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Memoria descritiva referente a

patente de invengao de GIST-BRO
CADES NV, holandesa, industrial
e comercial com sede em Waterin
gseweg 1, P.O. Box 1, 2611 XT
Delft, Holanda e de SHELL INTER
NATIONALE RESEARCH MAATSCHAPPIJ
B.V., holandesa industrial e co
mercial, com sede em Carel van
Bijlandtlaan 30, P.O. Box 162,
2501 AN Den Haag, Holanda (in-
ventores Gareth Thomas Phillips,
residente no Reino Unido, Mauro
Attilio Bertola, Arthur Friedri
ch Marx e Hein Simon Koger, re-
sidentes na Holanda), para "PRO
CESSO PARA A PREPARACAO DE ESTE
RES DO ACIDO 4-(2,3-EPOXIPROPO-
XI)-FENILACETICO E DO ACIDO 4-
- (2-HIDROXI-3~ISOPROPILAMINO-
~PROPOXI)-FENILACETICO E/OU DE
ATENOLOL SOB FORMA ESTEREOESPE-
CIFICA"

MEMORIA DESCRITIVA

A presente invencgao refere-se a um
processo para a preparagao de atenolol (4- (2-hidroxi-3-isopropil
aminopropoxi)-fenilacetamida) sob forma estereospecifica e de
sais desse produto farmaceuticamente aceitaveis, por exemplo sais

de adigao de acido bem como para a produgdo de ésteres de acido




4-(2,3~epoxipropoxi)~-fenilacético e do acido 4-(2-hidroxi-3-iso-
propilamino-propoxi)-fenilacético sob forma estereospecifica.

Muitos compostos biologicamente ac-~
tivos sd3o sintetizados sob a forma duma mistura de estereoisdme-
ros. Estas misturas sao frequentemente usadas sob essa forma em
aplicagdes agricolas e farmaceuticas. Normalmente a maior parte
da actividade bioldgica desejada reside num Gnico estereoisdmero,
de maneira que quando a mistura contém dois ou mais estereoisémg
ros, a poténcia da mistura & reduzida. A razao principal para se
continuarem a usar as misturas de estereoisOmeros & porque O cus
to da separagao dos estereoisOmeros excede a potencial vantagem
de um possivel aumento da actividade. De qualquer modo, & mani-
festo que os farmacologistas modernos estao-se a tornar gradual-
mente mais atentos a outras implicagdes de administragao de mis-
turas em que um ou mais estereoisOmeros tém que ser encarados
n3o sO como meras impurezas, as quais podem nao ter o efeito te-
rapéutico desejado, mas que podem para alem disso ter outros efei
tos fisiologicos indesejados, incluindo toxicidade.

_ Alguns exemplos sao citados em se-
guida para ilustrar a associagdao da actividade bioldgica com um
tnico estereoisdmero.

Dentro da area farmacéutica, a maioxy
parte dos agentes blogqueadores beta-adrenérgicos sao apresenta-
dos como misturas apesar de a actividade residir num sO estereo-
isOmero. Num exemplo, um produto farmacéutico conhecido por labe
talol tem uma acgdo bloquadora alfa-adrenérgica e uma acgao blo-
queadora beta-adrenérgica as quais tem sido demonstrado serem im
putaveis a dois pares de isOmeros da mistura de quatro.

N. Toda et al. descreveram em J.
Pharmacol. Exp. Ther. 207 (1978) 311 que (-)-metoprolol & 270 a
380 vezes mais potente que (+)-metoprolol na acgdo de atenuar a
resposta de musculos do atrio e da traqueia de coelho ao isopro-
terenol (um estimulador dos beta-adenorecetores).

Hoje em dia as vias de sintese para
os estereoisOmeros bloqueadores beta implicam geralmente resolu-
¢oes quimicas ou sinteses quimicas bastante demoradas a partir

de percursores estereoisdoméricos, as quais sdo descritos, por




exemplo, na Patente Norte Americana 4 408 063 e em J. Org. Chem.
41 (1976) 3121 por L.M. Weinstok et al.. Estes processos para a
preparagao de modo andlogo do enantidmero S (estereoisOmero opti
camente activo) de metoprolol nao sdao vantajosos economicamente.
Por conseguinte um objectivo da presente invencao & fornecer um
processo eficiente para a preparacao de certos estereoisdmeros
que possa ser levado a cabo a escala industrial de uma forma eco
nomicamente atractiva.

