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Resumen. La utilidad de las biotransformaciones para la preparacion
de compuestos organicos esta bien establecida; debido no solo a las
caracteristicas de regio-, quimio- y enantioselectividad que las reac-
ciones enziméticas presentan, sino también por la bondad de las con-
diciones de reaccion bajo las que se llevan a cabo. Actualmente la
aplicacion de la biocatdlisis ha atravesado la frontera académica
encontrando un campo fértil de accién en la industria farmoquimica,
especialmente para la manufactura de compuestos enantiopuros. En
este articulo se describen algunos problemas sintéticos resueltos atra-
vés del uso de biotransformaciones en la preparacién de intermedia
rios paralasintesis de farmacos.
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Abstract. The utility of biotransformations for organic compounds
preparation is well established; due not only to their regio-, chemo-
and enantioselective characteristics, but also to the softness of the
reaction conditions under which they are carried out. Nowadays bio-
catalysis has crossed the academic boundary, founding a special field
of action in the pharmochemical industry, particularly in the manu-
facture of enantiopure compounds. Among the used enzymes are oxi-
doreductases, lyases, and specially lipases; they are used as isolated
or immobilized enzymes as alive microorganisms. In this article some
examples of how synthetic problems were solved through the use of
biotransformations in the preparation of drugs intermediates are des-
cribed.
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Introduccién

La quiralidad es un factor determinante en la eficacia de
muchos farmacos, agroquimicos y aditivos para alimentos, ya
que de ello depende su actividad biolégica, por €ello la produc-
cion de un solo enantiomero de estos compuestos quirales es
muy importante en la industria agroquimica, de alimentos y
especialmente farmacéutica[1].

Los compuestos enantiopuros pueden producirse por
métodos quimicos o quimico-enziméticos, siendo los procedi-
mientos catal iticos de ambas metodologias los preferidos. Las
ventagjas que los procedimientos biocataliticos tienen sobre los
guimicos se basan en que las reacciones catalizadas por enzi-
mas son frecuentemente mas regio-, quimio- y estereoselecti-
vas. Aqui seria pertinente definir que las biotransformaciones
involucradas en los procesos biocataliticos, son conversiones
de sustratos no naturales catalizadas por enzimas, ya sean ais-
ladas o presentes en |os microorganismos que | as contienen.

Aunque la principal aplicacion de las biotransformaciones
en sintesis organica esta en la preparacion de compuestos
enantiopuros, estas también se usan para efectuar transforma-
ciones de grupos funcionales aquirales; ya que las biotransfor-
maciones se llevan a cabo generalmente a temperatura
ambiente y presién atmosférica, evitandose con €llo € uso de
condiciones de reaccion extremas, las cuales pudieran causar
i Somerizaciones, racemizaciones, epimerizaciones o transposi-
ciones. Las biotransformaciones también encuentran aplica-
cion en la preparacion de algunos compuestos en los que la
transformacién quimica es, hasta ahora, imposible.

Adicionamente, cuando el biocatalizador, microorganismos o
enzimas aisladas, estan inmovilizados se pueden reciclar
varias veces sin pérdida significativa de sus propiedades cata-
liticas.

Las enzimas para la biocatdlisis pueden usarse de varias
maneras, pueden ser del tipo salvaje, recombinadas, o genéti-
camente modificadas para incrementar su actividad o especifi-
cidad. Una o mas enzimas que llevan a cabo los pasos sintéti-
cos requeridos pueden estar presentes en las células completas
de un microorganismo y actuar simultaneamente sin interfe-
rencias. El microorganismo involucrado puede estar en pleno
crecimiento, en fase estacionaria o inmovilizado. Alternati-
vamente, las enzimas libres pueden estar en solucién, en un
reactor de membrana, como suspension, “cross-linked” o
inmovilizadas. El medio de reaccidn puede ser acuoso, organi-
co o0 en dos fases[2-9].

