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Descricio

“Processos enzimaticos para a resolucfio de misturas enantioméricas de compostos titeis

como intermedisrios para a preparacio de taxanos”

Campo da invengao

A presente invengdo refere-se a processos enzimaticos para a resolugdo de misturas
enantioméricas de compostos liteis como intermediarios para a preparagdo de taxanos, em

particular de taxol e derivados de taxol, sendo estes ultimos compostos uteis no dominio

farmacéutico.

Antecedentes da invengao

Os taxanos sdo diterpenos uteis no dominio farmacéutico. Por exemplo, comprovou-se

que o taxol, que € um taxano que satisfaz a formula estrutural:

AcO Q OH

HO
Ph Ot

em que o simbolo Ph representa um grupo fenilo, o simbolo Ac representa um grupo
acetilo e o simbolo Bz representa um grupo benzoilo, ¢ um agente anticancerigeno eficaz,
particularmente 1til para o tratamento do cancro do ovario.

Os taxanos que ocorrem naturalmente, tais como o taxol, podem ser encontrados em

materiais de origem vegetal e é a partir de tais materiais que tém sido isolados. No entanto, tais
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taxanos podem estar presentes nos materiais de origem vegetal em quantidades re]ativamehte
pequenas, pelo que podem ser necessarias, no caso do taxol, por exemplo, grandes quan-
tidades de teixos, que sdo arvores de crescimento lento, para formar uma fonte para se obter o
composto. Assim, tém vindo a ser desenvolvidas pesquisas para a preparagao por via sintética,
incluindo as vias semi-sintéticas, de taxanos que ocorram naturalmente, tais como o taxol, €
também para encontrar vias para a preparagao dos seus analogos sintéticos, ateis sob o ponto

de vista farmacéutico.

Uma vez que a estereoquimica destes compostos pode afectar a sua actividade farma-
céutica, tém sido pesquisados, em particular, métodos que permitam uma preparagao este-

reoespecifica eficiente de intermediarios e também dos produtos finais de taxano.

Descricdo abreviada da invencéo

A presente invengdo proporciona métodos eficientes para a resolugdo de misturas enan-
tioméricas, de preferéncia misturas racémicas, de compostos {iteis como intermediarios para a
preparagio de taxanos, tais como o taxol, e consequentemente para a preparagdo estereoespecifica
de tais compostos.

Dito de forma concreta, a presente invengdo proporciona um método para a resolugio de
uma mistura [ que compreende os enantiémeros [a e Tb, em que o substituinte R' se encontra em
posigdo cis relativamente ao substituinte R?, tanto na formula Ta como na formula Ib, ou em que o
substituinte R! se encontra em posi¢do trans relativamente ao substituinte Rz, tanto na formula la

como na formula Ib:

A
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para se obter uma mistura II constituida pelos compostos de formulas a(1) e Ob(1):
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em que
o simbolo R’ representa um grupo hidroxi ou um grupo de formula geral -O-C(O)-R%;
o simbolo R? representa um grupo arilo, alquilo, alcenilo ou alquinilo;
o simbolo R’ representa um 4tomo de hidrogénio ou um substituinte de uma das formulas
gerais R', -C{0)-OR* ou -C(O)}-RY;
e o simbolo R* representa um grupo alquilo, alcenilo, alquinilo, arilo, cicloalquilo,
cicloalcenilo ou um heterociclo;
o qual compreende os seguintes passos (i) ou (ii):
(i) no caso de
o simbolo R' representar um grupo de formula geral -O-C(O)R" € 0 substituinte R* ser
seleccionado independentemente entre 0s grupos enunciados a proposito do subs-
tituinte R* anterior € um dos substituintes R'"* ou R'® ser igual a0 substituinte R'eo

outro dos substituintes R'* ou R'® ser um grupo hidroxilo,



entio realiza-se 0 passo que consiste em fazer contactar referida mistura I, na presenca de
agua e/ou de um alcool organico, com uma enzima hidrolase de éster carboxilico ou com um mi-
CrOrganismo que possua uma enzima hidrolase de éster carboxilico, em que a referida enzima ca-
talisa a hidrolise estereosseledﬁva da referida mistura I para proporcionar a referida mistura II; ou
(ii) no caso de
o simbolo R' representar um grupo hidroxilo e um dos substituintes R'* ou R'® ser um
grupo hidroxilo e o outro dos substituintes R'® ou R'® ser um grupo de formula geral
R*-C(0)-O- € o substituinte R* ser seleccionado independentemente entre 0s grupos
enunciados a proposito do substituinte R* anterior,
entiio realiza-se o passo que consiste em fazer cohtactar a referida mistura [, na presenga de
um composto de formula estrutural III:
RLC(O)-L (1)
em que o simbolo R* possui as significagdes definidas antes a proposito dos substituintes
R"™ ou R'® e o simbolo L representa um grupo removivel, com uma enzima hidrolase de éster
carboxilico ou com um microrganismo que contenha uma enzima hidrolase de éster carboxilico,
em que a referida enzima catalisa a hidrélise estereosselectiva da referida mistura I para pro-
porcionar a referida mistura I
Como variantes exemplificativas das conversdes estereosselectivas anteriormente
enunciadas referidas refere-se a hidrolise estereosselectiva, a esterificagdo estereosselectiva, a
transesterificagdo estereosselectiva e a desalogenacio estereosselectiva, em particular a hidrolise
ou a esterificagio estereosselectivas.
Os diversos grupos, tais como os grupos hidroxilo, que fazem parte dos compostos de
formula estrutural [, podem ser facultativamente protegidos quando utilizados nos métodos de

resolugiio da presente invengao; tais grupos podem ser facultativamente desprotegidos depois.



Descricdo minuciosa da invengdo

Seguidamente descreve-se mais minuciosamente 0s métodos da presente invengao.

Enantidmeros cis

Os pares de enantidmeros cis a seguir indicados podem ser separados pelos métodos

enzimaticos da presente invengao:

Rlo, ", “.RZ Rl R2
e
C N C—N,
<z Y,
o) \R3 O/ \R3
(Xa(1)) (Ib(1))

ou seja, os enantiomeros la e Ib em que o substituinte R' esta na posigdo cis relativamente

a0 substituinte RZ em qualquer das formulas Ia e Ib.
De acordo com os métodos da presente invengdo é preferivel resolver uma mistura de

enantiomeros cis, conforme descrito antes.

Enantiomeros trans

O par de enantidmeros trans a seguir indicados pode ser separado pelos métodos

enzimaticos da presente invengao:

1
R ‘Q‘Rz R l:,' R2
[
o?° N, C N
@) R O R3

(Ib(2))




isto é, os enantiomeros Ia e Ib em que o substituinte R! esta na posigdo trans relativamente

a0 substituinte R? em qualquer das formulas la e Ib.

Métodos preferivels para a resolucdo da mistura [

A mistura I, que é uma mistura enantiomérica de B-lactamas Ia e Ib, é resolvida

preferencialmente por hidrolise estereosselectiva.

Um método particularmente preferido para a resolugdo de uma mistura | constituida

por la(1) e Ib(1):
Rl"" “.Rz Rl R2
e
C N C ———N
z y. N
O \Ra O/ R3
(Ia(1)) (Ib(1))
em que

o simbolo R' representa um grupo alcanoiloxi ou hidroxi;
o simbolo R representa um grupo fenilo ou um grupo fenilo substituido; €

o simbolo R’ representa um atomo de hidrogénio ou um grupo fenilo, fenilo substituido,

fenil-carbonilo, fenil-carbonilo substituido ou terc-butoxi-carbonilo, em que o radical fenilo

substituido é um grupo fenol substituido por um atomo de halogénio ou por um grupo hidro-

xilo ou alcoxi.