A capacidade de microorganismos pa-
ra converterem alcenos de cadeia curta (CZ—C4) estereoespecifica
mente nos epoxialcanos correspondentes num bioreactor de gas/so-
lido ou de duas fases liquidas foi demonstrado por J. Tramper et
al. (3rd European Congress on Biotechnology, Munchen, 10-14 Sep-
tembro 1984). Outro exemplo de uma preparacdao microbioldgica de
epoxialcanos & revelado na Patente Norte Americana 4 106 986 des
crevendo a conversao de l-alcenos de cadeia linear (C2-C20) em
1,2-epoxialcanos. No pedido de Patente Europeia EP-A-0099609 sao
dados exemplos da conversao de propeno e de l-octeno nos seus
epoxialcanos correspondentes. No entanto, a conversao dos alca-
nos substituldos como 4-aliloxifenilacetatos, ndo pode de manei-
ra alguma ser deduzida a partir destes processos conhecidos, os
quais sao sO aplicaveis a alcenos lineares e por vezes a alcenos
ramificados.

0 pedido de Patente Europeia EP-A~
-0166527 descreve um processo para a preparagao de epoxidos e,
mais particularmente, de eteres 2,3-epoxipropilicos a partir dos
eéteres alilicos correspondentes por acgdao de microorganismos.
Contudo, nesta publicagdo a epoxidacdo sd & demonstrada para oi-
to eteres fenilalilicos, dos quais sO trés podem conduzir a blo-
queadores adrenégicos beta.

Alem disso, a pureza Optica dos com
postos epoxi era baixa, variando entre 71% e 79% dependendo do
epoxido e do microorganismo utilizado. Por isso, o produto resul
tante ainda necessita de ser separado nos dois enantiOmeros.

A presente invencao fornece um pro-
cesso de epoxidagao estereo-selectiva, o qual compreende subme-
ter um éster de acido 4-aliloxifenilacético & acgao de um micro-




organismo com capacidade para epoxidacao estereo-selectiva de
forma a produzir o correspondente éster de acido 4-(2,3-epoxipro
poxi)-fenil~acético, o qual se apresenta predominantemente na
configuragao S.

Por "predominantemente na configura
¢ao S" pretende-se significar que mais de 50% em peso do compos-—
to epoxipropoxi resultante tem a configuragao S e na pratica, a.
nossa invengao possibilita que pelo menos 70% em peso, de prefe-
réncia pelo menos 80% em peso e de modo particular pelo menos
90% em peso do composto epoxipropoxi a ser produzido tenha a con
figuragao S.

0 composto epoxipropoxi tendo predo
minantemente a configuragao S pode ser convertido em atenolol
por métodos conhecidos em si, os quais mantém a configuragao S
desejada na cadeia lateral de propoxi. Apesar de, em principio,
qualquer éster de acido 4-aliloxifenilacético poder ser usado no
processo da presente invencao, consideragles praticas indicam
que o0 ester sera normalmente um eéster alquilico inferior conten-
do até 6 e normalmente até 4 atomos de carbono e que sdo preferi
dos ésteres de metilo ou etilo. O éster do acido epoxipropoxife-
nilacético pode entdo ser feito reagir com isopropilamina para
dar o ester de acido 4-(2-hidroxi-3-isopropilamino-propoxi)-fe-
nilacético correspondente a este éster por sua vez pode ser trang
formado na respectiva amida por reacgdao com amdnia para formar
atenolol. O atenolol resultante podé ser convertido, se desejado,
em sais farmaceuticamente aceit@veis por reacgao com o acido ade
quado por metodos conhecidos em si.

De preferéncia o processo & realiza
do de tal maneira, por meio da selecgao de microorganismos ade-
quados, que pelo menos 70%, de preferéncia 80% e ainda de modo
mais preferivel pelo menos 90% em peso do etenolol & formado na
configuragao S.

Pela expressdao "microorganismos que
possuem capacidade para epoxidagao estereo-selectiva" entendem-
-se, por exemplo, bactérias, leveduras ou fungos. As bacterias
adequadas sdo, por exemplo, microorganismos pertencendo ao genex

Pseudomonas.