Por otro lado, con los avances en la ingenieria genética,
las enzimas pueden sobreexpresarse haciendo los procesos
biocatal iticos méas econémicos y eficientes; ademas los avan-
ces en la modificacion estructura de las enzimas permite la
creacion de nuevas moléculas protéicas con actividades catali-
ticas hechas a la medida de las necesidades, por jemplo la
preparacion de enzimas termoestables o estables a cierto pH,
por medio de lamutagénesis aleatoria o dirigida.

Numerosos articulos de revision han sido publicados sobre
€l uso de enzimas en sintesis organica [10-24], en este articulo
se describen algunos gjemplos de la aplicacién de labiocatdisis
en la preparacion de intermediarios importantes en la sintesis de
farmacos. Cabe aclarar que en ningn momento se pretende que
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esta revision sea exhaustiva, solo se muestran algunos gjemplos
interesantes de la aplicacion de las biotransformaciones, espe-
cialmente en la preparacion industrial de farmacos.

Aplicaciones

El Omapatrilat (1), es un fa&rmaco antihipertensivo que actla
como inhibidor de la enzima convertidora de la angiotensina
[25]. Para su sintesis se sigui6 una estrategia convergente para
la cual se requirieron dos intermediarios (2 y 5), los cuales se
prepararon por rutas biocatal iticas independientes; después de
su condensacién, seguida de una reaccién de ciclizacién se
produjo el compuesto 10, el cual ya contiene la estructura
biciclicabasicade 1.

El primer intermediario es la (S)-6-hidroxinorleucing, 2,
parala cual se han reportado las rutas biocataliticas mostradas
en el Esquema 1. En la Ruta A se efectué una aminacion
reductiva usando la glutamato deshidrogenasa de higado bovi-
no [26], a escala preparativay con una concentracion de subs-
trato de 100 g/L, se tuvo un rendimiento del 92% y un exceso
enantiomérico (ee) mayor a 99%. El procedimiento anterior
presentd el inconveniente de que e &cido 2-oxo-6-hidroxihe-
Xanoico, 3, requiere de varios pasos para su preparacion. Por
lo anterior, se desarroll6 la Ruta B (Esquema 1); en esta alter-
nativa el tratamiento de la 6-hidroxinorleucina racémica, rac-
2, con una D-aminoécido oxidasa de rifién porcino y catalasa
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de higado de bovino o con células de T. variabilis (contenien-
do ambas enzimas) produjo una mezcla de (S)-2, con un
>09% ee, y € cetoacido 3; dicha mezcla de reaccion se some-
tié ala aminacion reductiva de la Ruta A, llegando a obtener-
se un 97% de rendimiento de (S)-2 con un 98% ee, a partir de
la norleucina racémica.

El segundo intermediario, el &cido (S)-2-amino-5-(1,3-
dioxolan-2-il)-pentanoico, 5, para cuya preparacion se requie-
ren 8 pasos quimicos, fue preparado a través de la aminacion
reductiva mostrada en el Esquema 2, utilizando para el proce-
so células de Escherechia coli, secadas con calor y clonadas
con la fenilalanindeshidrogenasa (PDH) de Thermoactino-
myces intermedius y células igualmente secadas de Candida
boidinii [27]. El proceso optimizado produjo 197 Kg de 5, en
tres lotes de 1600 L, a una concentracion de sustrato del 5%,
con un rendimiento promedio de 91% y un ee del 98%.

Con la misma finalidad se gener6 un biocatalizador por
medio del desarrollo de una cepa recombinante de Pichia pas-
toris conteniendo la fenilalanindeshidrogenasa (PDH) de T.
intermedius y una formatodeshidrogenasa (FDH) endégena,
ambas inducibles con metanol. El proceso result6 con la pro-
duccion de 15.5 Kg de 5 con 97% de rendimiento y un ee
>98%, en un lote de solo 180 L, usando una concentracion de
10% del substrato 4 (Esguema 2). El cetdl ciclico 5 fue poste-
riormente transformado al dimetilacetal 6, €l cual posterior-
mente se utiliz6 para la preparacion del &cido [4S-
(4a,7a,10ab)]-1-octahidro-5-oxo0-4-{[(fenilmetoxi)
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carbonil]amino} - 7H-piridino-[2,1-b][1,3]-tiazepin-7-carboxi-
lico, 10, como se muestra en € Esguema 3.

