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RESUMEN

La estrategias utilizadas para sintetizar compuestos que sean farmacoldgicamente activos
han ido cambiando con el paso de los afios, buscando unas maneras mas sostenibles de

conseguir estos productos y con unos mayores rendimientos en las reacciones llevadas a cabo.

Por ello, la Biotecnologia supuso un cambio y una revolucion en la industria
farmacéutica. Podemos definir la biotecnologia como la aplicacién de principios cientificos y
técnicos al procesamiento de materiales por agentes bioldgicos con el fin de suministrar bienes

Yy Servicios.

Este trabajo se encuentra enfocado hacia la biocatalisis aplicada, es decir, la
transformacion de una sustancia en otra utilizando enzimas con sustratos no naturales, aplicada
a la sintesis de compuestos con actividad farmacoldgica, en este caso, con actividad

antitumoral.

El cancer, junto a las enfermedades cardiovasculares, es la principal causa de muerte en
lose paises desarrollados. Esta situacion es consecuencia de un aumento progresivo de la
esperanza de vida, la disminucion de la incidencia de las enfermedades infecciosas y las mejoras
en el tratamiento de ellas, y por los estilos de vida poco saludables. Algunos de ellos son, por
ejemplo, el tabaquismo y el alcoholismo, los cuales representan factores de riesgo para el

desarrollo de distintos tipos de cancer.(1)

Por ello, se ha investigado en el descubrimiento de nuevas dianas terapéuticas en su
tratamiento, y se han buscado formas de poder sintetizar moléculas contra ellas de una manera
mas sostenible. En esto, la biotecnologia supone una gran herramienta para los quimicos y la
industria farmacéutica, ya que produce menos residuos, reduce la energia de reaccion y se

utilizan menos disolventes organicos.

Por otro lado, un problema de gran importancia en la actualidad es el cambio climatico y
la destruccion de los ecosistemas que esto conlleva. La industria farmacéutica genera una gran
cantidad de residuos en los procesos de elaboracion de principios activos. En ello, el desarrollo
de la biotecnologia supone un gran avance por la menos generacién de residuos, siendo posible
asi cumplir los requisitos de lo que se ha denominado como Quimica verde o Quimica

Sostenible, y los doce postulados sobre los que se sostiene este termino. (2)



INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

Como ya se ha mencionado , la biotecnologia ha sufrido un gran desarrollo en los Gltimos afios.

Este area se puede clasificar en distintas areas, que son:

1

Biotecnologia roja: se refiere a la aplicacion de la biotecnologia en areas de salud
humana y animal. En ella se incluyen tecnologias como el diagnéstico molecular o la
terapia génica en el tratamiento de algunas enfermedades.

Biotecnologia verde: aplicada a la agricultura y agroalimentacion. Se incluye en este
campo por ejemplo la investigacion y obtencion de plantas transgénicas.

Biotecnologia gris: se centra en las aplicaciones ambientales de las
biotransformaciones, como puede ser por ejemplo la bioremediacion.

Biotecnologia azul: se refiere a las aplicaciones de la biotecnologia de origen marino.
Se incluye la busqueda de sustancias de interés médico que sean obtenidas a a partir de
organismos marinos.

Biotecnologia blanca: relacionada con la utilizacion de sistemas bioldgicos para la
transformacion, fabricacion o degradacion de moléculas, empleandose como alternativa

a los procesos quimicos convencionales.

Es en el &mbito de la biotecnologia blanca es en el que se mueve el campo de la biocatalisis

aplicada a la sintesis de farmacos, en el ambito de este trabajo, con propiedades antitumorales.

).

La biocatalisis aplicada es la utilizacion de enzimas o células enteras para conseguir la

transformacion de sustratos en productos que tengan interés médico. Por ello, se debe

mencionar el concepto de promiscuidad catalitica, de la cual hay varios tipos:

Promiscuidad de condiciones de reaccion: se refiere a la posibilidad de que el enzima
sea capaz de trabajar a distintas condiciones de reacciones, ya sea el solvente en el que
trabaja, el pH...