Os métodos referidos supra podem ser utilizados para a resolu¢ao de outras misturas
enantioméricas da presente invengdo, embora seja preferivel a resolugdo dos enantiémeros cis

Ia(1) e Ib(1) referidos antes.

\F



~ Os pares de compostos assim preparados, tais como 0s compostos de formulas a(1) e
Ib(1), sio ndo enantioméricos € podem ser separados posteriormente para proporcionar
corﬁpostos opt_icamente activos, de preferéncia opticamente puros. E preferivel que a pureza
dptica seja superior a 99%, em particular superior a 99,5%.

A presente invengdo também proporciona um composto da mistura I praticamente isento

de outros isomeros, podendo tal composto ser preparado por métodos da presente invengao.

Definigbes

A expressdo “conversao estereosselectiva”, tal como aqui utilizada, refere-se a uma
reacgdo preferencial de um enantiomero relativamente ao outro, ou seja, uma reacgdo assimetrica
enantiosselectiva. De igual modo, as expressdes “hidrolise estereosselectiva” ou “esterificagéo
estereosselectiva” referem-se respectivamente a uma hidrélise ou a uma esterificagdo preferenciais

" de um enantiémero relativamente ao outro.

O termo “mistura”, quando. utilizado na presente invengdo a proposito de compostos
enantioméricos, designa misturas que contém quantidade iguais (racémicas) ou desiguais de
enantiomeros.

O termo “resolugdo”, tal como aqui utilizado, designa uma resolugao parcial e também, de
forma preferencial, uma resolugio completa.

A expressio “forma ndo enantiomérica”, tal como aqui utilizada, designa a estrutura de um
composto, origiﬁalmente um composto pertencente a um par enantiomérico, em que ha pelo
menos um grupo que foi modificado por forma a que o composto deixe de ser a imagem em

espelho plano do outro composto do par enantiomérico original.



As expressdes “processo enzimatico” ou “método enzimatico”, tal como aqui utilizadas,
referem-se a um processo ou a um método da presente invengdo em que se utiliza uma enzima
Ou um Microrganismo.

Os termos “alquilo”, “alcano” ou “alq”, tal como aqui utilizados, por si s0s ou fazéndo
parte de outro grupo, referem-se preferencialmente a hidrocarbonetos de cadeia linear e

ramificada, facultativamente substituidos, que contenham entre 1 e 15 atomos de carbono na

cadeia normal, de preferéncia entre 1 e 6 atomos de carbono, tais como os grupos metilo, -

etilo, propilo, isopropilo, butilo, t-butilo, isobutilo, pentilo, hexilo, iso-hexilo, heptilo, 4,4-di-
metilpentilo, octilo, 2,2 4-trimetilpentilo, nonilo, decilo, undecilo, dodecilo, os seus diversos
isémeros de cadeia ramificada e ndo so6. Como exemplos de substituintes é possivel indicar um
ou varios dos seleccionados entre os seguintes: atomos de halogénio (em especial o cloro) e
tri-halometilo, alcoxi (por exemplo, no caso de dois substituintes alcoxi formarem um grupo
acetal), arilo, tais como alquilarilo, haloarilo ou arilo insubstituido, cicloalquilo, tais como
alquil-cicloalquilo ou cicloalquilo insubstituido, hidroxi ou hidroxi protegido, carboxilo,
alquiloxi-carbonilo, alqgilamino, alquilcarbonilamino, amino, aril-carbonilamino, nitro, ciano,
tiol ou alquiltio. Os substituintes de gruposAalqui]o particularmente preferidos sdo os grupos
hidroxilo.

O termo “alcenilo”, tal como aqui utilizado, por si s6 ou fazendo parte de outro grupo,
designa preferencialmente os grupos facultativamente substituidos anteriormente descritos a
proposito dos radicais alquilo, contendo ainda pelo menos uma ligagdo dupla carbono a
carbono.

O termo “alquinilo”, tal como aqui utilizado, por si s6 ou fazendo parte de outro grupo,

designa preferencialmente os grupos facultativamente substituidos anteriormente descritos a



proposito dos radicais alquilo, contendo ainda pelo menos uma ligagdo tripla carbono a
carbono.

O termo “cicloalquilo”, tal como aqui utilizado, por si s6 ou fazendo parte de outro
grupo, designa preferencialmente grupos hidrocarbonados ciclicos € saturados, facultativamente
substituidos, que contenham entre 1 € 3 anéis e entre 3 ¢ 12 atomos de carbono nos anéis, de
.preferéncia entre 3 e 8 atomos de carbono nos anéis, indicando-se como exemplos os grupos
ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclo-hexilo, ciclo-heptilo, ciclooctilo, ciclodecilo, ciclo-
dodecilo e adamantilo. Como exemplos de substituintes refere-se um ou vérios grupos alquilo,
tais como os descritos antes, ou um ou varios dos grupos anteriormente descritos enquanto
substituintes de grupos alquilo.

O termo “cicloalcenilo”, tal como aqui utilizado, por si. s6 ou fazendo parte de outro
grupo, designa pfeferencia]mente grupos facultativamente substituidos, tais como os descritos
antes a proposito dos grupos cicloalquilo, contendo ainda pelo menos uma ligagdo dupla
carbono a carbono no sistema anelar.

Os termos “arilo” ou “ar”, tal como aqui utilizados, designam preferencialmente grupos
aromaticos monociclicos ou biciclicos, substituidos ou insubstituidos, que contenham entre 6
e 12 atomos de carbono na parte do anel, tais como 0s grupos fenilo, bifenilo, naftilo, fenilo
substituido, bifenilo substituido ou naftilo substituido. Como exemplos de substituintes (de
preferéncia trés ou menos) indica-se um ou varios dos grupos seguintes: alquilo, tal como um
grupo alquilo insubstituido, haloalquilo ou cicloalquil-alquilo, um atomo de halogénio, um
grupo alcoxi, tal como um grupo alcoxi insubstituido ou haloalcoxi, hidroxi, arilo, tal como
um grupo fenilo ou halofenilo, ariloxi, tal como um grupo fenoxi, R*-carboniloxi, em que o

simbolo R? possui as significagdes definidas antes, tal como um grupo alquilcarboniloxi ou
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benzoiloxi, alilo, cicloalquilo, alquilamino, dialquilamino, amido, tal como alquilcarbonilammo ou
arilcarbonilamino, amino, nitro, ciano, alcenilo, tiol, R’-carbonilo, em que o simbolo R’ possui as
significagdes definidas antes, ou um grupo metilenodioxi, em que o radical metileno pode ser
substituido por 1 ou 2 grupos alquilo inferior, 1, 2 ou 3 grupos arilalcenilo e/ou 1, 2 ou 3
grupos alquiltio.

Como exemplos de grupos arilo particularmente preferidos refere-se os grupos fenilo e
os grupos fenilo substituidos, em especial o fenilo substituido por um ou VArios grupos
hidroxilo, grupos alquilo e/ou alcoxi, tais como p-metoxifenilo, o-metoxifenilo, p-hidroxi-
fenilo, o-hidroxifenilo e m-hidroxifenilo.

Os termos “halogénio” ou “halo”, tal como aqui utilizados, designam os atomos de
cloro, bromo, flior e iodo, sendo preferiveis os atomos de cloro ou fluor.