Tambem sdo englobados na referida

definicao microorganismos que obtiveram a capacidade para epoxi-
dagao estereo-selectiva por meio da introdugao de novo material

genetico. Isto pode ser realizado por transferéncia do gene clo-
nado, que codifica para um polipeptideo responsavel pela epoxida
¢ao estereo-selectiva, por exemplo, para uma enzima, de um micro
organismo adequado para outro microorganismo, particularmente pa
ra Echerichia coli. Outros microorganismos podem ser pertencen-

tes aos géneros Pseudomonas, Mycobacterium, Streptomyces, Saccha

romyces, Kluyveromyces, Bacillus, Nocardia, Rhodococcus, Escheri

chia e Corynebacterium. Os genes clonados podem ser selecciona-

dos pela sua capacidade para codificar para uma enzima apta para
epoxidagdo estereo-selectiva de um éster de acido 4-aliloxifenil
acetico.

Em alternativa, poderao ser selec-
cionados por hibridagdao cruzada com um gene previamente seleccio
nado, codificando para uma enzima para a epoxidagao estereo~-se=-
lectiva.

Os microorganismos podem de modo
vantajoso ser imobilizados, por exemplo, num gel polimérico. Is-
to pode ser feito com células vivas, células mortas e/ou células
inactivas, em alternativa com enzimas adequadas derivadas destas
células, as quais podem ser purificadas até um certo grau se uma
actividade especifica mais elevada for necessaria. Por isso, pe-
lo termo "microorganismos ou subst@ncias dal derivadas" entendem
-se 0s microorganismos, mortos, vivos ou inactivos e extractos
destes opcionalmente concentrados e/ou purificados. Podem ser
usados, por exemplo, enzimas opcionalmente em combinag¢ao com, pox
exemplo, cofactores artificiais ou naturais. Células nao activas
de forma fermentativa poderao ser utilizadas para a epoxidacgao
do éster de acido 4-aliloxifenilacético. Verificou-se que as en-
zimas derivadas de celulas vivas ou células mortas podem produ-
zir o isOmero S em condig¢Oes adequadas. Os microorganismos ou
substa@ncias dal derivadas poderdo ser usadas varias vezes e sdo,
geralmente, activos durante pelo menos 2 semanas. Mesmo sem um
co-substrato (por exemplo glucose) os microorganismos podem man-

ter-se activos. O enriquecimento do éster do acido 4-(2,3-epoxi-




propoxi)-fenilacético em isdmero S pode ter lugar em tampOes ade
quados bem como em sais fisioldgicos. Verificou-se que, depois
de armazenadas, as células induzidas sao directamente capazes de
produzir o enriquecimento em isOmero-§S.

As bactérias particularmente prefe-
ridas para a epoxidagao de 4-aliloxifenilacetatos incluem Pseudo

monas oleovoram (uma estirpe desta espécie foi depositada na

ATCC sob o numero de acesso 29347 em 21 de Junho de 1976), ou
uma sua variante ou mutante.

Ao praticar uma concretizagdo prefe
rida do processo da presente invencgao, um microorganismo gque te-
nha a capacidade para converter 4-aliloxifenilacetatos em 4-(2,3
-epoxipropoxi)-fenilacetatos, tendo pelo menos 70% e preferivel-
mente pelo menos 80% ou, de modo especialmente preferido, pelo
menos 90% em peso da configuragdo S pode ser seleccionado a par-
tir dos microorganismos mencionados, e pode ser cultivado duran-
te 0,5 a 10 dias. Daqui em diante as células podem ser suspensas
num meio nutriente lIiguido e o 4-aliloxifenilacetato & submetido
i acgdo das células. Em alternativa, as células podem ser mortas,
por exemplo por suspensdao num meio lisogénico, e o 4-aliloxife-
nilacetato & submetido 3 acg¢do das substadncias derivadas das cé-
lulas.

Apés esta cultura, durante cerca de
0,5 a 10 dias, as células poderdo ser isoladas do meio de cultu-
ra antes de serem suspensas no meio nutriente liguido ou num
meio lisogénico. Para crescimento dos microorganismos utilizados
para a epoxidagao estereo-selectiva do 4-aliloxifenilacetato, po
dem ser utilizados meios de cultura usuais contendo uma fonte de
carbono assimilavel (por exemplo glucose, glicerol, lactato, hi=-
drocarbonetos como hexano (C6), etc.), uma fonte de nitrogénio
(por exemplo sulfato de amonio, nitrato de amdnio, cloreto de
amonio, etc.), e uma fonte de nutrientes inorgdnicos (por exem-
plo fosfato, magnésio, potassio, zinco, ferro e outros metais em
quantidades residuais).

Um meio de cultura preferido & um
meio PSX, opcionalmente enriquecido com um ou mais aditivos. Op-

cionalmente pode ser adicionado ao meio de cultura um indutor




(por exemplo dietoximetano). Uma temperatura de 0 a 459C e um pH
de 3,5 a 9 sao mantidos de preferéncia durante o crescimento dos
microorganismos. De preferéncia os microorganismos sao feitos
crescer a uma temperatura de 20 a 379C e a um pH de 5 a 8.

