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Procesos biocataliticos para la obtencion de
compuestos con actividad antiinflamatoria

1. Resumen:

Los profenos o acidos 2-arilpropionicos, constituyen una de las clases mas destacadas
de los antiinflamatorios no esteroideos (AINES). Su actividad antiinflamatoria se debe
principalmente al enantiomero S, sin embargo la mayoria de estos farmacos se
comercializan en forma de racematos. Hoy en dia, el método mas empleado para su
obtencion como enantiomeros puros es la resolucidn cinética, destacando en este &mbito
el empleo de estrategias biocataliticas. Los biocatalizadores (enzimas) exhiben una gran
especificidad y tienen la ventaja de llevar a cabo secuencias sintéticas mas cortas
proporcionando productos mas puros. Factores como su eficacia, su respeto con el
medio ambiente y menor coste del proceso, ha permitido a la biocatalisis convertirse en
una de las estrategias sintéticas mas utiles y prometedoras en el desarrollo de farmacos

enantioméricamente puros.
2. Introduccion y antecedentes:

El hombre siempre ha buscado alternativas para preservar la salud y atenuar el
sufrimiento. El dolor, la fiebre y la inflamacién, constituyen los sintomas cardinales de
la mayoria de las enfermedades, lo que ha llevado a la busqueda de sustancias que sean
capaces de aliviar estas manifestaciones del organismo, que nos anuncian la existencia

de alguna alteracion fisiologica.

Con relacion al dolor, la Asociacion Internacional para el Estudio y Tratamiento del
Dolor (IASP), lo define como una “experiencia sensorial y emocional displacentera
asociada a dafio real o potencial o descrita en términos de ese dafio”. El avance en el
conocimiento sobre los mecanismos que generan y mantienen el dolor, la fiebre y la
inflamacién, ha permitido el disefio y desarrollo de farmacos mas especificos y
selectivos entre los que destacan por su importancia los analgésicos antiinflamatorios no
esteroideos (AINEs)".

Los AINEs, son un grupo variado y quimicamente heterogéneo. No obstante, tienen en
comun ser acidos organicos débiles con un pKa de 3 a 5, y tener la capacidad de inhibir

con mayor o menor potencia y especificidad las isoformas de la enzima ciclooxigenasa
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(COX). Esta accion permite explicar su utilidad terapéutica como analgésicos,

antipiréticos y antiinflamatorios.

La ciclooxigenasa es una enzima que se localiza en el reticulo endoplasmatico y es
capaz de sintetizar los principios activos locales de las prostaglandinas (PGs), las
prostaciclinas (PGI) y tromboxanos (Tx) a partir de la liberacion de acido

araquidénico al interior de la célula®.

Al comienzo de la década de 1990, se reconocieron diferentes familias de la
ciclooxigenasa, y a partir de ellas se identificaron dos isoformas. La COX-1 es una
enzima constitutiva, localizada en el reticulo endotelial que se expresa en la mayoria de
los tejidos y participa en la funcion fisiologica de los drganos. La COX-2 esta
considerada una enzima inducible que aparentemente se expresa solo durante el proceso
inflamatorio, localizada en el sistema reticulo endotelial y membrana nuclear. No
obstante, también es constitutiva en algunos érganos como el rifion, endotelio vascular o

Utero.

Los AINEs poseen acciones adicionales al mecanismo inhibitorio de las
ciclooxigenasas, que favorecen la resolucion del proceso inflamatorio, inhibiendo otras
enzimas y vias asociadas con la inflamacion como, la inhibicién de las acciones de la
bradikinina, modulacion en la liberacién de citoquinas (IL-1, 6 y TNF), depuracion de

radicales libres o la activacion de la anhidrasa carbonica.

Este grupo de medicamentos se usan clinicamente como analgésicos para el control del
dolor de baja a moderada intensidad, como antipiréticos para el control de la fiebre de
diversa etiologia y como antiinflamatorios en diversos procesos inflamatorios como la
bursitis, tendinitis, artritis reumatoide y gota. Sin embargo, es importante sefialar que
todos los AINEs comparten en mayor o menor medida una serie de efectos adversos
como: reacciones de hipersensibilidad, intolerancia gastrointestinal, inhibicion de la
agregacion plaquetaria e inhibicion de la funcién renal (nefrotoxicidad), dependiente de

prostaglandinas.