O termo “heterociclo” designa preferencialmente grupos hidrocarbonados aromaticos
ou ndo aromaticos, monociclicos ou biciclicos, facultativamente substituidos e totalmente sa-
turados ou insaturados, que possuam 5 ou 6 atomos em cada anel e possuam pelo menos um
heteroatomo pelo menos num anel. O grupo heterociclico (heterociclo) possui preferen-
cialmente 1 ou 2 atomos de oxigénio, 1 ou 2 atomos de enxofre e/ou 12 4 atomos de azoto no
anel. Como exemplos de substituintes refere-se os atomos de halogénio ou 1, 2 ou 3 grupos
alcoxi(C,-Cg), 1, 2 ou 3 grupos hidroxi, 1, 2 ou 3 grupos fenilo, 1, 2 ou 3 grupos alcanoiloxl,
1, 2 ou 3 grupos benzoiloxi, 1, 2 ou 3 grupos halofenilo, 1, 2 ou 3 grupos alquilo, tais como 1,
2 ou 3 grupos aralquilo, 1, 2 ou 3 grupos alquilamino, 1,2 ou 3 grupos alcanoilamino, 1, 2 ou
3 grupos arilcarbonilamino, 1, 2 ou 3 grupos amino, 1, 2 ou 3 grupos nitro, 1, 2 ou 3 grupos
ciano e 1, 2 ou 3 grupos tiol. Como exemplos de grupos heterociclicos refere-se os seleccionados

entre 2- e 3-tienilo, 2- e 3-furilo, 2- e 3-pirrolilo, 2-, 3- € 4-piridilo, 2-, 4- ¢ 5-imidazolilo, 2- e
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3-pirrolidinib, 2-, 3- ou 4-piperidinilo, 2-, 3- e 4-azepinilo, 4-, 5-, 6- e 7-indolilo, 4-, 5-, 6- ¢ 7-
isoindolilo, 5-, 6-, 7- € 8-quinolinilo, 5-, 6-, 7- € 8-isoquinolinilo, 4-, 5-, 6- ¢ 7-benzotiazolilo,
4-, 5-, 6- e 7-benzoxazolilo, 4-, 5-, 6-. e 7-benzimidazolilo, 4-, 5-, 6- € 7-benzoxadiézolilo e 4-, 5-,
6- e 7-benzofurazanilo. |

A expressdo “grupo de protecgdo do radical hidroxilo”, tal como aqui utilizada, designa
um grupo capaz de proteger um grupo hidroxilo livre, ¢ a seguir a reac¢do em que tal grupo de
protecgdo ¢ utilizado pode entdo ser removido sem alterar a parte restante da molécula. A
multiplicidade de grupos de protec¢do para o radical hidroxilo e a sua sintesec podem ser
encontradoé na .publicaqéo “Protective Groups in Orgénic Synthesis” de autoria de T.W.
Greene, John Wiley and Sons, 1981, ou Fieser & Fieser. Como exemplos de grupos de protecgao
do radical hidroxilo refere-se os seleccionados entre metoximetilo, 1-etoxietilo, benziloximetilo,
(B-trimetilsililetoxi)-metilo, tetra-hidropiranilo, 2.2, 2-tricloro-etoxicarbonilo, t-butil(difenil)-

-sililo, trialquilsililo, tricloro-metoxicarbonilo e 2,2 2-tricloro-etoximetilo.

Materiais de partida

E possivel prepafar uma mistura [ de um material de partida, constituida pelos compostos
B-lactamas Ia e Ib, por métodos conhecidos pelos especialistas na matéria, tais como os descritos
no pedido de patente de invengio europeia n°® 400 971. Por exemplo, é possivel preparar uma
mistura racémica de compostos' cis-B-lactamas la e Ib mediantg a formagdo de uma imina de
formula geral:

R2-CH=N-R’
por reacgdo de um aldeido de formula geral:

R%-CHO
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tal como o benzaldeido, com um derivado aminado de formula geral:
HN-R?
tal como a p-metoxianilina.
A imina assim prepalada pode reagir depois com um cloreto de acilo de formula geral:
R'-CH,-C(0)-C/

tal como um cloreto de o-acetoxi-acetilo, para se obter uma mistura racémica de com-
postos cis-B-lactama de formulas estruturais Ia e Ib. Esta tltima reacgdo pode ter lugar na
presenca de uma base, tal como a trietilamina, num solvente, tal como o cloreto de metileno, a
uma temperatura da ordem de -20°C, seguindo-se o aquecimento até 25°C.

Por sua vez, o procedimento descrito supra pode ser seguido por uma modificagdo da
lactama formada, no caso de se desejar um material de partida que seja uma lactama diferente. Por
exemplo, ¢ possivel tratar um racemato de cis-1-p-metoxifenil-3-acetoxi-4-fenilazetidina-2-ona,
obtido conforme descrito antes, em acetonitrilo, a uma temperatura compreendida entre -10°C e
-5°C, com uma solugdo de nitrato de amonio cérico em agua para se obter um racemato de cis-3-
-acetoxi-4-fenilazetidina-2-ona. Por sua vez, este iltimo composto ainda pode ser, por exemplo,
hidrolisado, v.g com uma solugdo aquosa de hidroxido de potassio, para se obter cis-3-hidroxi-4-
-fenilazetidina-2-ona.

E possivel preparar uma mistura [V de material de partida que compreenda um racemato
dos compostos [Va e TVb, em conformidade com métodos conhecidos pelos especialistas na
maténia.

E posstvel obter mlstmas de partida diferentes das misturas racémicas, por exemplo,
mediante a adi¢do de um dos compostos Ia ou Ib a uma mistura racémica' I, ou por adi¢do de um

dos compostos [Va ou IVb a uma mistura racémica [V, em quantidades que ndo sejam iguais.
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As misturas de partida I ou IV podem conter, por exemplo, os diasteromeros dos
compostos Ia e Ib ou IVa e IVb, embora seja preferivel que os compostos sejam separados antes

da execucdo dos métodos de resolugio enzimatica da presente invengao.

Compostos preferidos

Os compostos cis de formula estrutural [ possuem uma configuragdo estereoisomeérica que

é preferivel quando tais compostos sao utilizados como intermediarios para a preparagdo de

taxanos, tais como o taxol. S&o particularmente preferidos os compostos das misturas I e II que

possuam a mesma configuracio absoluta correspondente & de um composto Ia em que o simbolo .

R' representa um grupo acetiloxi, o simbolo R? representa um grupo fenilo e o simbolo R’
representa um atomo de hidrogénio, na configuragdo 3R,4S.

E preferivel a resolugdo de B-lactamas de formula estrutural L.

Nos compostos da presente invengdo o substituinte R! ¢ preferencialmente um grupo
alcanoiloxi, por exemplo, um grupo alcanoiloxi insubstituido (v.g acetiloxi) ou hidroxi; o
substituinte R? ¢ preferencialmente um grupo fenilo ou um grupo fenilo substituido; e o substi-
tuinte R® é preferencialmente um atomo de hidrogénio ou um grupo fenilo, fenilo substituido, tal
como metoxifenilo ou hidroxifenilo, fenilcarbonilo, fenilcarbonilo substituido, alquilcarbonilo,
alcenilcarbonilo ou alcoxicarbonilo, tal como t-butoxicarbonilo.

A maior preferéncia € para os compostos em que

R' ¢ acetiloxi;

R? ¢ fenilo;

R? ¢ hidrogénio ou metoxifenilo;

R!? ¢ acetiloxi; e

\‘3
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R'® ¢ hidroxilo ou
em que
R! ¢ hidroxilo;
R? ¢ fenilo;
R? é hidrogénio;
R!? ¢ acetiloxi; e

R'® ¢ hidroxilo.

Enzimas e microrganismos

A enzima utilizada ou o milcrorganismo utilizado nos métodos da presente invengao
pode ser qualquer enzima ou qualquer microrganismo que tenha a capacidade de catalisar as
conversdes estereosselectivas, conforme aqui descrito. Ha varias enzimas, tais como esterases,
lipases e proteases, independentemente da sua origem ou grau de pureza, que sao adequadas
para efeitos de utilizagdo na presente invengdo. Por exemplo, a enzima pode ser obtida a
partir de formas enzimaticas de origem animal ou vegetal, ou suas misturas, células de
microrganismos, células desmembradas, extractos de células ou pode ser de origem sintética.