En otra ruta alternativa para preparar a compuesto bici-
clico 10, se utiliz6 la facilmente disponible L-lisina, para
generar a intermediario 11 (Esquema 4), equivalente sintético
de 8; cuya ciclizacion promovida por la L-lisina e-aminotrans-
ferasa (LAT) de Sphingonomas paucimobilis SC16113
sobrexpresada en E. coli [28], seguida de la reaccion insitu
con tributilfosfina produjo el intermediario 11a, la posterior
ciclizacion con é&cido trifluoroacético (TCA) produjo 10, con
un rendimiento del 70% M

En un estudio para la preparacion de compuestos antago-
nistas del tromboxano A, (TxA2), e cua es un vasoconstric-
tor con actividad antiagregatoria de plaguetas, se encontrd
que lalactona 14 y €l lactol 15 son intermediarios versdtiles
para la preparacion de una serie de derivados que condujeron
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a &cido {1S[1a,20(2),30,40]} - 7-{ 3-[(2-heptanoil aminoaceti-
lamino)metil]-7-oxabiciclo[2,2,1] hepta-2-il} -hepta-5-enoico,
12, como un nuevo agente cardiovascular, Util para el trata-
miento de enfermedades trombéticas (Esquema 5) [29].

Una de las estrategias utilizadas para la preparacion del
lactol 15 y lactona 14, fue la oxidacion biocatalitica del diol
meso, (exo,exo0)-7-oxabiciclo[2,2,1]heptan-2,3-dimetanol, 13.
Aungue esta bioxidacion ya habia sido reportada anteriormen-
te [30], un estudio mas profundo encontrd que una suspension
(10% P/V, de células humedas) de Nocardia globerula
ATCC21505 produjo un 70% de rendimiento molar de la lac-
tona 14 con 96% ee, a una concentracion del sustrato del 5 g/L
[31]. Por otro lado, una suspension de células de Rhodococcus
sp. ATCC15592, a la misma concentracion de sustrato produ-
jo un rendimiento globa de 46% M de una mezcla del lactol
15, y lalactona 14, con 96.7 y 98.4% ee respectivamente.
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En una segunda aproximacion, partiendo del mismo diol
meso 13, se empled una reaccion de asimetrizacion enzimatica
de su diéster 16. Para ello se preparé el diacetato 16, € cua
sometido a hidrdlisis con lalipasainmovilizada PS-30 produjo
el monoacetato de configuracion S en un rendimiento del 75%
M y >99% ee, en sistema de reaccion hifésico y a una concen-
tracion de substrato de 5g/L. La enzima inmovilizada se reuti-
liz6 por cinco ciclos sin pérdida de eficiencia ni esteroselecti-
vidad. El monoacetato fue entonces convertido al lactol 15 via
hidrélisis y oxidacion quimicas [32].

Desde laintroduccion en la terapéutica para la hiperten-
sion del Diltiazem, 18, este ha presentado el inconveniente
de su corta duracion de efecto por ello se han buscado modi-
ficaciones estructurales que promuevan una mayor duracion
del efecto. En esa direccion se ha encontrado que €l (cis)-3-
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(acetoxi)-1-[2-(dimetilamino)etil]-1,3,4,5-tetrahidro-4-(4-
metoxifenil)-6-trifluorometil)-2H-1-benzazepin-2-ona, 19,
presenta un efecto mas prolongado y que ademas es mas
potente.