Promiscuidad de sustrato, referido a que un mismo enzima puede transformar distintos
tipos de sustrato y actuar sobre ellos.

Promiscuidad de catalisis, que se refiere a que un mismo enzima es capaz de llevar a
cabo distintos tipos de reaccidn en funcion de las condiciones en las que se lleve a cabo.

Por ejemplo, la penicilacilasa a pH alcalino es capaz de romper el enlace amida,



mientras que si lo ponemos a trabajar a pH &cido, lleva a cabo el paso contrario, es decir,

la formacidn de ese enlace amidico.
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Las enzimas utilizadas en biocatélisis pueden presentarse de varias maneras, ya sean como
enzimas aisladas y puras, o usar células enteras que posean el enzima en concreto. Este Gltimo
caso tiene la ventaja de que si el enzima en cuestion tiene la necesidad de la presencia de un
cofactor para poder llevar a cabo su accion catalitica, se encuentra presente en la célula, y no

es necesario adicionarlo, como sucederia en el caso de utilizar enzimas aisladas.

En la actualidad se encuentra en auge la blsqueda de nuevas enzimas naturales o la
modificacion de las ya existentes para llevar a cabo procesos necesarios para la sintesis, como
por ejemplo, modificiar la enantioselectividad del enzima, o para aumentar el rendimiento de

la reaccion buscada.

Asi mismo, para mejorar el rendimiento de la reaccion o poder facilitar el manejo de las enzimas

en el proceso de sintesis, las enzimas se pueden utilizar inmovilizadas de distintas maneras.
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Esta inmovilizacion puede ser fisica o quimica, siendo llevada a cabo por distintos

procedimientos, como se muestra en el anterior esquema. (4)

Generalmente la inmovilizacion del enzima supone una serie de ventajas, como son el aumento
de la estabilidad o el aumento de la productividad por la posibilidad de reutilizacion (ya que se
facilita la recuperacion del medio de reaccidn). Sin embargo, tiene una serie de inconvenientes,
como es la disminucién de la actividad enzimatica o el aumento del coste del proceso en
general. La inmovilizacién covalente es el método mas estudiado y utilizado, tratdndose de unir
el enzima a un soporte mediante uniones covalentes, lo que supone una fuerte unién enzima-
soporte. Estas uniones se llevan a cabo mediante la union a través de los residuos aminoacidicos
no esenciales, ya que si no se inutilizaria la actividad enzimatica. Esto requiere un gran

conocimiento de las estructuras primaria, secundaria y terciaria de la enzima.

OBJETIVOS

El objetivo de este trabajo es profundizar en el campo de la biocatalisis aplicada al campo de la

sintesis de farmacos, concretamente de antitumorales.

La mayoria de los pacientes tratados con terapia anticancer reciben tratamiento pre- y
postoperatorio. Podemos hacer una clasificacién 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 pequeias”. 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. En cualquier caso, la biocatélisis puede ayudar e la preparacion
de antitumorales, tanto si se trata de modificar compuestos naturales o la sintesis total de

moléculas pequefias.(5)

Como se acaba de comentar, la industria farmacéutica se centra en los Gltimos tiempos en estas
moléculas, porque su sintesis en mas sencilla que la sintesis de productos naturales. En este
caso, la biocatalisis es til, sobre todo para conseguir la quiralidad necesaria para conseguir
compuestos activos farmacoldgicamente, 0 compuestos que no sean dafiinos para el organismo,

como sucedid con el caso de la talidomida.

Una de las moléculas que se encuentra en Fase Il de ensayos clinicos es el pelitrexol (AG2037),
un inhibidor del enzima glicinamida ribonucleétido formil transferasa (GARFT). (6) Para
sintetizarlo se ha usado la biocatalisis aplicada, y este sera el tema de estudio de este trabajo,

tanto su mecanismo de accion a nivel molecular como su sintesis, y el estudio del enzima
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utilizado para ello, la lipasa de Candida antarctica B (CAL-B), una de las lipasas mas utilizadas

en las biotransformaciones.