Dentro de las diversas clases quimicas de los AINEs, este trabajo tiene como principal
objetivo el estudio de metodologias biocataliticas para la obtencion de los acidos 2 aril-
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propiénicos o profenos. Este grupo de farmacos tiene propiedades analgésicas,
antiinflamatorias y antipiréticas, efectos que se atribuyen a su capacidad para bloquear
la biosintesis de prostaglandinas, tromboxanos y prostaciclinas, por inhibicion no
selectiva de la ciclooxigenasa.

El primer miembro de los profenos que ingresé en el mercado, fue el ibuprofeno. Su
relativo éxito, debido a la baja incidencia de efectos adversos, promovio el desarrollo de
numerosos compuestos como los que se muestran en la Figura 1: naproxeno,

ketoprofeno y flurbiprofeno entre otros.

COOH
F Ibuprofeno
O COOH O O COOH
® A Yo
Flurbiprofeno Ar COOH Naproxeno
0 Acido 2-arilpropiénico 0

COOH S COOH
\ |
Ketoprofeno
P ©/0 COOH Suprofeno

Fenoprofeno

Figura 1: Farmacos mas representativos de la familia de los profenos.

Los acidos 2-aril propidnicos o profenos presentan un carbono asimétrico adyacente a

un acido carboxilico, pudiendo existir bajo la forma de dos enantiomeros, Ry S.

Muchos receptores del organismo solamente interactian con las moléculas con una
determinada forma enantiomérica, por tanto, la diferencia estructural entre enantiomeros

puede ser muy importante con respecto a la accion de farmacos.

Aunque las dos formas enantibmeras de un mismo compuesto, en principio, tienen las
mismas propiedades fisicoquimicas, cada uno de los enantiomeros de una mezcla

racémica suele presentar distinta farmacocinética, biodisponibilidad y actividad
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farmacologica. Por ello, la preparacion de farmacos homoquirales tiene un elevado
interés en la industria. Esto llevo a introducir los términos de eutomero y distomero, el
primero de los cuales designa al enantiomero mas activo y el segundo al que ha
mostrado menor actividad biolégica. En algunos casos el distomero es inocuo para el
organismo, pero en otros muchos puede inhibir el efecto del eutobmero, o presentar otra
actividad, dafiina para el organismo, como ocurre con el conocido caso de la
Talidomida®. Puede ser también que el efecto sea producido por sélo uno de ellos, asi
las acciones analgésicas y anti-inflamatorias de los derivados del acido 2-aril propionico

se atribuyen, con carécter, casi exclusivo, al enantiémero S*.

Sin embargo, ello no implica que la forma R carezca de actividad biologica, porque
algunos analgésicos, como los profenos, presentan inversién quiral, un proceso
generalmente unidireccional, que permite la transformacion del enantibmero R
“inactivo” en la forma enantiomérica S “activa” responsable de los efectos terapéuticos.
Este fendbmeno se puede decir que es un proceso metabolico ampliamente variable y
fuertemente dependiente del farmaco, de la especie y del estado fisiol6gico. Ademas, no
debe ser ignorada la contribucién potencial de efectos colaterales del enantiémero R®.

Por todo ello, la fabricacion de la forma activa o enantibmero puro, de muchas
sustancias se ha convertido en uno de los objetivos primordiales de la industria
farmacéutica.

Existen diversas ventajas potenciales asociadas al uso de productos enantioméricos

puros, entre las que se incluyen®:

- Unaumento en la selectividad del perfil farmacologico del farmaco.

- La posibilidad de presentar un indice terapéutico mayor (reduccion de la dosis
administrada y del tiempo requerido para el desarrollo de la accion terapéutica
deseada).

- Un perfil farmacocinético menos complejo (disminucion de efectos secundarios
gastrointestinales directos y de efectos adversos potenciales asociados a la
acumulacion de ibuprofeno en el tejido adiposo).
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Todas estas ventajas muestran con claridad la importancia de la obtencion de
enantidomeros simples y justifican el interés desarrollado en las Gltimas décadas por la

obtencion de acidos S (+)-2-aril propidnicos puros.
3. Objetivos:

El objetivo principal de esta revision bibliografica ha sido estudiar los diferentes
procesos biocataliticos para la obtencion de compuestos con actividad antiinflamatoria,
en concreto la obtencidn de derivados del &cido arilpropiénico o profenos. En concreto
se han estudiado los procesos catalizados por las lipasas de Candida rugosa y Candida
antarctica para la obtencion de los eutomeros del Ibuprofeno, Ketoprofeno vy

Naproxeno.