No que diz respeito a utilizagdo de microrganismos, os_métodos da presente invengao
podem ser praticados utilizando qualquer material celular microbiano que tenha a capacidade
de catalisar as conversdes estereosselectivas, conforme aqui descrito. As células podem ser
utilizadas na sua forma de células humidas intactas ou células secas intactas, por exemplo,
células liofilizadas, secas por micronizagdo ou secas por via térmica. As células também
podem ser utilizadas sob a forma de um material celular tratado, por exemplo, células des-

membradas ou um extracto de células. As células ou os materiais celulares podem ser
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utilizados no seu estado livre ou imobilizados sobre um suporte, por exemplo, por adsor¢do
fisica ou por retinéncia. -

Como exemplos de géneros de microrganismos adequados como fontes de enzimas catali-
sadoras refere-se os seleccionados entre Mucor, Escherichia, Staphylococcus, Agrobacterium,
Acinetobacter, Rhizopus, Aspergillus, Nocardia, Streptomyces, Trichoderma, Candida,
thdotomla, Torulopsis, Proteus, Bacillus, Alcaligenes, Pseudomonas, Rhodococcus,
Brevibacterium, Geotrichum, Enterobacter, Chromobacterium, Arthrobacter, Microbacterium,
Mycobacterium, Saccharomyces, Penicillium, Methanobacterium, Botrytis, Chaetomium,
Ophiobolus, Cladosporium e ndo s6. Também esta prevista a utilizagdo de células hospedeiras
modificadas por técnicas da engenharia genética.

Os microrganismos especificos adequados para efeitos de utilizagdo nos processo da
presente invengao sao seleccionados entre Chromobacterium viscosum, Pseudomonas Sfuorescens,
Pseudomonas putida, tal como ATCC 31303, Pseudomonas ovalis, Escherichia colj,
Staphylococcus aureus, Alcaligenes faecalis, Streptomyces griseus, Pseudomonas cepacia,
Candida rugosa, tal como ATCC 14830, Geotrichum candidum, tal como ATCC 32345,
Streptomyces clavuligerus, Nocardia erthropolis, Nocardia asteraides, Mycobacterium phlei,
Agrobacterium radiobacter, Aspergillus niger, Rhizopus oryzae € nao so. E possivel utilizar
uma, duas ou varias espécies de microrganismos ao executar 0s processos da presente invengao.

O termo “ATCC”, tal como aqui utilizado, designa o numero de acesso da Colecgdo
Americana de Culturas Tipo (American Type Culture Collection, 12301 Parklawn Drive,
Rockville, Maryland 20852) que ¢ a entidade depositaria do organismo assim designado.

Os métodos dé resolugdo da presente invengdo podem ser executados apos o desenvol-

vimento do(s) microrganismo(s) utilizado(s), ou em simultaneidade com o seu crescimento,
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sendo neste ultimo caso a fermentagdo e a resolugdo operagdes realizadas in situ. A criagdo
dos microrganismos pode ser efectuada por um especialista na matéria, por exemplo,
recorrendo a utilizagdo de um meio conveniente qﬁe contenha nutrientes, tais como fontes de
carbono e de azoto € .oligoelementos.

Como exemplos de enzimas adequadas, comercialmente disponiveis, utilizaveis na

presente invengao, refere-se as lipases, tais como Amano PS-30 (Pseudomonas cepacia), Amano

GC-20 (Geotrichum candidum), Amano APF (Aspergillus niger), Amano AK (Pseudomonas

sp.), Lipase de Pseudomonas fluorescens (Biocatalyst Ltd.), Amano Lipase P-30 (Pseudomonas
sp.), Amano P (Pseudomonas fluorescens), Amano AY-30 (Candida cylindracea), Amano N
(Rhizopus niveus), Amano R (Penicillium sp.), Amano FAP (Rhizopus oryzae), Amano Ap-12
(Aspergillus niger), Amano MAP (Mucor meihei), Amano GC-4 (Geotrichum candidum), Sigma
L-0382 e L-3126 (pancrease dos porcinos), Sigma L-3001 (germe de trigo), Sigma L-1754
(Candida cylindracea), Sigma L-0763 (Chromobacterium viscosum) ¢ Amano K-30 (Aspergillus
niger). Além disso, como exemplos de enzimas obtidas a partir de tecidos de animais, refere-
_se a esterase obtida a partir do figado de porco, a a-quimotripsina e a pancreatina obtidas a
partir do pancreas, tais como a Lipase Pancreatica dos Porcinos (da Sigma). E possivel utilizar
uma, duas ou varias enzimas ao praticar os processos da presente invengao.

As variantes preferenciais da presente invengdo s3o melhor descritas nos esquemas de
réacgiio seguintes. Apesar de estes esquemas de reacgao ilustrarem, por razdes de clareza, a
resolugio de determinadas misturas enantioméricas cis, faz-se observar que as variantes
descritas se aplicam também a resolugdo de outras misturas enantioméricas da presente

invengao.
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Esquema I de Reaccdo

Resolucdo por esterificacdo

Mistura enantiomeérica Produtos
. ' 1 2
HO%' - Rz _ ﬁ R a,' . . ‘\R
Ri—C—L B
C-—N I C—N
4 \ 4
(1) HO R2 RIE 2
C = — —
O// N\ - //C N
R3 0
R3

um dos substituintes R12 ou R16 = OH; o outro = R%-C-O—
As misturas I podem ser esterificadas selectivamente conforme ilustrado no esquema de

reacgdo [ anterior.

(A) Acilacio

A mistura I pode ser esterificada selectivamente para formar a mistura II e a mistura [V
pode ser esterificada selectivamente para formar a mistura V, mediante a utilizagdo de um agente
de acilagio de formula geral I1I:

R-C(O}L (M)

Na férmula geral III, o simbolo R* pode representar um grupo alquilo, alcenilo, alquinilo,
arilo, cicloalquilo, cicloalcenilo ou heterociclo. Como substituintes R* preferenciais na formula
geral T refere-se os grupos alquilo, tais como os grupos alquilo(C,-Ce), em eépecial 0 grupo

metilo. O simbolo L representa um grupo removivel que pode ser deslocado para formar um

L——
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grupo éster. Como exemplos de grupos L refere-se os atomos de halogénio € 0s grupos hidroxilo,
alcoxi ou alceniloxi. Como grupos L preferiveis refere-se os grupos alceniloxi, mais prefere-
ncialmente os grupos alceniloxi(C,-Ce), tais como os grupos CH,=CH-O e CH;~C(CH3)-O-. E
possivel utilizar qualquer agente de acilagio de formula estrutural I que efectue a esterificagao,
sendo particularmente preferidos o acetato de isopropenilo e o acetato de vinilo.

Para a pratica dos processos da presente mvengéo acrescenta-se um composto de formula
geral Il ao meio de reacgdo. As proporgdes molares preferidas, definidas pela razéo composto
ITI:compostos da mistura , estio compreendidas entre cerca de 1:1 e cerca de 4:1.

As enzimas ou 0S micforganismos utilizados nos procedimentos da presente invengdo so
de preferéncia lipases ou esterases ou microrganismos capazes de produzir tais enzimas. Como
enzimas, ou microrganismos, particularmente preferidas para utilizagdo nestes processos refere-se
as seleccionados entre Lipase P-30 de Pseudomonas sp., Lipase N de Rhizopus niveus, Lipase
APF de Aspergillus niger, Lipase GC-20 de Geotrichum candidum, Lipase AK de Pseudomonas
sp., Lipase AY-30 de Candida sp. Lipase de Pseudomonas fluorescens.