METODOLOGIA

Este trabajo se basa en una busqueda bilbiogréfica tanto en diversas bases de datos para la
busqueda de articulos cientificos, como el uso de libros que traten el tema de la biotecnologia

aplicada a la industria farmacéutica y a la basqueda de informacidn en patentes sobre la sintesis.

Las bases de datos utilizadas son “PubMed” y “Web of Science”, asi como el buscador
“SciFinder” que combina varias bases de datos que tratan sobre la quimica verde o sostenible.
Se ha utilizado la base de datos “BRENDA” para el estudio del enzima CAL-B, asi como

diversos articulos cientificos que tratan sobre su estructura y su actividad catalitica.

Se ha utilizado tambien el programa EndNote para la gestion de la bibliografia utilizada.

RESULTADOS Y DISCUSION

Como ya se ha comentado, el uso de la biocatalisis ha supuesto una herramienta muy util para

la sintesis de farmacos. Entre las ventajas del uso de biocatalizadores cabe destacar:

e Son catalizadores de reaccidn eficientes, actuando a temperaturas moderadas y a presion
atmosférica.

e Presentan una elevada regio-, quimio- y enantioselectividad.

e Su actividad no queda restringida a un solo sustrato, si no que por norma general
admiten un amplio intervalo de los mismos (relacionado con la promiscuidad de
sustrato)

e Pueden catalizar diversas reacciones, salvando algunas dificultades y limitaciones que
presenta la sintesis quimica convencional.

e Principalmente las hidrolasas presentan actividad catalitica en medios organicos. Esto
posibilita la transformacion de compuestos organicos.

e Al tener la posibilidad de ser inmovilizados, pueden ser reutilizados.

e Son altamente compatibles con los doce postulados de la quimica verde.

e Son biodegradables.

e Las enzimas pueden ser sobreexpresadas, lo que permite hacer los procesos

biotecnoldgicos econdmicamente mas eficientes.(4)
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Uno de los aspectos mas atractivos del uso de biocatalizadores es la enantioselectividad que
presentan las enzimas. Esta se puede definir, de acuerdo con la IUPAC, como “la formacion
preferente de un esterecisdmero con respecto al otro”. Se usa mas comunmente en sintesis
cuando un sustrato proquiral se transforma en una mezcla de enantibmeros en la cuél uno de
ellos es mayoritario frente al otro. Esta enantioselectividad se puede medir con un pardmetro
denominado factor de enantioselectividad, E. Cuando este factor tiene un valor de 1-2, supone
que tiene una enantioselectividad muy baja, y el proceso no es especifico. El valor 6ptimo ronda

en torno a 20-30, lo que supone que el rendimiento de la reaccion es muy elevado.

Con respecto al rendimiento de la reaccion enantioselectiva se debe hablar también de la
resolucion dindmica. Esta se puede definir como la separacion total o parcial de dos
enantibmeros de una mezcla racémica. Esta resolucion de enantiomeros se puede realizar
utilizando enzimas, es decir, el subproducto que no nos interea podria separarse del producto

obtenido con la esterecisomeria correcta y volver a ser sometido al tratamiento por el enzima.(7)

Esta enantioselectividad enzimatica es muy importante, ya que quimicamente es algo en
muchas ocasiones dificil de conseguir, o consigue unos rendimientos menores a los que
obtenemos mediente el uso de enzimas. La estereoselectividad es muy importante para los
farmacos, ya que en el mejor de los casos llegamos a un enantiomero que no es activo

farmacoldgicamente, o en el peor de los casos, es dafifio.

One enantiomer docks The other enantiomer
in an enzyme receptor does not fit (as well)
“pocket.” into the receptor site.
. C - C Poor fit
—_— —_— /
P —
g




En la sintesis del Pelitrexol se ha utilizado el enzima CAL-B, una lipasa. El objeto de estudio

sera la comparacion entre la biosintesis y la sintesis organica, y el estudio del enzima.