4. Metodologia:

Para la localizacion de los documentos bibliograficos se utilizaron varias fuentes
documentales. Se realiz6 una busqueda bibliogréafica en diferentes bases de datos como
PubMed y ScienceDirect utilizando palabras clave como: dolor, antiinflamatorios no
esteroideos, ciclooxigenasa, profenos, quimica verde, biocatélisis, enzimas, hidrolasas y
lipasas. También se realizO una busqueda en internet en el buscador “Google
académico” con los mismos términos. Se seleccionaron aquellos articulos que
informasen de los antiinflamatorios no esteroideos, en concreto de los profenos y de las
formas de obtencion de los mismos, que utilizasen técnicas relacionadas con la

biocatalisis.
5. Resultados y discusion:

Tal y como se ha mencionado anteriormente, hay un notable interés de la industria
farmacéutica en la obtencion de compuestos quirales y por tanto de AINEs dpticamente
activos. Hoy en dia, la biocatalisis se esta posicionando como una alternativa realmente
eficaz para la obtencion de moléculas enantiopuras, ofreciendo ademas la posibilidad de

desarrollar procesos sintéticos mas respetuosos con el medio ambiente.

La biocatalisis se puede entender como una disciplina que hace referencia al uso de

enzimas aisladas o a complejos multienzimaticos como catalizadores de procesos
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altamente estereoselectivos. Las enzimas al ser biocatalizadores de naturaleza proteica
tienen como funcion especifica llevar a cabo la catalisis de las reacciones bioldgicas
exhibiendo una gran especificidad y eficiencia termodinamica. Tienen la ventaja de
desactivarse y descomponerse en productos mas simples totalmente biodegradables. La
enantioselectividad, la actividad y la estabilidad de estas enzimas son unos factores
esenciales que afectan a la eficacia y costo del proceso. Las enzimas pueden mostrar
tres tipos de selectividad’:

- Quimioselectividad, que consiste en la discriminacion selectiva entre dos grupos
funcionales de similar reactividad en una molécula frente a un sustrato dado.

- Regioselectividad, es la distincion entre dos 0 méas grupos funcionales idénticos
y transformacion de uno de ellos en funcidn de su posicion en una molécula.

- Estereoselectividad, transformacion preferencial de un estereoisémero frente a
otro. En el caso de que el enzima discierna un enantiomero de su imagen
especular en una mezcla racémica, se denomina enantioselectividad. Si la
distincion se produce entre varios diastereoisomeros, se dice que el proceso es
diastereoselectivo.

Las enzimas utilizadas como catalizadores de reacciones organicas se pueden dividir en
seis grupos: oxidoreductasas, transferasas, hidrolasas, liasas, isomerasas y ligasas.
Como se muestra en el Esquema 1, la mayoria de los procesos biocataliticos se
desarrollan con la utilizacién de hidrolasas (60%), seguido de oxidorreductasas (25%),
los otros cuatro grupos de enzimas constituyen el 15% restante, pero adquiriendo cada
vez mayor importancia®.

Transferasas
| 5%

Oxidorreductasas
25 %

Hidrolasas
60 %
Ligasas
1%
Isomerasas
2%

R

Liasas
7 %

Esquema 1: Frecuencia del uso de las diversas enzimas como catalizadores quimicos.
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Existen diversos procesos biocataliticos descritos que conducen a la preparacion de
derivados del &cido 2-arilpropionico de forma estereoselectiva mediante el uso de
diferentes enzimas, tal y como se muestra en el Esquema 2. Dado que las hidrolasas
constituyen el grupo mas extenso de biocatalizadores empleados en la industria, a
continuacion se discutird su aplicacion en la preparacion de enantiomeros puros de los
AINEs mas utilizados. En concreto se comentaran los procesos mas destacados

catalizados por lipasas, ya que son los mas eficaces en este ambito.