El intermediario clave en lasintesis de 19 fue la (3R-cis)-
1,3,4,5-tetrahidro-3-hidroxi-4-(4-metoxifenil)-6-(trifluorome-
til)-2H-1-benzazepin-2-ona, 20; la cual fue preparada via una
reduccién microbiana estereoselectiva del compuesto 21, €l
cua se encuentra como una mezcla de enantidmeros a través
de un tautomerismo ceto-enol. En dicho equilibrio la forma
cetdnica, racémica (21a y 21c), es la preferida (Esquema 6).
Una evaluacién de microorganismos condujo a encontrar que
Nocardia salmonicolor SC6310 es capaz de biocatalizar la
trasformacion selectiva de 21c a 20 en 96% de rendimiento y
99.8% ee, a una concentracion de 2 g/L de sustrato [33].
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El grupo funcional feniletanolamino esté presente en
muchos compuestos con actividad biolégica, entre ellos esta €l
(R)-Sotalol, 24, un B-bloqueador. Se ha determinado que €l
enantiomero R es 50 veces més activo que el enantiémero S
[34] y por ello se ha propuesto a la clorhidrina 23 como un
precursor adecuado para la preparacion enantioselectiva del
(R)-Sotalol (Esquema 7). Después de probar una serie de
microorganismos se encontré que Hansenula polymorpha
ATCC26012 cataliza la reduccion enantioselectiva del carbo-
nilo en e 4-[(2-cloroacetil)-fenil]-metansulfonato, 22, produ-
ciendo € intermediario deseado, (R)-23, en un 95% de rendi-
miento y con >99% ee [35].

En otro ejemplo de reduccion enantioselectiva de un
grupo carbonilo, € 4-cloro acetoacetato de metilo, 25, es bio-
transformado al &cido (9)-4-cloro-3-hidroxibutandico, 26, por
una suspension de células de Geotrichum candidum SC5469

215

[36], en 95% de rendimiento y 96% ee (Esquema 8). El hidro-
xiéster quiral ha sido utilizado para sintetizar d compuesto 27,
el cual esun inhibidor de la hidroximetilglutaril-CoA reductasa.
El aislamiento, purificacion e inmovilizacion de la oxido-
reductasa de G. candidum involucrada condujo al mejoramien-
to de la biotransformacion, llegandose a obtener (S-26 en un
rendimiento del 90% y un exceso enantiomérico de 98% ee.
Las epOxido-hidrolasas catalizan la hidrdlisis enantiose-
lectiva de epOxidos racémicos a los correspondientes diol y
epoxido remanente, quirales. Se ha reportado que el (S)-1-
(2,3 -dihidrobenzo[b]furan-4' -il)-1,2-oxirano, 29, es un inter-
mediario importante para la preparacion de numerosos pros-
pectos de fa&rmacos. Aunque se han encontrado varios micro-
organismos capaces de efectuar la transformacion deseada
(Esquema 9), existe un problema de estereosel ectividad debi-
do a que la hidrdlisis espontanea del epdxido en € medio de
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reaccion puede ocurrir, aunque ésta puede ser reducida al
efectuar la reaccién a pH >8. Por ello fue necesario encontrar
microorganismos capaces de catalizar la hidrolisis del epoxido
racémico mas rapido que lo que ocurre la reaccién quimica.
Después de una amplia basqueda de microorganismos se
encontré que dos cepas de Aspergillus niger (SC16310 y
SC16311) y Rhodotorula glutinis SC16293 hidrolizan selecti-
vamente el epoxido 28, de configuracion R dgjando a epdxido,
(S)-29, en un 45% de rendimiento (del 50% tedrico) y >95% ee
(Esquema 9). La enantiosel ectividad se incremento al 99.9% a
adicionar al medio de lareaccion éter t-butilmetilico [37].

Para la sintesis del acido 5-metilpirazin-2-carboxilico
(MPCA), 34, € cua es un intermediario parala produccién de
Acipimox, 31, un antilipolitico y de Glipicida, 32, un agente
antidiabético, se someti6 la 2,5-dimetilpirazina, 33, a oxida-
cién con Pseudomona putida crecida en xileno (Esquema 10).
El producto, MPCA, se precipita por simple acidificacion del
medio de reaccion libre de células; €l proceso soporta hasta 2
g/L de sustrato, con un rendimiento del 95%; la produccion de
MPCA, 34, estden laescalade 15 m3[38].