Pelitrexol 35

Pelitrexol se trata de un inhibidor del enzima glicinamida ribonucledtido formil

transferasa(GARFT), enzima que participa en la sintesis de novo de purinas. (8)
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La tercera reaccion en la biosintesis de novo de purinas es la transformacion de la glicinamida
ribonucledtido (GAR) en el dervidado formilado (FGAR) utilizando el 10-
formiltetrahidrofolato como donador de formilo. Esta es la reaccién que GARFT va a catalizar.
En los mamiferos esta enzima es multifuncional y tambien cataliza el segundo y quinto paso de

los pasos de esta via metabolica.
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Los farmacos que van a inhibir a GARFT lo hacen de forma competitiva, es decir, son analogos
al THF, pero no permiten llevar a cabo la reaccion. Esto provoca una inhibicion de la sintesis
de purinas, y por lo tanto, una inhibicion de la replicacion celular, quedando el ciclo celular en
fase S. Es aqui donde reside su actividad farmacoldgica.

Lo importante para sintetizar un farmaco es el conocimiento del enzima a inhibir, la reaccion

que va a catalizar, y la relacion estructura- actividad del farmaco.

Lo primero que debe ocurrir para que el farmaco ejerza su actividad, es que acceda al interior
de la célula. Esto se realiza mediante un transportador, una proteina denominada “reduced folate
carrier” (RFC). En ese momento, el residuo terminal de glutamato es convertido por en el
enzima folicopoliglutamato sintetasa (FGPS) en poliglutamato, el cual es mas potente como
inhibidor enzimatico y retenido en el interior celular, lo que conlleva a una duracion de accion
méas prolongada. En el siguiente esquema se ve el proceso de transporte activo y
poliglutamacion del raltitrexed, un farmaco multidiana. En el caso del Pelitrexol el proceso de
entrada en la célula funciona del mismo modo, por eso el residuo de glutamato es indispensable

para su actividad.
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Los farmacos deben ser incapaces de participar en el proceso de transferencia de carbonos,
como sucede en el caso del lometrexol, la primera molécula descubierta que fue lo
suficientemente potente como para usarse en la clinica. A partir de esta, se fueron realizando
modificaciones para ir mejorando sus propiedades. Todas ellas son analogas al THF, pero
carecen de los nitrogenos en las posiciones 1 y 5, por lo que no consiguen realizar la
transferencia de carbonos. Ademas, posee el nucleo de 2-aminopirimidina-4-ona, idéntico al
encontrado en la molécula de THF. Sin embargo, en las posteriores investigaciones clinicas se
observo que producia una toxididad acumulativa, por lo que se empezaron a crear analogos.
Todos ellos poseen dicho nucleo. En concreto, pelitrexol posee un tiofeno, bioiséstero del
bencilo que posee el THF en su cadena lateral, lo que le concede nueve veces mas potencia
como inhibidor de GARFT, y posee la configuracion opuesta al resto, siendo el eutdmero el
isbmero S, en el C-6. Asimismo, este compuesto es mejor tolerado que el resto y posee un
interesante sinergismo con 5-fluorouracilo (5-FU). Se encuentra en fase 11 de estudios clinicos
en pacientes con adenocarcinoma y cancer de colon o recto cuando la combinacion de

fluorouracilo y leucovorina ha fracasado como tratamiento.
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Pelitrexol (AG-2037)

Una vez conocida la estructura del Pelitrexol y los grupos funcionales esenciales para su
actividad, en este trabajo se tratard sobre la sintesis del compuesto. Primero se realizé una
sintesis completamente quimica del farmaco. Sin embargo, se trata de una sintesis con muchos

pasos, Yy dificil de conseguir, con unos rendimientos de reaccién bastante bajos.