Dentro del grupo de las hidrolasas, una de las méas representativas son las
lipasas, enzimas cuya funcion bioldgica consiste en catalizar la hidrolisis de ésteres
insolubles en agua, de forma regio- y enantioselectiva. Las lipasas se diferencian del
resto de hidrolasas en que incrementan su actividad catalitica cuando se encuentran en
una interfase agua/lipido. Este fendmeno se conoce como activacion interfacial.
Cuando se utilizan en medios organicos, su nucleéfilo natural (el agua) puede ser
reemplazado por otros como alcoholes, peréxidos 0 amoniaco, lo que permite llevar a

cabo con éxito una gran cantidad de transformaciones sintéticas.

Hidrdlisis Esterificacion

Ar)}(OR on
/I\ Lipasas Ar
Ar o

y esterasas

Lipasas
Nitrilasas /
y amidasas

Ar/\n’OH

(o]
Alcohol (S)-Acido arilpropibnico
)\/OR \ Ar
Ar Esterasas :§(
EtO
Biooxidacién Ar
EtO

o)
Descarboxilaciéon

Esquema 2: Procesos biocataliticos para la obtencion de acidos arilpropionicos

quirales.
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Algunas de las lipasas microbianas mas utilizadas para la obtencion de productos de

interés farmacéutico como los AINEs, son las lipasas de Candida antarctica y Candida

rugosa o Candida cylindracea.

La utilizacidn de este tipo de biocatalizadores en sintesis presenta una serie de ventajas:

10.

Son catalizadores eficientes, que actdan en intervalos de temperatura moderada
(20-40°C) y presion atmosférica, minimizando los problemas de epimerizacion,
racemizacion e isomerizacion que puedan ocurrir.

Presentan una elevada regio-, quimio- y enantioselectividad.

Su actividad no queda restringida a sus sustratos naturales.

Pueden catalizar un extenso abanico de reacciones, incluso llevar a cabo
reacciones sobre grupos no activados del sustrato.

Principalmente las hidrolasas, presentan actividad catalitica en medios
organicos, lo que permite la transformacion de sustratos hidrofébicos.

Los biocatalizadores pueden ser inmovilizados, lo que aumenta su actividad en
determinados casos, y reutilizados en diferentes ciclos.

Las reacciones biocatalizadas son altamente compatibles con el medio ambiente,
cumpliéndose los principios de la Quimica Sostenible.

Contribuyen al desarrollo de procesos ambientalmente benignos para la
obtencidn de productos de alto valor afiadido.

Los biocatalizadores son biodegradables.

Las enzimas pueden ser sobreexpresadas, haciendo los procesos biotecnoldgicos
econdémicamente eficientes. La sostenibilidad de un proceso incluye la energia y
materia prima utilizadas, las pérdidas de rendimiento son productos secundarios,

la seguridad del proceso y la calidad del producto.

A pesar del gran desarrollo que ha experimentado la biocatalisis durante los Gltimos

anos, existen algunos inconvenientes, como la baja estabilidad que experimenta la

enzima en condiciones drasticas (temperaturas elevadas, pHs extremos o presencia de

disolventes organicos), o la necesidad de utilizar un cosustrato o cofactor, lo que

aumenta el coste del proceso. Estos son factores que han de tenerse en cuenta.
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Sin embargo, estos problemas pueden solucionarse gracias a técnicas como la
inmovilizacion enzimatica, sistemas eficientes de regeneracion del cofactor y el

desarrollo de nuevos enzimas mas estables mediante ingenieria genética.

La inmovilizacion de las lipasas sobre soportes insolubles permite un fécil control de la
reaccion, evitando la contaminacién del producto y, permitiendo su reutilizacion a lo
largo de muchos ciclos de reaccion, ya que al quedar inmovilizado en un soporte sélido
su recuperacion del medio de reaccion resulta sencilla. Por tanto, un adecuado proceso
de inmovilizacion puede convertirse en un prometedor método para mejorar las
propiedades cataliticas de las lipasas. Dentro de los tipos de inmovilizacion, la
adsorcion fisica de las lipasas sobre soportes hidrofobos se caracteriza por ser un

método eficiente y simple.

Ademas, los avances en biologia molecular e ingenieria genética han permitido el
desarrollo de técnicas como procesos de evolucidon dirigida, mediante los que se
consiguen biocatalizadores mas especificos, aumentando su actividad, su resistencia y
su enantioselectividad. La utilizacion de enzimas puras mejoraria también los
catalizadores industriales, pues permitiria obtener derivados inmovilizados mucho mas
activos. Todo esto hara que en un futuro se incremente enormemente la implementacién

de procesos biocataliticos en la industria.

