesilacion es un paso limitante para la activacion de la proteina Ras y, por tanto,
una interesante diana para el desarrollo de farmacos antitumorales, en este caso el Lonafarnib
Fig 8.

H o H I H a3
N N \)j\ \)"\
Ras — Y Met-Ser—" Y Lys—" N Y OMe
Hs -~ Cys HSs -~ Cys s - Cys
1
"""""" - F
<P %
- F Palmitoil-CoA

51-,315"31"_,- coal| transferasa

o
\)’I\NI \_)'l\ “J\ .................
Ras et- Ser/ < Lys—" . OmMe {F = Farnesilo}

E P Palmitoilo:

1 1 1
Ras —Cys —Met-Ser —Cys —Lys —Cys—0OCH,

Ras unido a la membrana

Figura 8. Palmitoilacion y union a la membrana.

Inicialmente, estos compuestos se desarrollaron como drogas especificas anti-Ras; sin
embargo, investigaciones posteriores demostraron que los FTIs actdan por mecanismos mas
complejos que se extienden mas alla de las proteinas Ras e involucran a otras dianas
moleculares, como: las proteinas de la familia Rho, proteinas de unién a centrometro v,

probablemente, otras proteinas farnesiladas.

-12 -
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Los FTls tienen la capacidad de bloquear la farnesilacion de las proteinas H-Ras, pero
no de K-Ras y N-Ras, que son las formas més frecuentemente mutadas en el cancer humano.
Estas Gltimas pueden escapar a la inhibicion de los FTIs al experimentar una farnesilacion
alternativa mediante la enzima GGTasa I, lo que mantiene su capacidad transformante. Este
hecho ha determinado el disefio y evaluacion de farmacos inhibidores de la GGTasa |
(GGTIs), como alternativa a la farnesilacion de K-Ras y N-Ras. Al mismo tiempo, estos
inhibidores pueden ser utiles contra blancos moleculares de la familia Rho de proteinas (Rac,
Rho y Cdc42), que estd implicada en la transformacion maligna inducida por Ras, la invasion

tumoral y la metéastasis(9).

Lonafarnib (SCH 63366/Sarasar) es un derivado sintético triciclico de carboxamida,
inhibidor selectivo de la farnesiltransferasa Fig 9. Es un compuesto peptidomimetico de
estructura no peptidica, sin grupo sulfhidrilo, activo por via oral dirigido al fragmento CAAX
de la proteina Ras. A pesar de un que los ensayos clinicos (faselll) indican una actividad
limitada frente a tumores solidos, se ha mostrado recientemente gran intereses en la
combinacidn con otras terapias, en cancer de pulmén y neoplasias hematoldgicas (imatinib 6

bortezomib).

-Figura 9. Estructura tridimensional Farnesil Transferasa- Lonafarnib.

La farnesiltransferasa, es una metaloproteina (heterodimerica) que contiene Zn?* en su
centro activo y estd formada por dos subunidades (a, ) que se unen a la caja CAAX de la
proteina Fig 10. Lonafarnib establece su uniéon sobre las dos subunidades de la

metaloproteina, sin un ligando para la union con el cofactor Zn?*(10).

-13-
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His201

Tyr166 o

Trp3038 ‘
g Br\_\/\:\( Y\ —Cl

Tyr361p3

TYD‘OGH

- Figura 10. Interaccién Lonafarnib, FPP y Farnesil transferasa.

La sintesis quimica para la obtencion del compuesto fue la siguiente:

La introduccion de un 4tomo de bromo en posicion 10 de la benzocicloheptapiridina (1)

se logré mediante la siguiente secuencia:

La nitracion del compuesto (1) usando NaNO3-H2SO4 proporciond una mezcla de
compuestos nitro (I1) y (I11), de la que el principal 9-nitro isémero (I1l) se separd por
cromatografia en gel de silice. La reduccion del grupo nitro de (111) con limaduras de hierro y
CaCl, en etanol y agua a reflujo, que dio el derivado amina (IV), que fue bromado en la
posicion 10 con Br2 en AcOH. A continuacion la anilina bromada (V) fue desaminada por
diazotacion, seguido de reduccion de la sal de diazonio resultante con &cido hipofosforoso
(H3PO,) para dar compuesto tri-halogenado (V). La hidrdlisis del grupo carbamato de (V1) se
produjo en ebullicion con HCL concentrado proporcionando piperidina (VII). La posterior
reduccion de la C-12 de doble enlace de (V1) se llevo acabo utilizando DIBAL-H en tolueno a

reflujo para dar la piperidina racémica correspondiente Fig 11.

La separacion de enantiomeros se consiguié mediante HPLC en una columna Chiralpak
AD o por resolucién quimica usando N-acetil-Fenilalanina como agente de resolucion. El
apropiado R -(+) enantiomero (VII) se acoplé con &acido N-Boc-piperidilacético (IX) en

presencia de EDC y ETOH para proporcionar la amida protegida (X). La hidrélisis del grupo

-14 -



S
S
“
2
~
Y]
=
Y]
S
~
S
=
)
-
=
=~
S
Q

Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia no se hace responsable de la in

protector Boc se llevo a cabo con &cido trifluoroacético, y la piperidina resultante (XI) se trata

finalmente con isocianato de trimetilsililo para dar la carboxamida deseada(11).

HS0, Maho,

1) RaklOg, HCIL HzO
R —

21HF O, HO

1)

Br - l

(TN

11 silica gel chromatography

21Fe, Cacla, BHOH, Ha, A

Bz, AcOH
-—

Cl
17 DIBAL-H pos EDC, HOB
—_— - —_—
27 chiral separation oH
M s}
H 0
I W (%)
I (10 " (¥
]
Boc
F4CoooH, CHLCL,
Br & i 7 a1
“—-N =
Me Si-p=C=0, CH,CI, Br
NJ = H
O o}

Figura 11. Sintesis quimica Lonafarnib.