Héctor Luna

Para la sintesis de Befloxaton, 37, un antidepresor, se uti-
liza a (R)-4,4,4-trifluoro-3-hidroxibutanoato de etilo, 35 [39],
€l cual se prepara por una reduccion enantiosel ectiva utilizan-
do células de E. coli que contiene dos plasmidos. Uno de ellos
Ileva el gen de una aldehido-reductasa de la levadura
Sporobolomices salmonicolor, la cual reduce el carbonilo de
35; y e segundo lleva el gen de una glucosa deshidrogenasa
de Bacillus megaterium para la regeneracion del NADPH
necesario para la reduccion [40]. La productividad del proce-
dimiento Ilega hastalos 300 g/L con valores de hasta 92% ee.

El &cido (S)-pipecdlico, 41, esintermediario en la sintesis
de varios farmacos, entre ellos €l Incel, usado para € trata-
miento del cancer y los anestésicos locales Ropivacaina, 42a 'y
Levobupivacaina. 42b. Lonza combina eficientemente la qui-
micay la biotenologia para producirlo con ee mayores a 99%
[41]. En e primer paso biocatalitico, células de un microorga
nismo, que contiene una nitrilohidrolasa, efectlan la hidrdlisis
de la 2-cianopiridina, 38, produciendo la piridin-2-carboxami-
da, 39, la cud por reduccion quimica produce la amida racé-
mica 40. En el segundo paso biocatalitico, células de
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Pseudomonas fluorescens DSM 9924 efectiian la hidrdlisis
enantioselectiva del grupo amido de 40, produciendo € &cido
(9-Pipecdlico, 41, y laamida (R)-40.

Siguiendo una estrategia similar, se ha preparado la (9-
2,2-dimetilciclopropancarboxamida, 44, la cual es un inter-
mediario para la sintesis de Cilastating, 46, un inhibidor de la
dehidropeptidasa renal. Aunque se desarrollaron paralelamen-
te procesos quimicos y biotecnol dgicos, € bioproceso demos-
tro ser superior ya gque presenté menos operaciones unitarias
y una mejor calidad en el producto. Nuevamente el primer
paso consistio en una hidrélisis no estereoespecifica de un
grupo nitrilo, utilizando una nitrilohidrolasa para producir
cuantitativamente la ciclopropancarboxamida racemica, rac-

NH
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| N nitrilo hidratasa O\
R NC” ONT
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44, Posteriormente una busgueda de microorganismos condu-
jo a aislamiento de la cepa Comomonas acidovorans A:18
[42], 1a cual fue particularmente efectiva parallevar a cabo la
resolucion de la mencionada amida. El proceso fue mejorado
através de la clonacion del gen de laamidasa en E. coli. Esta
amidasa hidroliza especificamente a enantiomero R, produ-
ciendo la amida S en un 35% de rendimiento y un ee >98%.
El reciclado del &cido (R)-45, involucrando una racemiza-
cion, conduce a aumentar la eficiencia del proceso, y a redu-
cir desechos.

Un gemplo impactante de lo que pueden hacer los proce-
sos biocataliticos es la produccion de L-carnitina o vitamina
B, 51, utilizando células de un microorganismo, €l cua utiliza
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@ % 4-butirobetainil-CoA

N/\/\H/ sintetasa /\/\”/

| 5

4-butirobetaina

| OH O
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Esquema 14

una ruta natural que involucra cuatro enzimas en el proceso
(Esguema 14) [43].

En este proceso la 4-butirobetaing, 47, es transformada a
L-carniting, 51, la cual es excretada por las células a medio,
facilitando su aislamiento. En este proceso se utilizé un micro-
organismo nuevo, relacionado a los géneros Agrobacterium y
Rhizobium, en su fase de crecimiento estacionaria [43]. Como
se observa en el Esquema 14, las cuatro enzimas tienen una
funcion particular, es de mencionar la introduccion de la qui-
raidad por la liasa, crotonobetainil-CoA hidrolasa. Bajo este
procedimiento se produce L-carnitina a una escala de 50 m®,
con un rendimiento volumétrico de 80 g/L, con una conver-
sién analitica del 99.5 % y un ee del 100%.
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