Esta sintesis completamente quimica requiere mas de 20 transfromaciones quimicas, con unos
rendimientos de aproximadamente el 2%. Se incluye el paso de la alquilacion quiral de Evans,
utilizando 4-bencil-2-oxazolidiona, seguida de 11 pasos para aumentar la longitud de la cadena
lateral hasta lo deseado y dptimo, una alquilacion quiral de nuevo para introducir un
aminometileno, una ciclacion intramolecular y finalmente, la contruccion de la
dihidropirimidina, utilizando posteriormente una gunanidina para proveer al final de la
molécula la unién de un éster de acido glutamico, sequido finalmente de una desproteccién
global de todos los nitrogenos que existen en la molécula. Esto es lo que aparece descrito en el
siguiente esquema de reacciéon. Como se puede comprobar, no es algo que cumpla los

requisitios de la Quimica Sostenible.(9)
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Posteriormente se realizo un redisefio de la sintesis, y mediante un analisis retrosintético se
Ileg6 a una nueva sintesis en la que, partiendo de dos sintones a los que se llegaba mediente una
sintesis quimica, se combinaba la reaccion de acoplamiento de Sonogashira, seguido de unos
pasos quimicos, y finalmente se llegaba a una mezcla racémica, separandose los diasterémeros

formados mediante cromatografia. Esto es lo que se muestra en el siguiente esquema sintético.
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Como se puede comprobar, se trata de una sintesis en la que se utilizan muchos tipos distintos
de disolventes para llevar a cabo las reacciones, ademas del uso de metales como catalizadores
en algunas reacciones. Todo ello son productos de desecho de las reacciones que no cumplen
con los doce postulados de la quimica sostenible, como sucedia con la sintesis original, aunque
en este caso el rendimiento de reaccion es mayor. Sin embargo, esta sintesis también sufre de
ciertos inconvenientes. Uno de ellos, es que al llegar al compuesto 3a/3b, se trata de la mezcla
de diasterbmeros que seran separados por la columna cromatogréfica. Se trata de los
diasteromeros (R,S) y el (S,S). El primero de ellos no puede ser reciclado, con lo que se debe
deshechar, lo que supone que como maximo se puede obtener un 50% de rendimiento en la
reaccion. El otro inconveniente tiene que ver con la separacion de los diasterdmeros. Ambos
tienen una baja solubilidad en los disolventes organicos de la columna, lo que nos lleva a tener
gue emplear muchos tipos distintos de ellos, lo que supone el uso de cientos de litros de estos
disolventes por kilogramo de material, lo que ademas nos lleva a un rendimiento de

aproximadamente un 25%.

Por todo ello, este protocolo de sintesis incumple los 12 postulados ya nombrados, lo que llevo

a idear la sintesis quimioenzimatica del pelitrexol.

SINTESIS DEL PELITREXOL USANDO LA BIOCATALISIS APLICADA.

Actualmente para sintetizar nuestro principio activo se usa lo que se conoce como biocatalisis
aplicada, es decir, el uso de enzimas para llevar a cabo las reacciones quimicas, con las ventajas

e incovenientes que eso conlleva como ya se ha mencionado en este trabajo.

Para realizarlo, se ha utilizado el enzima CAL-B, la cual se trata de la lipasa de Candida

antarctica.

Esta lipasa pertenece al grupo de las hidrolasas. Estas son enzimas que catalizan la ruptura de
enlaces, clasificandose en funcién del enlace que hidrolizan. Son un extenso grupo que
presentan tres caracteristicas que las hacen idoneas para el quimico organico: presentan una
amplia especifidad de sustratos, tienen una alta estereoselectividad y por ultimo, son capaces
de catalizar mas tipos de reacciones ademas de la hidrolisis, como condensaciones o alcoholisis.
Ademas, muchas de ellas estan disponibles comercialmente, como es el caso de CAL-B, toleran
la adicidn de disolventes miscibles con el agua, como son el DMSO o DMF(lo que en nuestro
caso las hace idoneas para la sintesis), ademas de ser activas en un gran numero de disolventes