X1
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Como una alternativa potencial a la presente resolucion, también se estudiaron las

resoluciones enzimaticas de diferentes productos intermedios.

En primer lugar se propusieron a través de la desacilacion de carbamato de rac-(V1) por
hidrélisis enzimética microbiana, pero se obtuvieron resultados muy pobres. Sin embargo, la
resolucion cinética del compuesto intermedio racémico rac-(VIIl) a través de acilacion
enzimaética dio excelente conversion y exceso enantiomeérico. Aunque este proceso enzimatico
no se lleva a cabo en agua, es importante mencionar la selectividad mostrada por el

biocatalizador.

El sustrato racémico no contiene un centro quiral, pero existe como un par de
enantidémeros debido al atropisomerismo alrededor del doble enlace exociclico. Este tipo de
isomeria se da por la existencia de una barrera energética que impide la rotacion de la

molécula, dando lugar planos disimétricos perpendiculares(12) Fig 12.

==

Figura 12. Atropoisomerismo que da lugar a planos disimetricos perpendiculares

Asi, después de un examen exhaustivo de las condiciones de reaccion (223 enzimas
disponibles comercialmente probados, 12 disolventes orgénicos y una amplia variedad de
ésteres y carbonatos como agentes acilantes probados) y optimizando las condiciones de
reaccion en términos de agente acilante, disolvente y contenido en humedad, los mejores
resultados se obtuvieron con Toyobo LIP-300 (una lipasa de Pseudomonas aeruginosa),
empleando terc-butil éter de metilo (TBME) como disolvente y 2,2,2-trifluoroetil isobutirato
como donador de acilo(7). Después de 24 horas se produjo el 42% de conversion y se
alcanzaron excelentes valores de ee (97% para (+)-XIV, 96% para (-)-XII) con un
E>200.(13)
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Figura 13. Sintesis enzimatica del intermedio (XIV).

Las lipasas son enzimas pertenecientes al grupo de hidrolasas, que debido a su
estabilidad en medios organicos, su elevada regio-, quimio- y enantioselectividad y el
amplio espectro de sustratos son de eleccion en muchos procesos de resolucién
racémica como en el compuesto (VII)(14). En este caso se produce una aminolisis del ester
utilizado como donador de acilo. EI mecanismo de accion general de las lipasas en este tipo

de reaccion es el siguiente(15) Fig 14:
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Debido a la alta carga ezimética (relacion 2: 1 w / w de enzima / sustrato) necesaria para
lograr la conversion de 50% con una excelente selectividad, se eligieron agentes de acilacion
voluminosos, debido a que la enantiodiscrimination mostrada por la lipasa fue
considerablemente menor en los tiempos de reaccion mas cortos (entradas 2 y 3) . Esto
explica la importancia en la eleccion de ésteres activados como donadores de acilo, para que
la reaccion llevada a cabo por la lipasa se desplace mayoritareamente hacia la sintesis de la

amida, y no aparezcan productos intermedios no deseados debido a reacciones secundarias.

Por ultimo, se consiguid el reciclado y la reutilizacion del catalizador hasta 15
ciclos, con el fin de superar la limitacion del uso de una gran cantidad de biocatalizador en la

reaccion enzimatica.(16)

entry R t (h) eep (%) ees (%) ¢ (%) E
1 Pr 26 97 96 50 >200
2 Me 2.75 89 81 48 44
3 "Pr 5 96 71 43 95

Ademas, el producto isobutiramida (+)-(XIV) permite su fécil separacion del material
de partida sin reaccionar por una simple extraccion con acido Yy el no deseado (-)-(XIII)
podria ser recuperado, racemizado térmicamente por calentamiento a reflujo en di
(etilenglicol) dibutil éter y sometida de nuevo a acilacion enzimatica. Un rendimiento global
del 65% se obtuvo con 98% ee después de tres procesos de resolucién enzimatica, que se

completo en una escala de 50 kg.

En un procedimiento similar, la resolucion cinética de (VIII) también se explord,
describiendo una acilacién muy selectiva catalizada lipasa Toyobo LIP - 300. Sin embargo,
como el enantimero no deseado no se pudo recuperar y racemizar, este proceso no fue

integrado en la sintesis final de Lonafarnib.
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CONCLUSIONES

La biocatalisis se presenta como una alternativa en auge para la obtencién de
intermedios y/o sustancias antitumorales frente a los procesos de sintesis quimica,
debido a la gran especificidad de los biocatalizadores no es necesario la utilizacion de
grupos protectores, permitiendo reducir la produccion de residuos generados asi como
el nimero de reacciones necesarias. Esto supone un aumento en el rendimiento del
proceso y como consecuencia una disminucion en los costes asociados a la eliminacion

de disolventes y utilizacion de una gran cantidad de reactivos.

Las lipasas son enzimas pertenecientes al grupo de hidrolasas, que debido a su
estabilidad en medios organicos, su elevada regio-, quimio- y enantioselectividad y
el amplio espectro de sustratos que pueden transformar son en muchas ocasiones
el biocatalizador de eleccion en la preparacion de intermedios quirales, para la

obtencion de moléculas farmacolégicamente activas.

La obtencion de intermedios Opticamente activos del farmaco Lonafarnib por procesos
biocataliticos demuestra la gran precision del biocatalizador, ya que presenta una
quiralidad especial, debido al atropoisomerismo del doble enlace exociclico. Sin la
utilizacion de cofactores para la resolucion racémica del compuesto, se obtienen unos

valores de ee excelentes.
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