As condigles aerodbicas requeridas
durante o crescimento dos microorganismos podem ser conseguidas
de acordo com qualquer dos procedimentos habituais, desde que o
fornecimento de oxigénio seja suficiente para as necessidades me
tabdlicas dos microorganismos. Isto @ realizado de forma mais
conveniente mediante o fornecimento de oxigénio, preferivelmente
sob a forma de ar.

Durante a conversao do 4-aliloxife-
nilacetato em 4-(2,3~epoxipropoxi)-fenilacetato, os microorganig
mos podem ser mantidos num estadio de crescimento usando um meio
de cultura habitual acima referido. Os microorganismos poderao

ser suplementados com um co-substrato.
Durante a conversao de 4-aliloxife-

nilacetato em 4-(2,3~epoxipropoxi)-fenilacetato os microorganis-
mos podem ser mantidos num estaddio de crescimento ou num estadio
substancialmente de nao crescimento utilizando um meio de cultu-
ra minimo. Como meio de cultura minimo pode ser utilizado um meic
de cultura usual contendo uma fonte de carbono assimiladvel quan-
do requerido (por exemplo glucose, etanol, hidrocarbonetos como
hexano (C6), etc.), uma fonte de nitrogeénio quando requerido
(por exemplo sulfato de amdnio, nitrato de amdnio, cloreto de
amdnio, etc.) e uma fonte de nutrientes inorgdnicos quando reque
rido (por exemplo fosfato, magnésio, potassio, zinco, ferro e ou
tros metais em quantidades residuais). Os microorganismos podem
ser mantidos no estadio de nao crescimento,.por exemplo, por ex-
clus3o da fonte de carbono assimilavel ou da fonte de nitrogénio.
Um meio de cultura preferido & um meio PSX, opcionalmente enri-
quecido com um ou com varios aditivos. E mantida de preferéncia
uma temperatura de 0 a 459C e & preferivelmente mantido um pH de
3,5 a 9 durante este estadio. De preferéncia os microorganismos
sdo mantidos & temperatura de 30 a 459C e a pH de 5 a 8. As con-
digdes aerdbicas requeridas durante este estadie podem ser conse

guidas de acordo com os procedimentos acima mencionados, contan-




to que o fornecimento de oxigénio seja suficiente para ir de en-
contro as necessidades metabdolicas dos microorganismos mas tam-

beém para converter o 4-aliloxifenilacetato em 4-(2,3-epoxipropo-
xi)fenilacetato.

0 4-(2,3-epoxipropoxi)-£fenilacetato
produzido pelos microorganismos mencionados acima pode ser recu-
perado e purificado de acordo com os procedimentos habituais.

O R-(-)-4-(2,3-epoxipropoxi)-fenil-
acetato, o § -(+)-4-(2,3-epoxipropoxi)-fenilacetato ou misturas
destes compostos produzidos de acordo com a presente invengao po
dem ser convertidos em R -(+)-atenolol, em S -(-)atenolol ou nas
misturas destes compostos, respectivamente, pélas reacgdes quimi
cas com isopropilamina e amonia realizadas sucessivamente. Um
exemplo da reacgao para formar agentes bloqueadores de recepto-
res beta adrenérgicos com a configuragao (S) absoluta a partir
de éteres aril-glicidilicos com a configuracdo (S) absoluta &
descrito na publicag@o de pedido de Patente Alema DE-A-2453324.
A conversao quimica de S ou de R 4-(2-hidroxi-3-isopropilamino-
propoxi)-fenilacetato de metilo em S ou R atenolol foi levada a
efeito utilizando tanto amdnia aquosa como amoniaco anidro. As
condigGes anteriores, embora dessem origem a S-atenolol a partir
de 8 -4-(2-hidroxi-3-isopropilaminopropoxi)-fenilacetato de meti
lo em baixo rendimento, deram uma alta proporgao do acido livre
proveniente da hidrdlise do éster, enquanto que o uso de amonia-
co anidro fornecia o produto requerido em bom rendimento. E pos-
sivel converter atenolol nos seus sais farmaceuticamente aceita-
veis, como seja um sal de adigao do acido.