Uma enzima pode ser utilizada, por exemplo, no seu estado livre ou numa forma imo-
bilizada. Como variante preferencial da invengdo refere-se o caso em que a enzima se encontra
adsorvida sobre um veiculo adequado, v.g. terras de diatomaceas (‘Celite Hyflo Supercel’ porosa),
polipropileno microporoso (p6 de polipropileno ‘Enka Accu:el®’) ou num adsorvente polimérico
ndo iénico tal como ‘Amberlite® XAD-2" (polistireno) ou ‘XAD-7’ (poliacrilato) da empresa
“Rohm and Haas Co.”. No caso de se utilizar um veiculo para se imobilizar uma enzima, enﬁo
esse veiculo pode regular o témanho das particulas enzimaticas ¢ pode impedir a agregagdo das
particulas enzimaticas quando utilizado num solvente orginico. A imobilizagio pode ser

conseguida, por exemplo, efectuando a precipitagdo de uma solugdo aquosa da enzima com
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acetona fiia na presenga de ‘Celite Hyflo Supercel’, seguindo-se uma secagem hipobarica, ou no
caso de se utilizar um adsorvente polimérico ndo idnico, efectuando a incubagdo de solugdes
enzimaticas com o adsorvente numa revolvedora rotativa, removendo o €xcesso de solugdo e
secando as resinas adsorventes da enzima, sob pressdo hipobarica. De preferéncia, acrescenta-se a
enzima a solugdo de reacgdo para se conseguir concentragoes compre'endidas entre cerca de 5 €
cerca de 200 mg de enzima por cada mililitro (mL) de solvente. Embora seja desejavel utilizar a
minima quantidade possivel de enzima, a quantidade real de enzima que ira ser necessaria vai -
variar em fungdo da actividade especifica da enzima utilizada.

Estes processos também podem ser realizados utilizando células microbianas que con-
tenham uma enzima que tenha capacidade para catalisar as conversoes estereosselectivas. Quando
se utiliza um microrganismo para efectuar a resolugéo, estes procedimentos sdo convenientemente
executados acrescentando ao meio de reacgdo desejado as células e a mistura enantiomérica que
constitui o material de partida. As células podem ser utilizadas sob a forma de células intactas,
células secas, tais como células liofilizadas, secas por atomizagio ou secas por via térmica, células
imobilizadas, ou células tratadas com solventes organicos, tais como a acetona ou 0 tolueno. As
células também podem ser utilizadas sob a forma de um material celular trafado, por exemplo,
células desmembradas ou extractos celulares. Também € possivel utilizar extractos celulares imo-
bilizados sobre produtos de polipropileno de tipo ‘Celite™ ou ‘Accurel™, conforme anteriormente

| descrito.

A incubagio do meio de reacgio realiza-se preferencialmente a uma temperatura com-
preendida entre cerca de 4°C e cerca de 60°C e mais preferencialmente realiza-se a uma tem-
peratura compreendida sensivelmente entre 30°C e 50°C. O periodo de reacgdo pode variar

convenientemente em fungdo da quantidade de enzima utilizada e da sua actividade especifica. Os
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periodos de reacgdo tipicos, a temperatura de 30°C para purezas 6pticas de 98% e superiores, sdo
pelo menos de cerca de 24 horas e podem ir até cerca de 72 horas no caso de conversdes mais
intensas e purezas Opticas mais altas, v.g. purezas épticaé superiores a 99,5%. E possivel diminuir
os periodos de reacgdo aumentando a temperatura de reacgdo e/ou aumentando a quantidade de

enzima que ¢ acrescentada a solugdo de reac¢ao.

Esquema II de Reaccdo
Resolucio por hidrolise
‘Mistura enantiomérica Produtos
4
R \C //O r
\O. R? Rh"'v. o R?
Q" .“\ L)
éC—N\ H,0 e/ou Ofc-N\
RES R’ - R m
N 2 alcool organico RI® R?
//C R
T
g R3 'R3

um dos substituintes R12 ou R1b = R%-C—0—; o outro = OH.

Conforme ilustrado no esquema II de reacgdo anterior, as misturas [ podem ser hidro-
lisadas selectivamente para se obter as misturas II, utilizando agua ¢/ou um alcool organico.
Nos compostos enantioméricos de partida os grupos R*, que fazem parte de R, sio de preferéncia
grupos alquilo e mais preferencialmente sao grupos alquilo(C,-Cs), tais como o grupo metilo.

Como alcool orgénico é possivel utilizar um composto de férmula geral IX:

R®-OH (IX)
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em que o simbolo R® representa um grupo alquilo, alcenilo, alquinilo, arilo, cicloalquilo,
cicloalcenilo ou um heterociclo, representando o simbolo R®, de preferéncia, um grupo alquilo, tal
como um grupo metilo. A utilizagdo do alcool orgénico de formula geral IX pode dar origem a
formago do subproduto éster de formula geral R*-C(0)-OR®. A utilizagdo de agua como agente
de hidrolise péde dar origem a formagéo do subproduto 4cido de formula geral R%-C(O)-OH. Para
se manter constante o valor do pH, 4 medida que vdo sendo gerados subprodutos acidicos, pode
ser acrescentada uma base, tal como um hidréxido de um metal alcalino. No caso de se utihzar
um alcool organico IX acrescenta-se preferencialmente uma quantidade que d€ origem a uma
proporgdo molar entre composto IX:compostos de misturas I ou IV compreendida entre cerca de
1:1ecercade 4:1.

Nestes processos sdo utilizadas preferencialmente enzimas solﬁveis em éagua, capazes de
catalisar a hidrolise estereosselectiva. Sdo especialmente adequadas, nos processos da presente
invengdo, as lipases e as esterases e também a pancreatina ¢ a o-quimotripsina. E possivel utilizar
as formas impuras ou as formas purificadas destas enzimas, no seu estado livre ou imobilizﬁdas
num suporte. Nos processos da presente mvengdo sao particularmente aconselhaveis as enzimas
Lipase PS-30 de Pseudomonas sp. (Pseudomonas cepacia) (Amano Int’l) (de preferéncia livre ou
imobilizada numa resina, tal como um dos produtos XAD-7, XAD-2 ou Accurel®, conforme
descrito supra), Lipase P-30 (Amano) de Pseudomonas sp., Lipase GC-20 de Geofrichum

candictum ((Amano Int’l), Lipase N de Rhizopus niveus (Amano Int’l), Lipase APF de Aspergillus

niger (Amano Int’l), Lipase AY-30 de Candida sp. (Amano), Lipase AK de Pseudomonas sp. -

(Amano Int’l), Lipase de Psendomonas fluorescens (Biocatalyst Ltd.) e a Lipase Pancretica dos
Porcinos (Sigma Chem.).
As hidrolises referidas antes so realizadas preferencialmente em meio aquoso tamponado

ou ndio tamponado ou num sistema solvente bifasico constituido por uma fase organica, imiscivel

\l?
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com a 4gua, e por uma fase aquosa. A utilizago de um sistema solvente bifasico pode aumentar a
eficiéncia de tais processos se o material do substrato for insohavel em agua.

Os solventes para a fase orgnica de um sistema solvente bifasico podem ser todos os
solventes orgnicos imisciveis com a 4gua, tais como 0s seleccionados entre tolueno (que €
preferivel), ciclo-hexano, xileno, tricloro-trifluoroetano e ndo so. A fase aquosa ¢ constituida
convenientemente por agua, de preferéncia agua desionizada, ou pode ser constituida por uma
solugdo aquosa tamponada conveniente, em especial uma solugdo com tampéo fosfato. O sistema
solvente bifasico contém preferencialmente entre cerca de 10% e 90% em volume de fase organica
e entre cerca de 90% e cerca de 10% em volume de fase aquosa € mais preferencialmente contem
exacta ou aproximadamente 20% em volume de fase organica e exacta ou aproximadamente 80%
em volume de fase aquosa.