organicos mas hidrofobicos. (4)
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En nuestro caso en particular nos centraremos en las lipasas. Estas catalizan de forma natural
la hidrolisis de ésteres formados a partir de glicerol y acidos grasos de cadena larga. Como ya
se ha comentado, aceptan un gran numero de sustratos, lo que las convierte en una herramienta
muy versatil para llevar a cabo dinstintos protocolos sintéticos. Normalmente se emplean para
procesos de resolucion cinética de alcoholes secundarios mediante la hidrolisis de sus
correspondientes ésteres. En el mecanismo catalitico de las lipasas estdn implicados los

aminoéacidos que conforman la triada catalitica, como se resume en el siguiente esquema.
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O-----H Ser 07----HN’£ Ser
L“% J i J
Hoen g,
i
R,~O-£R: e
O A
o) Intermedio tetraédrico T H H
Complejo enzima-sustrato 'f‘ .!‘ Residuos
“.__ estabilizadores
del oxianién
R4OH
Asp Asp
(o] His (o] His
~ [ Ser _
O-----H_ O----- H- Ser
Ny ) Ny P
Clsy o bey? o
: - : 1
e ./_%R R
HOr gl 2 g
Ry . - R;0H Complejo o
Intermedio tetraédrico I1 H H\ acil-enzima H H
\ N | | Residuos
N _/ N N estabilizadores
s ~— del oxianién
Asp
o His Asp
o Hi
o----- HRSY, Ser =
12 -
N O) O----- H-y Ser
\Ho/_\\ L/‘% J
R» SNrooooo ~0
R;07 \*
o R:C’\j}r R
RN 2
H H o
I |
N N
SN

Esquema 1.- Mecanismo de hidrélisis de las lipasas.

Con respecto a la estructura de esta lipasa, al igual que el resto de su grupo, posee el sitio
catalitico ya mencionado con la triada clésica, un bolsillo oxianidnico que estabiliza el
intermedio de transicion, y un bolsillo estereoespecifico en el que se acomodan el resto de
sustituyentes del sustrato y que va a ser el que determine el isbmero mayoritario formado, como

se explica mas adelante. (4)

Ademas, las lipasas poseen dos conformaciones, una abierta y una cerrada. El paso de una a
otra viene determinada por una alfa-helice, denominada “lid”, que oculta el sitio activo del
medio. Cuando lid es desplazado, se expone el sitio catalitico al medio y el sustrato puede

acceder a él, produciendose la catalisis.
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Este enzima, en su forma silvestre, normalmente proporciona el enantidmero R. Sin embargo,
en este caso el eutdbmero es el isémero S. A pesar de ello, se recurre al uso de CAL-B porque
existe una variante que se obtuvo por modelado molecular para la obtencion del isomero S. Este
modelado molecular consiste en la modificacion mediante técnicas de ingenieria genética de la
secuencia aminoacidica de la lipasa para conseguir modificarla. Se puede tener como objetivo
la modificacion de la estabilidad ante la temperatura o el pH, o en este caso, cambiar a
enantioselectividad enzimatica. Para ello lo primero que se debe conocer es la estructura
terciaria y el funcionamiento del enzima. CAL-B posee 317 residuos de aminoacido. Mediante
la combinacion de la cinética enziméatica y del modelado molecular, se descubrié que la
formacion de uno y otro isomero depende de de la unién que realice con el enzima y de la
orientacion que adopte en el sitio activo del enzima. Esto es lo que se resume en el siguiente
esquema, en el que se visualiza la union de algun sustrato, donde S es la cadena mas corta en
la molécula, M la mediana y L la mas larga, en la formacion del intermedio tetraédrico. En
funcion de la colocacion que pueda adoptar y de las uniones que realice, se formara uno u otro

isdbmero.