Por conseguinte, um processo para a
produgdo de atenolol de acordo com a presente invengao compreen-
de a reacgao de 4-(2-hidroxi~3-isopropilaminopropoxi)-fenilaceta
to de metilo com ambnia e pelo menos a separagao parcial do ate-
nolol e/ou a conversao do etanolol num seu sal farmaceuticamente
aceitavel.

Podem ser usadas vantajosamente em
produtos farmaceuticos especialmente misturas com uma quantidade
predominante do composto S(~) —-atenolol. De preferéncia podem

ser usados em produtos farmacéuticos os compostos que contenham




pelo menos 80% e de modo mais preferivel pelo menos 90% em peso
na configuragao S.

Podem ser obtidas produtividades de
cerca de 25 mg/g/h em 3 h e niveis de produto de 1,3 g/1 utili-
zando Pseudomonas oleovorans para epoxidar 4-aliloxifenilacetato.

Além disso sao possiveis produtividades mais altas utilizando 4-
-aliloxifenilacetato como substrato com glucose como co-substra-
to, e foram alcangadas produtividades de mais de 94 mg/g/h e ni-
veis de produto de 4,1 g/l em 3 h. Os produtos resultantes eram
enantiomericamente puros no limite dos erros experimentais.

A pureza Optica tal como sera men-
cionado nesta especificacdo & representada em excesso enantiomé-
rico em percentagem: S-R/S+R.

A presente invencdo serd ilustrada
mais em pormenor por intermédio dos Exemplos seguintes sem res-—

tringir o seu ambito a estes Exemplos.

EXEMPIO 1

Transformagao de 4-aliloxifenilacetato de metilo em 4-(2,3-epoxi
propoxi)-fenilacetato de metilo, usando Pseudomonas oleovorans
ATCC 29347.

Uma cultura pré-cultivada de Pseudo
monas oleovorans ATCC 29347 foi utilizada para inocular um meio
PSX a pH 7,0 contendo 0,75% de glicerol e 0,05% de dietoximetano.
O meio PSX contém: KH,PO, (8,92 g/1), Na,HPO, (2,94 g/1), (NH,),-
HPO, (1,0 g/1), (NH4)2804 (0,2 g/1), RCl (0,2 g/l1), citrato tris
sodico (0,294 g/1), Cas0,.2H,0 (0,005 g/1), MgS0,.7H,0 (0,2 g/1)4
e solugdo de elementos residuais PS II (10 ml/1l). (A solugdo de
elementos residuais contém: (NH4)2SO4. FeSO4. 6H20 (0,25 g/1),
ZnSO4. 7H20 (0,05 g/1), MnClz. 4H20 (0,03 g/1), CuSO4. 5H20
(0,015 g/1), CoCl,. 6H20 (0,015 g/1), H3BO, (0,005 g/1), Na,Mo0,,
21,0 (0,0055 g/1), KI (0,01 g/1), HCl para pH 3).

A cultura (15 litros) foi desenvol-

2

vida a 309C durante 24 h. As células foram recuperadas, ressus-
pendidas em meio PSX (1,5 litros) contendo 0,5% de glucose. Fo-




ram incubadas aliquotas de 100 ml com 2,5% de 4-aliloxifenilace-
tato de metilo durante um periodo maximo de 6 horas. Foram extra
idas amostras (1 ml) com diclorometano a determinados intervalos
de tempo e analisado o contel@do de S -(+)-4-(2,3-epoxipropoxi)-
~fenilacetato de metilo (V) por cromatografia em fase gasosa

(glc).

Analise por cromatografia em fase gasosa

A anadlise foi levada a efeito num
instrumento Varian 3700 utilizando uma coluna de OV1 3% em WHP
100-120 (50 cm x 2 mm)

CondigOes: N, a 309C por minuto, de

2
tector de ionizagdo de chama 2809C, injector a 2009C. Programado
a 120-1909C a 109/min. O tempo de reteng¢ao do 4-aliloxifenilace-
tato de metilo & de 1,5 min e o do 4-(2,3-epoxipropoxi)-fenilace

tato de metilo e de 3,1 min.
Os resultados sao dados no Quadro L

QUADRO 1

Conversao de 4-aliloxifenilacetato de metilo em S-(+)-4-(2,3-epo
xipropoxi)~fenilacetato de metilo utilizando Pseudomonas oleovo-
rans ATCC29347

Biomassa S-(+)-4-(2,3-epoxipropoxi) fenilacetato de meti
g/1 lo mg/g/h (g/1)
t=1h t=3h t=4h t=6h
16,3 48 (0,8) 78 (3,8) 71 (4,6) 58 (5,6)
14,6 77 (1,1) 94 (4,1) 72 (4,2) 49 (4,3)
15,5 53 (0,8) 69 (3,2) 68 (4,2) 55 (5,1)
EXEMPLO 2

Transformagao de 4-aliloxifenilacetato de metilo em S-(+)-4-(2,3
-epoxipropoxi)-fenilacetato de metilo utilizando Pseudomonas olec

- 10 -



vorans ATCC 29347 e a sua subsequente conversao em S —(-)=-4-(2-

-hidroxi-3-isopropilaminopropoxi)-fenil-acetato de metilo.