Considera-se particularmente preferencial um sistema de reacgdo constituido por um
sisterna solvente bifasico, conforme descrito supra, uma quantidade de mistura enantiomérica, que
constitui o material de partida, compreendida entre cerca de 0,1 mg e cerca de 100 mg por cada
mililitro (mL) de solvente bifasico, € uma ou vérias enzimas numa quantidade compreendida entre
cerca de 0,1 mg e cerca de 100 mg de enzima por cada miligrama (mg) de material de partida que
se pretenda hidrolisar.

Num caso exemplificativo de tais processos, comega-se com a preparagdo de uma solu¢ao
aquosa das enzimas que irdo ser utilizadas. Por exemplo, é possivel acrescentar a(s) enzima(s)
preferida(s) a uma quantidade adequada de um solvente aquoso, tal como uma solugdo tamponada
com fosfato, ou de tipo idéntico. De preferéncia, ajusta-se para cerca de 7,0 e assim se mantém o
valor do pH desta mistura, utilizando para tal, preferencialmente, um hidroxido, um carbonato ou

um bicarbonato de um metal alcalino em solugio aquosa. De preferéncia recome-se a
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centrifugagio a uma temperatura reduzida (v.g. 4°C) para se obter a parte aquosa do sistema
solvente bifasico que contém a enzima. Depois forma-se ¢ deixa-se arrefecer uma emulsdo do
material de partida enantiomérico num solvente orgnico e num solvente aquoso. A hidrolise
enantiosselectiva pode ser efectuada acrescentando a esta emulséo o solvente aquoso que contém a

enzima, de preferéncia sob agitagéo permanente € arrefecimento.

O periodo de reac¢do pode varar de enzima para enzima, mas os periodos de reacgdo

vulgares estdo compreendidos aproximadamente entre 24 horas e 72 horas, dependendo 1sso

da temperatura e da concentragdo da enzima. De preferéncia sdo utilizadas temperaturas com-

preendidas entre cerca de 4°C e cerca de 60°C.

Separacdo

E possivel isolar e purificar os produtos das conversdes estereosselectivas, recorrendo a
metodologias conhecidas, tais como a extrac¢do, a destilagdo, a cristalizag@o, a cromatografia

em coluné e ndo sO..

Um método preferido para efectuar a separagdo das misturas de produtos formadas
pelos métodos da presente inveﬁc;ﬁo consiste em repartir os compostos indesejados € 0s
desejados da mistura que constitui o produto obtido entre dois ou varios liquidos imisciveis

em que tais compostos tenham solubilidades diferentes. E preferivel utilizar agua e um liquido

organico imiscivel com a agua.

Utilidade

Os taxanos sio diterpenos que contém a estrutura de carbono do taxano:

B
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CH,

CH,

estrutura essa que pode conter insaturagoes etilénicas nos seus sistemas anelares. S&o

CH,

particularmente interessantes 0s taxanos que possuem a estrutura carbonada indicada ante-

riormente, em que as posigdes 11,12 estdo ligadas por uma ponte etilénica e em que a posigdo

13 contém uma cadeia lateral, sendo tais taxanos exemplificados pelo taxol. Os taxanos
farmacologicamente activos, tais como o taxol, podem ser utilizados como agentes antiturnorais
para tratar pacientes que padegam de cancros, tais como o cancro do ovario, o melanoma, o
cancro da mama, do colon ou do pulméd e a leucemia.

Os compostos resolvidos, obtidos pelos métodos da presente invengdo, sdo particularmente
{iteis como intermediarios na formagdo da ja referida cadeia secundaria na estrutura do taxano. A
adi¢do de tal cadeia lateral, em si mesma, pode conferir uma maior ou mais desejavel actividade
farmacologica ao produto de taxano, ou pode formar um produto de taxano que seja mais
facilmente convertido num taxano que possua uma actividade farmacologica maior ou mais
desejavel do que a do composto de partida.

Os compostos resolvidos em conformidade com 0s métodos da presente inven¢do podem
ser modificados antes de serem utilizados na formagao da cadeia lateral. Por exemplo, 0s
compostos resolvidos que contenham um grupo azida N, enquanto substituinte W, podem ser
tratados com um agente redutor para proporcionar um grupo amina que pode ser substituido.

Como exemplos de métodos para a formagdo da cadeia lateral e de produtos de taxano que

podem ser formados utilizando tais métodos, refere-se os que vém descritos nas patentes de
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invengdo norte-americanas n* 4 924 011 e 4 924 012 e no pedido de patente de invengdo europeia
n° 400 971.

Nos métodos da presente invengdo ¢é possivel utilizar ou preparar, conforme for conve-
niente ou desejavel, sais ou solvatos de reagentes ou produtos.

Os métodos da presente invengdo sdo descritos mais minuciosamente por meio dos
exemplos seguintes. Tais exemplos tém apenas fins ilustrativos e ndo se pretende com eles

limitar o ambito das reivindicagdes anexas.

Exemplo 1

Hidrélise estereosselectiva de (i-)-cis—3-acetoxi-4-fenil-2—azetidinona

Substrato: o composto racémico em epigrafe, ou seja,

0O
Z
CH;- ¢~ o
N\ -7
O’. \C5H5 CH3 C\ : :
“ ) ‘\“ O CGHS
€
C—N
4 \ —
= 0 To(1)) i
Produto:
(+)-cis-3-acetoxi-4-fenil-2-azetidinona
0]
CH,-CZ
\
C—N e
O \H

\’\%



26

(-)—cis-3-hidroxi—4—fenil—2-azetidinona

HQ CeHs
C=——-N
O/ \H
(Ib(1))

Preparou-se uma mistura de reac¢do em 1 L de tampdo de fosfato de potassio 25 mM a
pH 7,0 contendo 8-g de substrato € 80 g de lipase PS-30 obtida a partir de Pseudomonas sp.
(Amano Intenational Co.). Efectuou-se a reacgdo a temperatura de 30°C, sob agitégﬁo a 150
rotagdes por minuto (r.p.m.). Durante a reacgdo manteve-se a mistura de reacgdo a um valor
de pH 7,0 com NaOH 5N, utilizando para tal um dispositivo de estabilizagdo do pH. A reacgio de
hidrolise foi verificada por cromatografia em liquido de elevado rendimento. Periodicamente,
foram retiradas amostras de 1 mL e extraidas com 4 mL de acetato de etilo. Separou-se a camada
de acetato de etilo, evaporou-se até a secura pfocedeu—se a uma analise por CLER para pesquisa
das concentragdes do substrato e do produto e da pureza 6ptica do produto. Os resultados

obtidos estdo enumerados no quadro 1 seguinte.

Quadro 1
Periodo de reac¢do Conversio Rendimento Pureza optica percentual
(horas) (% de produto 1Ib) (% produto 1Ib) (%) do produto Ila
24 13,5 86,5 -
48 28,0 72,0 -
72 40,0 60,0 -
96 51,0 49,0 >99.6

iﬁ
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Uma mistura II em que o substituinte R?éum grupo fenilo, o substituinte R? é um atomo
de hidrogénio, o substituinte R'* ¢ um grupo acetiloxi € o substituinte R'® é um grupo hidroxilo,
tal como aquela que foi preparada supra, pode ser separada por um processo de parti¢do, uma
vez que o composto IIb possui uma solubilidade em agua superior & do composto lla. Um
procedimento particularmente preferido para a separagdo destes compostos a partir de uma

mistura aquosa consiste nos passos seguintes: (1) extracgdo com acetato de etilo; (2) separagdo da

camada organica e adigdo de heptano para formar uma mistura de acetato de etilo:heptano (a -

1:1 em volume), seguindo—sé duas lavagens com 4gua (a 1:1 em volume, cada uma com HO:
-acetato de etilo/heptano). As camadas orgénicas obtidas no passo (2) contém preferencialmente o
composto [la e nenhum composto Ib. E possivel efectuar ainda outra separagio destes compostos
a partir das camadas aquosas, que podem conter pequenas quantidades de composto Ila,
efectuando novas extracgdes com acetato de etilo/heptano seguindo-se as lavagens com

solugdes aquosas (tal como uma solugdo aquosa de NaCl a 5%-10% p/p ou somente com agua).