R-enantiomer Mode | S-enantiomer Mode |

Porteriormente , mediante técnicas de modelado molecular y utilizando un disefio racional, se
crea la lipasa S selectiva de CAL-B, cuya enantioselectividad aumenta al aumentar la
temperatura. Esto sucede al cambiar el trifano 104 por una alanina en el llamado “bolsillo

estereoespecifico” del enzima (esquematizado en el esquema anterior junto al sitio catalitico)

Este enzima se presenta en diferentes preparados comerciales que difieren en el soporte sobre

el que se incorpora la enzima.(10)

-15-



La actuacion de CAL-B en la sintesis de Pelitrexol se produce en el momento en que tenemos
la mezcla de diasteromeros y, a diferencia de lo que se realiza en la sintesis quimica, no se hace
una separacion cromatogréafica, si no que se hace una resolucion de los diasteromeros de forma
enzimatica. Tiene la ventaja de que el subproducto (R,S) que antes debiamos deshechar, en este
caso podemos transformarlo en el isbmero que nosotros queremos, con lo que aumenta el

rendimiento de la reaccidn y tenemos menos productos de deshecho.

H4C [ ) HsC
OEt lipase from o] % OH
( C. antarctica B . |
O HN (CAL-B) O HN | s 0

_—
HJC%AHAN y Hac:)HJ\NAN "

HaC .
% CH, o HC e, B o
0 0

OR" OR~
rﬂ{;_'l?c_f {S}—1 6c-f
(c: R=Me; d: R=Et, 38-42% yield

Como se puede apreciar en este caso, el centro estereogénico no se encuentra en una posicion
cercana al punto de actuacion del enzima, si no que se encuentra a 7 enlaces de distancia en el
que existe ademas un anillo aromatico en dichos enlaces. Esto es lo que se conoce como una

resolucion enzimatica con un estereocentro remoto.

Un estereocentro remoto se define como un grupo separado por una cadena de no menos de tres
atomos o un grupo aromatico del grupo que va a sufrir la transformacidn enzimatica. Esto es lo
que se produce en este caso, ya que la lipasa va a actuar sobre el éster terminal de la molécula

y el centro estereogénico se va a producir en el C-6 de la molécula.

Esta es una de las grandes ventajas que tiene la biocatalisis aplicada, la posibilidad de resolucién
de estereocentros remotos, cosa que con la sintesis quimica convencional es mas dificil de

lograr y conlleva muchos mas pasos. (11)

Como ya se ha dicho, partimos del rac3a/3b para la sintesis del pelitrexol y realizamos una

resolucion enzimatica, como se indica en el siguiente esquema sintético:
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OEt

Esta es la primera reaccion que se llevé a cabo. Se obtenia una actividad de mas del 85% tras
cinco horas de transformacion. Desafortunadamente, mostraba una enantioselectividad bastante
baja (con un coeficiente enantioselectivo E=1-2). Para mejorarlo, se produce la adicion de

cosolventes y se llega a un valor de E=10. (12)

Sin embargo, basandose en otros estudios en los que se utilizaba en elzima CAL-B(13) para la
ruptura de derivados de ester oxalamicos, se esterifica la molécula con acido oxalamico, para
utilizar el enzima e hidrolizar este éster para obtener mejores valores de E. Esto ademas tiene
la ventaja de que la presencia del éster oxalamico aumenta mucho la solubilidad en los

disolventes organicos utulizados(DMF). (12)

- " ot
O HN - s
o
N N N
H
o
o
o ¥ oEl o 1. MalH
- reczycing | & D00
] 4 : -8 il g
4 CALS g
N N N -
.,

ae Wl e 30 % OO0 (=] I oH

aer

Sin embargo, sorprendentemente la ruptura del éster oxalamico no se producia, si no que CAL-
B y otra serie de enzimas mas que se utilizaron, hidrolozaban el ester etilico terminal y no el
oxalamico recientemente creado, y ademas aumentaba el valor de E a valores de 20-59.
Asimismo el acido en configuracion S formado precipita espontaneamente en el medio, lo que
facilita su separacion del medio de reaccion que contiene el producto R no deseado, que

posteriormente sera racemizado para poder ser convertido en el isomero S.(12)
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Para mejorar mas aun el rendimiento de la reaccion se lleva a cado la manipulacion de las
condiciones de reaccion en funcion de las caracteristicas del enzima. Este es uno de los métodos

para mejorar el rendimiento enzimatico muy usado en el campo de la biotecnologia.