La entrada de este tipo de rutas alternativas a la quimica tradicional es muy atractiva
tanto desde el punto de vista econdmico como por motivos medioambientales de la
Quimica Sostenible (Green Chemistry)®. Segtn la US Environmental Protection Agency
(EPA), la quimica sostenible consiste en “el uso de la quimica para la prevencion de la
contaminacion, y el disefio de productos quimicos y procesos benéficos para el
ambiente”. Se plantearon una serie de principios para conseguir objetivos como: utilizar
materias primas renovables, catalizadores, disolventes y condiciones seguras de

reaccion.

A parte de la biocatalisis, hay varios métodos ampliamente utilizados para obtener
compuestos puros: a partir de fuentes naturales, sintesis asimeétrica y resolucion de

mezclas racémicas®.
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En la sintesis a partir de fuentes naturales (reserva quiral, “chiral pool”), se emplean
como sustancias de partida compuestos enantiopuros de origen natural relativamente
baratos y renovables, cuya quiralidad se retiene en los productos finales a través de
sucesivas reacciones con reactivos aquirales en procesos de estereoquimica controlada.
El principal inconveniente esta relacionado con la disponibilidad en la mayoria de los
casos de un Unico enantiomero de las sustancias de partida, siendo el contrario

normalmente extremadamente caro o no asequible.

Por otro lado, la sintesis asimétrica consiste en la generacion preferente de un
enantibmero cuando se forma un nuevo centro estereogénico en reacciones llevadas a
cabo en un ambiente quiral. Sintetizar un compuesto con un rendimiento quimico alto y
con una pureza enantiomérica elevada, rebajando los costes del proceso (reduciendo los
tiempos y los requerimientos energéticos de la reaccion o disminuyendo el nimero de
pasos de la ruta sintética), son factores que en su conjunto expresan la rentabilidad y
eficiencia en la obtencion del producto deseado. Teniendo en cuenta estos parametros, Si
bien la sintesis asimétrica de los acidos S (+) 2-arilpropidnicos es técnicamente viable,
la metodologia no resulta rentable ya que requiere reactivos de elevado coste, consume
mucho tiempo y no proporciona un rendimiento aceptable del enantidmero puro para su

comercializacion posterior.

Por ultimo, la resolucién cinética (KR, Kinetic resolution), consiste en la separacion
total o parcial de dos enantidmeros de una mezcla racémica. Se basa en la diferente
velocidad de reaccion de cada uno de los dos enantibmeros de un racemato con un
agente quiral (un reactivo, un biocatalizador, etc). La diferencia de la velocidad de
reaccion es tan elevada que uno de los enantiomeros reacciona rapidamente para dar el
producto correspondiente mientras que el otro enantibmero no reacciona y puede ser
recuperado al final de la reaccion. El rendimiento maximo que se puede obtener en una
resolucion cinética es de tan sélo el 50%. Aunque en la mayoria de ellas, la reaccion no
para sino que solamente se ralentiza. Se han realizado diferentes esfuerzos para superar
esta limitacion y obtener productos con la misma pureza enantiomérica pero con un
rendimiento mejorado, lo que ha llevado a la evolucion de la resolucion cinética hasta la

resolucion cinética dinamica (DKR, Dynamic kinetic resolution), que combina la
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resolucion con la racemizacion in situ del enantiomero sin reaccionar de modo que

puede sobrepasarse el 50% del rendimiento maximo de la KR.

Los procesos de KR catalizados por lipasas han sido las metodologias biocataliticas
empleadas con mayor éxito en la obtencion de &cidos 2-arilpropionicos quirales. Estan
descritas diferentes estrategias biocataliticas para la obtencién del enantiomero S puro
mediante el empleo de distintos tipos de enzimas. Como se detallara en los siguientes
apartados, de manera general, se pueden considerar dos mecanismos para la obtencién

del 4cido S mediante una resolucion enzimatica:

- Esterificacion estereoselectiva directa en un medio organico. El isébmero S
biolégicamente activo se convertiria al éster S, seguida de una hidrolisis

adicional para recuperar el compuesto activo en forma &cida.