Exemplo 2

Hidrolise estereosselectiva de (£)- 1-(4-metoxifenil)-cis—3—acetoxi-4-fenil-2-azetidinona

Substrato: 0 composto racémico em epigrafe, ou seja, -

,0

| & 0
H;C- 4
3¢ C\q H;C-C:\
€
C N
4 C N
o y
O/
(1a(1)) OCH, (Tb(1))

¥
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Produto:
Ao
q"‘:. ‘,.Ph _
HO R
e
C N
Y.
8) C N
Y
o/
OMe .
(TIa(1)) ALY

OMe

Preparou-se uma mistura de reacgdo em 1 L de tampao de fosfato de potassio 25 mM a
pH 7,0 contendo 8 g de substrato ¢ 50 g de lipase PS-30 obtida a partir de Pseudomonas sp.
(Amano International Co.). Efectuou-se a reacgdo a temperatura de 30°C, sob agitagdo a 150
r.p.m.. Durante a reac¢ao manteve-se a mistura de reacgo a um valor de pH 7,0 com NaOH
5N, utilizando para tal um dispositivo estabilizador do pH. A reacgio de hidrolise foi verificada
por cromatografia em liquido de elevado rendimento. Periodicamente, foram retiradas amostras de
1mLe extraidas com 4 mL de acetato de etilo. Separou-se a camada de acetato de etilo,
evaporou-se até  secura e procedeu-se a uma analise por CLER para pesquisa das concentragdes

do substrato e do produto e da pureza dptica do produto. Os resultados obtidos estio enumerados

no quadro 2 seguinte.
Quadro 2
Periodo de reacg¢do Conversao Rendimento Pureza Optica percentual
(horas) (% de produto 1Ib) (% de produto IIb) (%) do produto Ila
24 12 88 -
48 36 64 -
72 43 ' 57 -
96 52 48 - >99.7
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Exemplo 3

Hidrolise estereosselectiva de (4)-cis-3-acetoxi-4-fenil-2-azetidinona utilizando uma enzima

- imobilizada

O substrato utilizado e o produto obtido foram os referidos no exemplo 1 anterior.

Imobilizacdo da enzima

Para os procedimentos de imobilizagdo foram utilizados trés veiculos diferentes:
XAD-7 (adsorvente polimérico ndo iénico de tipo Amberlite XAD-7, resina de poliacrilato de
malha 20-60), XAD-2 (adsorvente polimérico ndo iénico de tipo Amberlite XAD-7, resina de
polistireno de matha 20-60) e Accurel PP (resina de polipropileno de 200-400 pm).

Dissolveu-se 10 g de lipase PS-30 impura, foecida por Amano, em 25 mL de agua
destilada e centrifugou-se a 10000 r.p.m. durante 10 minutos para se obter um sobrenadante
limpido. Colocou-se 1,3 g do veiculo num frasco de 25 mL, lavou-se 5 vezes com metanol,
adicionou-se a uma solugdo enzimatica contida num baldo e agitou-se suavemente numa re-
volvedora rotativa, a temperatura ambiente. A adsor¢do da enzima sobre o veiculo foi
verificada periodicamente por um ensaio com lipase (utilizando como substrato uma emulsdo
de azeite da Sigma) e pelas proteinas que ficaram no filtrado. Foram conseguidas eficiéncias
de adsorgdo de 68%, 71% e 98% utilizando respectivameﬁte as resinas XAD-7, XAD-2 ¢
Accurel.. Apds a imobilizagdo total (20 a 24 horas) filtrou-se a massa de veiculo-enzima
através de um filtro ‘Millipore’ e lavou-se o veiculo com cerca de 300 mL de agua destilada.
Depois secou-se em estufa hipobarica, 4 temperatura ambiente, 0 veiculo que continha a

lipase imobilizada.
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Utilizacdo da enzima imobilizada

Efectuou-se uma avaliagio da enzima imobilizada em termos da reacgdo de hidrolise
enzimatica descrita no exemplo 1. Procedeu-se a preparagdo de nﬁsturas de reacgdo em reci-
pientes com um volume de 20 mL (18 mL de tampdo de fosfato de potassio 25 mM a pH 7,0
e 2 mL de tolueno), contendo 200 mg de substrato, tal como descrito no exemplo 1, € 200 mg
da lipase PS-30 imobilizada, anteriormente preparada. As reacgdes decorreram conforme

descrito no exemplo 1. Os resultados obtidos estdo agrupados no quadro 3.

uadro 3

Avaliacdo da enzima imobilizada na reac¢do de hidrolise estereosselectiva

Suporte Periodo de Conversao Rendimento Pureza Optica percentual
imobilizado  reaccdio (horas)  (%edeprodutolb) (o de produto I1a) (%) do produto la
XAD-2 72 52 48 >99,5
XAD-7 72 53 47 >99.5
Accurel PP 72 51 49 >99.5
Exemplo 4

Hidrélise estereosselectiva de (i)-cis-3-acetoxi-4-feni1—2-azeﬁdinona, variando a lipase

utilizada
O substrato utilizado e o produto obtido foram os referidos no exemplo 1 anterior.
Neste exemplo foram realizadas diversas reacgdes em que foram utilizadas lipases obtidas a
partir de fontes diferentes.
Em cada reacgdo a correspondente mistura, em 20 mL de tampdo de fosfato de potassio

25 mM a pH 7,0, continha 1 g de lipase impura ¢ 50 mg de substrato. As reacgdes decorreram
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a temperatura de 25°C, utilizando um dispositivo de estabilizagdo do pH regulado para o valor

de pH 7,0. Os resultados obtidos estdo agrupados no quadro 4 seguinte.

uadro 4
Enzima Fonte Conversio  Rendimento Pureza Optica
(%) 1Ib (%) Ila percentual (%) Ila

Lipase P-30 de Pseudomonas sp. Amano Int. 69 31 >99,5
Lipase GC20 de Geotrichum candichem ~ Amano Int. 60 40 100
Lipase N de Rhizopus niveus Amano Int. 70 30 >99,5
Lipase APF de Aspergillus niger Amano Int. 80 20 >99,5
Lipase AY-30 de Candida sp. ' Amano Int. 65 35 100
Lipase AK de Pseudomondas sp. Amano Int. 63 37 | 100

~ Lipase de Pseudomonas fluorescens Biocatalyst Ltd. 64 36 >99,5
Lipase Pancredtica dos Porcinos Sigma Chem. 65 35 99,0

Exemplo 5

Acetilaciio (esterificacdio) estereosselectiva de (4)-cis-3-hidroxi-4-fenil-2-azetidinona

Substrato: 0 composto racémico em epigrafe, ou seja,

Ho’o, K3 Ph HO
" K \ Ph
e
N
(o) \H O/ N\H
(Ta(1)) ab(1y)

Produto:

(+)-cis-3-acetoxi-4-fenil-2-azetidinona




AcO, Ph
N
) “H
(Ia(1))
€

(-)-cis-3-hidroxi-4-fenil-2-azetidinona

HO, Ph

N\
(1))
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Neste exemplo foram realizadas diversas reacgdes em que foram utilizadas lipases obtidas

a partir de fontes diferentes.