Experimentalmente se demostro que el pH Optimo para la reaccion esta entre 4-5. Valores de
pH menores de tres se disminuye radicalmente la actividad enzimatica y valores mayores de 5
hasta 8 promueve la ruptura del éster N-oxaldmico, por lo que nos encontrariamos con el

problema anterior, ya que el valor de E bajaria de nuevo a valores de 1-2. (12)

Como se observa en el esquema anterior, la reaccion se lleva a cabo en agua con un 30% de
DMF, el cual no es un disolvente “verde”, pero que incrementa la solubilidad de los sustratos
en en medio de reaccién, lo cual es crucial. Como ultima ventaja de este proceso es la
posibilidad de la racemizacidn del producto indeseado (el isomero R). Esto se produce mediante
un reflujo en metanol, seguido de una reoxidacion con DDQ, formando un doble enlace que

posteriormente sera reducido mediante una hidrogenacion con paladio. (12)

R-9, 65%ee —MEOH, reflux
10 h, 95%
OEt
e Pd/C HOAC .
e 16 h, 98%

Una vez hidrolizado el éster terminal, tenemos el producto inmediatamente anterior a nuestro
principio activo. Es necesario adicionar la cadena de glutamico en el extremo, grupo que €s
esencial para el funcionamiento del farmaco. Esto se consigue adicionando dimetilglutamina.
Una vez introducida la cadena, se realiza una N-desproteccion de todos los nitrogenos a la vez,
es decir, se realiza una triple desproteccion en “one-pot” utilizando como grupo desprotector

NaOH en metanol. Como resultado obtenemos el principio activo, Pelitrexol.(12)
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CONCLUSIONES

Actualmente aparece la gran necesidad para la industria farmacéutica de sintetizar compuestos
con actividad antitumoral. Esto conlleva a la basqueda de nuevos procedimientos para mejorar
los rendimientos de sintesis, disminuir la produccion de residuos y del uso de disolventes
organicos complicados posteriormente de eliminar... Esto conlleva una serie de ventajas, como
son ventajas economicas, ya que los rendimientos aumentan y ademas no es necesario emplear
tantos medios en la eliminacién de residuos, y como ventajas con el medio ambiente, ya que se

vera menos afectado y esto permitird un mayor avance en la industria.

Ademaés, también se ve la necesidad de obtener productos que sean enantioméricamente puros,
ya que la isomeria de los productos determinard la actividad farmacoldgica del principio activo,

asi como modificar su potencia por ejemplo.

Por todo ello, la industria farmaceutica ha buscado soluciones para llevar a cabo algunas sintesis
en la biocatélisis aplicada. Esta presentan la ventaja de unos mayores rendimientos, una menor
produccion de productos, y la obtencion de productos enantioméricamente puros, o al menos
con una mayor pureza que lo que se consigue con la sintesis quimica. En este trabajo se ha
explicado la sintesis del pelitrexol, y el enzima utilizado, CAL-B. En comparacion con la
sintesis quimica, la sintesis quimioenzimatica presenta las ventajas recientemente nombradas,
ya que esta lipasa trabaja a temperaturas moderadas, sin necesidad del uso de cofactores, y a
pH moderado(entre el rango de 5-8). Asimismo, permite lo que se conoce como la resolucion
enantioselectiva con un estereocentro remoto, lo cual es dificil de conseguir por medio de
sintesis convencional. En resumen, la biotecnologia aplicada tiene unas grandes ventajas con

respecto a la quimica y por ello se encuentra en auge en la actualidad.
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