- Hidrolisis estereoselectiva del éster sintetizado quimicamente. El enantiémero S

se produce selectivamente a partir del éster racemico sintetizado quimicamente.

Ambos procesos involucran dos pasos para la obtencién del isomero S. La hidrolisis, es
un proceso relativamente sencillo, mientras que la esterificacion, esta limitada a escala
de laboratorio porque la actividad enzimatica y el grado de conversion son muy

sensibles al contenido de agua presente en la reaccion.

A continuacion, se explican una serie de ejemplos de procesos biocataliticos catalizados
por las lipasas anteriormente citadas para la obtencion de distintos &cidos 2-
arilpropiénicos, como ibuprofeno, ketoprofeno y naproxeno.

5.1. Ibuprofeno:

El ibuprofeno es un farmaco anti-inflamatorio no esteroideo (AINE), usado en el
tratamiento de dolor de cabeza, artritis reumatoide, cefalea y tension muscular. El
enantiomero S del ibuprofeno posee el efecto terapeutico deseado, siendo 160 veces mas
activo que su enantiémero R, ademas este Gltimo puede causar efectos secundarios que

afectan al tracto gastrointestinal™*.

Numerosos estudios tienen como objetivo principal la produccién del enantiomero S del

ibuprofeno, destacando para ello el método que emplea la inmovilizacion de la lipasa de
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Candida rugosa en un polimero de sefarosa mediante adsorcion fisica. La
inmovilizacion sobre el polimero desencadena una hiperactivacion de la enzima, lo cual,
se puede atribuir a la fijacién de la estructura abierta de la enzima a la superficie
hidréfoba del soporte. Se consigue un rendimiento excelente en la inmovilizacion,

proporcionando una actividad siete veces mayor a la del enzima libre.

Este derivado inmovilizado es utilizado en la obtencion del enantiomero S mediante las
dos reacciones anteriormente citadas (esterificacion e hidrdlisis). Para desarrollar la
esterificacion estereoselectiva el ibuprofeno racémico es disuelto en isooctano en
presencia de n-propanol y la lipasa inmovilizada de Candida rugosa. Este
biocatalizador lleva a cabo la esterificacion del acido S, de manera que se obtienen
como productos el R-ibuprofeno y el S-éster propilico de ibuprofeno (Esquema 3). De la
hidrolisis posterior de éste Ultimo se obtiene el producto deseado.

Lipasa/ H
OH disolvente org;’anico> SN AN OH
(o) n-Propanol o + o

(R,S)-lbuprofeno (S)-Ester propilico de (R)-Ibuprofeno
Ibuprofeno

Esquema 3: Esterificacion enantioselectiva del ibuprofeno racémico catalizado por la

lipasa.

Por otro lado en la hidrolisis estereoselectiva se utilizan como sustrato ésteres
racémicos de ibuprofeno, disueltos en tampo6n fosfato, en presencia de un disolvente
organico Yy la lipasa inmovilizada, obteniendo el S ibuprofeno deseado directamente y el
R éster de ibuprofeno (Esquema 4). El disolvente organico y el tampén fosfato como
fase acuosa hacen que se forme la interfase agua/lipido aumentando de esta forma la
actividad catalitica de la enzima. Ademas, hay que destacar la importancia de la
influencia de la longitud de la cadena del éster en la optimizacion de la reaccion de
hidrolisis. Se realizaron diversos estudios con diferentes longitudes de cadenas de
ésteres para ver el efecto que producian en los pardmetros de la reaccion tales como la
conversion y la enantioselectividad. Obteniendo que a medida que las cadenas eran mas
largas, la enzima poseia mejor enantioselectividad. Este hecho se debe a que los

sustratos naturales de las lipasas son &cidos grasos de cadena larga, y por lo tanto cuanto
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mas se asemeje la estructura del éster del ibuprofeno a su sustrato natural mejor

actividad tendra la enzima.

Lipasa/ z
OR disolvente orgénico’. /I\/©/\H,OH OR
o Tampon fosfato o + o}

(R,S)-Ester de (S)-lbuprofeno (R)-Ester de
Ibuprofeno Ibuprofeno

Esquema 4: Hidrolisis enantioselectiva de esteres racémicos catalizado por la lipasa.