Em cada reacgdo a correspondente mistura, em 25 mL de tolueno, continha 1 g de lipase

impura, 100 mg de substrato, 800 mg de acetato de isopropenilo e 0,05% de agua. As reacgdes

decorreram a temperatura de 30°C € a 100 r.p.m. numa revolvedora rotativa. Os produtos € 0s

substratos foram analisados por CLER. Os resultados obtidos estdo agrupados no quadro 5

seguinte.

Enzima*

Lipase P-30
Lipase GC-20
Lipase AY-30
Lipase N

uadro 5
Fonte Conversio Pureza 6ptica
(%) lla percentual (%) Ila
Amano Int. 48 >99.2
Amano Int. 42 >99,1
Amano Int. 36 >98.0
Amano Int. 32 >08.,5

* Ver o quadro 4 anterior para informag3es sobre a fonte dos microrganismos.
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Reivindicacoes

Meétodo para a resolugio de uma mistura I que compreende os enantiomeros la € Ib, em
que o substituinte R! se encontra em posigdo cis relativamente ao substituinte R, tanto na
formula Ia como na férmula Ib, ou em que o substituinte R! se encontra em posi¢do trans

relativamente ao substituinte R?, tanto na formula [a como na formula Ib:

Rlc, “.RZ Rl Rz
€
oéc N\R3 0ﬁc N\R3
(1) (o)

para se obter uma mistura II constituida pelos compostos de formulas [fa(1) e b(1):

Rlac' \Rz th R2
e
C N C N
Oé \Rs O// “ R3
(02 ([b)

em que

o simbolo R' representa um grupo hidroxi ou um grupo de formula geral -O-C(O)-R”;

o simbolo R? representa um grupo arilo, alquilo, alcenilo ou alquinilo;

o simbolo R representa um atomo de hidrogénio ou um substituinte de uma das férmulas
gerais R*, -C(0)-OR" ou -C(O)-R’;

e o simbolo R* representa um grupo alquilo, alcenilo, alquinilo, arilo, cicloalquilo, ciclo-

alcenilo ou um heterociclo;



o qual compreende 0s seguintes passos (1) ou (1n):
(i) no caso de |
o simbolo R! representar um grupo de formula geral -0-C(0)-R* & o substituinte R? ser
seleccionado independentemente entre os grupos enunciados a proposito do substituinte R?
anterior e um dos substituintes R'® ou R'® ser igual ao substituinte R! e o outro dos subs-
tituintes R™ ou R'® ser um grupo hidroxilo,
entdo realiza-se 0 passo que consiste em fazer contactar a referida mistura L, na presenga de
4gua e/ou de um alcool orgnico, com uma enzima hidrolase de éster carboxilico ou com um
microrganismo que possua uma enzima hidrolase de éster carboxilico, em que a referida
enzima catalisa a hidrolise estereosselectiva da referida mistura I para proporcionar a referida

mistura II; ou
(ii) no caso de
o simbolo R' representar um grupo hidroxilo e um dés substituintes R'* ou R'® ser um grupo
hidroxilo & o outro dos substituintes R'® ou R'® ser um grupo de formula geral R*-C(0)-O- e
o substituinte R* ser seleccionado independentemente entre 0s grupos enunciados é pro-
posito do substitujnte R* anterior,
entdo realiza-se o passo que consiste em fazer contactar a referida mistura I, na presenca de
um composto de formula estrutural [II:

R-C(O)-L (1)

em que o simbolo R* possui as significagdes definidas antes a proposito dos substituintes R'"
ou R'® e o simbolo L representa um grupo removivel, com uma enzima hidrolase de éster
carboxilico ou com um microrganismo que contenha uma enzima hidrolase de éster carbo-

xilico, em que a referida enzima catalisa a hidrolise estereosselectiva da referida mistura I

¢
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para proporcionar a referida mistura II.

Meétodo de acordo com a reivindicagdo 1, em que se utiliza uma mistura I constituida

por [a(1) e Ib(1):
RI."« .\‘Rz Rl R2
€
C N C N
i 4 \
(o) \R3 o/ R3
(Ia(1)) (Ib(1))
em que

o simbolo R' representa um grupo alcanoiloxi ou hidroxi;

o simbolo R? representa um grupo fenilo ou um grupo fenilo substituido; e

o simbolo R® representa um atomo de hidrogénio ou um grupo fenilo, fenilo substituido,
fenil-carbonilo, fenil-carbonilo substituido ou terc-butoxi-carbonilo, em que o radical
fenilo substituido é um grupo fenol substituido por um atomo de halogénio ou por um

grupo hidroxilo ou alcoxi.

Método de acordo com uma qualquer das reivindicagdes 1 ou 2, em que 0 simbolo L

representa um atomo de halogénio ou um grupo hidroxi, alcoxi ou alceniloxi.

Método de acordo com uma qualquer das reivindicagdes 1 ou 2,
em que

R' é acetiloxi;



R%¢ fenilp;
R3¢ hidrogénio ou metoxifenilo;
R!® ¢ acetiloxi; e

R'® ¢ hidroxilo.

Método de acordo com uma qualquer das reivindicagdes 1 a 3,
em que

R' é hidroxilo;

R2é fenﬂo;

R’ ¢ hidrogénio;

R'? é acetiloxi;

R ¢ hidroxilo.

Método de acordo com a reivindicagdo 5, em que o composto de formula geral Il € o

acetato de isopropenilo.

Meétodo de acordo com uma qualquer das reivindicagSes anteriores, em que a enzima €

uma esterase, uma lipase ou uma protease.

Método de acordo com a reivindicagdo 7, em que a referida lipase ¢ seleccionada entre
lipase PS-30 de Pseudomonas sp., lipase P-30 de Pseudomonas sp., lipase GC-20 de
Geotrichum candidum, lipase N de Rhizopus niveus, lipasé APF de Aspergillus niger, lipase
AY-30 de Candida sp., lipase AK de Pseudomonas sp., lipase de Pseudomonas fluorescens

e lipase pancreatica dos porcinos.



10.

11.

12.

13.

14.

Método de acordo com a reivindicagdo 7, em que 2 enzima é uma lipase PS-30 de

Pseudomonas sp..

Método de acordo com a reivindicagio 7, em que a enzima é uma lipase seleccionada
entre lipase PS-30 de Pseudomonas sp., lipase GC-20 de Geotrichum candidum, lipase

AY-30 de Candida sp. ¢ lipase N de Rhizopus niveus.

Método de acordo com uma qualquer das reivindicagoes anteriores, em que O substi-
tuinte R! se encontra em posi¢do cis relativamente a0 substituinte R?, tanto na formula la

como na férmula Ib.

Método de acordo com uma qualquer das reivindicagdes anteriores, em que O substi-
tuinte R' se encontra em posigao trans relativamente a0 substituinte R?, tanto na formula Ia

como na férmula Ib.

Método de acordo com a reivindicagdo 11, em que a mistura [ é constituida por (£)-cis-
-3-acetoxi-4-fenil-2-azetidinona ou (i)-1-(4—metoxifeni1)—cis—3-acetoxi—4—feni1—2—azeﬁdinona

ou (i')-cis-3_-hidroxi-4-fenil-2-azetidinona.

Meétodo de acordo com uma qualquer das reivindicagdes anteriores, em que 0S COMpostos

nio enantioméricos obtidas sdo ainda separados mediante a execugdo de um passo de

separagdo.
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15. Meétodo de acordo com a reivindicagdo 14, em que o referido passo de separagdo € um

passo de extracgdo, destilagdo, cristalizagdo ou cromatografia em coluna.

16. Método de acordo com uma qualquer das reivindicagOes anteriores, em que um COmpOsto

obtido por tal método é utilizado para a preparagdo de um taxano.

17. Método de acordo com a reivindicagdo 16, em que o referido taxano é o taxol.
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