La ventaja que tiene la hidrolisis frente a la esterificacion estereoselectiva es que en la
primera se obtiene un mayor porcentaje del S ibuprofeno mientras que en la segunda al
tener que realizar un posterior proceso de hidrolisis del éster existe la posibilidad de
perder el compuesto enantiomericamente puro y con ello que disminuya el rendimiento

de la reaccion.
5.2. Ketoprofeno:

El ketoprofeno (&cido 2-(3-benzoilfenil) propionico), al igual que el ibuprofeno,
pertenece a la familia de los profenos, cuyos dos enantiomeros presentan diferentes
actividades bioldgicas. Su actividad antiinflamatoria se debe principalmente al
enantiomero S, mientras que el R ademas de tener muy poca actividad, en algunos
casos, incluso tiene efectos secundarios. Actualmente, se produce por sintesis quimica

en grandes cantidades y se comercializa como una mezcla de sus estereoisémeros?,

Hay distintos enfoques para la obtencion del S ketoprofeno, entre ellos destaca, la
hidrolisis enantioselectiva del éster de ketoprofeno, utilizando la lipasa inmovilizada de
Candida rugosa (Esquema 5). Se han realizado numerosos intentos para incrementar la
actividad, enantioselectividad y estabilidad, como la purificacion de la lipasa usando
aditivos, tratando la lipasa con disolventes organicos e inmovilizando la lipasa. En los
ultimos estudios encontrados, se plantea un nuevo método en la inmovilizacion de la
lipasa de Candida rugosa, sobre un soporte sensible al pH, mediante el cual, se mejora

la actividad, enantioselectividad y estabilidad de la lipasa.
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o Lipasa de o o o
j Ph
Ph OR Candida rugosa ' OR *+ OH
o o) z o
(R,S)-Ester (R)-Ester (S)-Ketoprofeno

de ketoprofeno de ketoprofeno

Esquema 5: Hidrdlisis enantioselectiva del éster de ketoprofeno.

Existen dos factores en este proceso y que van a condicionar la cantidad de S-
ketoprofeno obtenido: el pH del soporte en el que se inmovilice la lipasa y la

conformacion de la enzima.

La lipasa de Candida rugosa presenta solubilidad reversible dependiente del pH.
Valores por debajo del valor critico de pH producen una mayor cantidad de enzima
inmovilizada soluble, con lo que se tiene una mayor enantioselectividad. Para obtener
ese pH acido por debajo del valor critico se emplean soportes sensibles al pH como son
el tercpolimero de &cido metracrilico, acrilamida o anhidrido maleico que permiten
variar el pH hasta obtener el deseado y con ello aumentar la actividad de la enzima
produciendo la hidrolisis del R,S-éster de ketoprofeno obteniendo enantioselectivamente

el S-ketoprofeno.

El segundo factor que nos va a afectar es la conformacion que adopte la enzima durante
la inmovilizacién ya que puede dar lugar a pérdidas de actividad. En el caso de tener los
polimeros citados anteriormente, se produce una unién covalente entre los grupos
anhidridos del polimero y los grupos amino de la enzima que dan lugar a la conversion

de la conformacion cerrada de la enzima a la abierta favoreciendo asi su actividad.

Por lo tanto empleando este método de inmovilizacion de la lipasa en un soporte pH
sensible se muestra una mejora significativa de la enantioselectividad en la hidro6lisis
biocatalitica de ésteres de ketoprofeno. El uso de la enzima inmovilizada como
biocatalizador, hace que el proceso para la obtencion del S ketoprofeno enantiopuro sea
mas simple y préactico. Este es un método selectivo de inmovilizacion donde la actividad
de la lipasa es fuertemente dependiente del pH, exhibiendo una mayor actividad bajo

condiciones acidas.
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5.3 Naproxeno:

El naproxeno (&cido 2-(6-metoxi-2-naftil) propidnico), es también un antiinflamatorio
no esteroideo que pertenece a la familia de los &cidos 2-arilpropionicos. La actividad
fisiologica del enantiomero S del naproxeno es 28 veces mayor que la del enantiomero

R, por tanto, sélo la forma S es activa en los seres humanos®®.

Diversos equipos de investigacion han estudiado la esterificacion directa del naproxeno
en un disolvente orgéanico, en presencia de la lipasa con estereopreferencia R (Esquema
6). Este es un método destacable, porque no requiere derivatizaciones preliminares y el
eutdmero se recupera como sustrato sin reaccionar. Sin embargo, este método necesita
alcanzar valores de conversion mayores del 50% y por tanto, son necesarias unas
condiciones irreversibles, es decir haciendo reaccionar el racémico del naproxeno con
las lipasas en un disolvente orgénico. De lo contrario, el agua producida en la reaccion
de esterificacion, favorece la hidrolisis de la forma enantiomérica preferencial
provocando un descenso del exceso enantiomérico del éster (forma R) y del &cido sin

reaccionar (forma S).

CH, Hy cH,

(o]
COOH Lipasa x
+ MeOH ——— Oe COOMe + OO COOH
MeO Disolvente MeO MeO

organico

(R,S)-Naproxeno (S)-Naproxeno

(R)-éster metilico de Naproxeno

Esquema 6: Esterificacion biocatalitica del naproxeno.

Para conocer que lipasa posee R estereopreferencia, se sometié al naproxeno a una
esterificacion en presencia de las lipasas inmovilizadas de Candida antarctica
(Novozym 435®) y Mucor meihei y de las lipasas no inmovilizadas de Candida rugosa
y Rhizomucor meihei, utilizando éter isopropilico como disolvente y metanol como
agente acilante. Las lipasas catalizaron la esterificacion del naproxeno, pero solo

Novozym 435® mostro la estereopreferencia R deseada.
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Con la intencion de mejorar la enantioselectividad de Novozym 435® en la
esterificacion del naproxeno, la reaccion se llevo a cabo en diferentes disolventes; de las
reacciones realizadas en acetonitrilo y cloroformo se obtuvieron los mejores resultados
en términos de enantioselectividad. Aunque en cloroformo la velocidad de reaccion es
mayor que en acetonitrilo, este Gltimo fue elegido como disolvente para otros

experimentos por su menor toxicidad.

El procedimiento irreversible contempla el uso de un carbonato de dialquilo para que se
consuma el agua producida durante la reaccion de esterificacion. Al reaccionar el
carbonato de dimetilo con el agua se forma metanol, éste es el reactivo utilizado para
esterificar el grupo acido y obtener el producto deseado. El acoplamiento de las dos
reacciones catalizadas por la lipasa trabajando de manera sinérgica permite un mayor

rendimiento, se lleva a cabo como se muestra en la Esquema 7.

Lipase
RCOOH + MeOH = RCOOMe + H,O
A
+
Lipase )
CO, + 2 MeOH = Py
MeO OMe

Esquema 7: Representacion del proceso de esterificacion irreversible.

En una etapa inicial, la lipasa cataliza la esterificacion reversible del acido, generando
el éster y agua. Al mismo tiempo, el agua producida hidroliza el carbonato de dialquilo
en presencia de la lipasa y como consecuencia se generan CO2 y dos moléculas de

metanol permitiendo la progresion del proceso de esterificacion de manera irreversible.

Con esta intencion se afiadio el carbonato de dimetilo a una solucion de naproxeno en
acetonitrilo. Este proceso se ha aplicado con éxito para obtener el S-Naproxeno. En
estas condiciones de reaccion, ni la formacion del éster de naproxeno ni la hidrélisis de

carbonato de dimetilo se observo en ausencia de Novozym 435®.
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6. Conclusiones:

En los ultimos afos, se han desarrollado multitud de procesos biocataliticos en la
obtencion de profenos empleando como base metodologias ya conocidas, pero
aumentando la eficiencia en la sintesis de compuestos enantioenriquecidos de interés.
Las lipasas de Candida antarctica y Candida rugosa han sido muy utilizadas. Debido a
sus propiedades, estas lipasas permiten obtener farmacos con una alta pureza
enantiomeérica. Adicionalmente, se prefiere la aplicacion de la resolucion cinética
enzimética desde un punto de vista ambiental y econdmico, debido a que las reacciones
catalizadas enzimaticamente no requieren condiciones de reaccion tan drasticas, lo que

las hace significativamente menos toxicas.

En resumen, hay muchos factores de reaccion diferentes que influyen en la eficacia de
la esterificacion e hidrdlisis de profenos. Es necesario optimizar los métodos de
resolucion cinética de profenos para obtener productos enantioméricamente puros. Sin
embargo, no hay posibilidad de encontrar un sistema catalitico universal para todas las

sintesis, y por lo tanto cada proceso enzimatico requiere una solucién individual.
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