Inoculou-se com uma cultura liquida
pre~cultivada de Pseudomonas oleovorans ATCC 2937 um volume de
15 1 de meio de sais minerais PSX a pH 7,0, contendo 0,75% de

glicerol e 0,05% de dietoximetano e incubou-se durante 24 h a

309C num agitador orbital. As células foram separadas por centri
fugacao e ressuspendidas em meio PSX a pH 7,5 (1,5 1). Foram co-
locadas aliquotas de 100 ml em baldes de agitagdo de 2,0 1 e in-
cubadas com 0,5% de glucose e 2,5% de 4-aliloxifenilacetato de
metilo durante 6 h a 379C. Apds 6 h as células foram extraldas
com diclorometano (2,5 1), secou-se o extracto sobre sulfato de
sdodio anidro e removeu-se o solvente por evaporagao obtendo-se
42,7 g do produto contendo 26% de S -(+)-4-(2,3-epoxipropoxi)-fe
nilacetato de metilo. O isolado bruto foi purificado em gel de
silica (550 g), elulido com éter/hexano: 4/6 obtendo-se 4-(2,3-
-epoxipropoxi)-fenilacetato de metilo (11,04 g), [bq7D25 = +8,27%

(¢ = 1,39, EtOH). Por pmr (CDC13) obtiveram-se sinais a 5 2,72/
(0]

0]
/2,90 (24, 2H, -CH 4:—::5 Cﬂz), 3,32 (m, 1H, -CH 41—:>> CH2),
3,95/4,18 (24, 2H, OQEZ), 6,88/7,2 (24, 4H, aromatico), 3,57 (5,
2H, CH, co), 3,68 (s, 3H, OC§3). Eu (hfc)3 pmr n3o separac¢ao dos
sinais a 2,72/2,90 indicando a presenga de um sO enantidmero. E.
I. espectro de massa m/z 222.

As analises de pmr foram efectuadas
utilizando um instrumento Brucker WM. As medidas Opticas foram
levadas a cabo utilisando um polarimetro Optical Activity Ltd.
AA 100.

Sintese de S -(-)—4—(2—hidrdxi-3—isopropilaminopropoxi)fenil—acg

tato de metilo

Foi adicionada isopropilamina (37
ml, 405 mmole) a uma solugéo de S-(+)=4-(2,3-epoxipropoxi) fenil-
acetato de metilo (6,0 g, 27 mmole). A mistura reaccional foi a-
gitada durante 24 h a 229C. O reagente e o0 solvente em excesso

foram removidos por evaporagao e o residuo oleoso foi dissolvido

]




*ls5 (cheia de UMIST, N-formil-L-isoleucina ligado a silica por 1li

em diclorometano (100 ml). O diclorometano foi lavado com HC1
0,2 N (2 x 75 ml), as fases acidas foram combinadas e lavadas com
diclorometano (2 x 50 ml) e transformadas em bases com NaOH 2 N.
Foi extraldo o precipitado com diclorometano (5 x 100 ml), o ex-—
tracto foi seco sobre sulfato de sddio anidro e o solvente evapo
rado até se obter um produto semi-sdlido (8,73 g). O produto foi
recristalisado a partir de acetato de etilo/hexano para se obter
8 -(-)-4-(2-hidroxi-3-isopropilaminopropoxi)-fenilacetato de me-
tilo (6,08 g) sob a forma de cristais brancos, p.f. 87,5-89,59C
(ndo corrigido), [E{]D25 = -4,89 (C=1,01, EtOH), pmr (CDCl3 deu
sinais a § = 1,08 (d, 6H, CH(CH,),), 2,82 (m 1H, CH,(CH;),),
2,7/2,88 (m, 2H, C§2NH), 3,98 (m, 1H, CHOH), 3,94 (m, 2H, chz),
6,88/7,2 (24, 4H, Ar), 3,55 (S, 2H, CEZCO), 3,68 (s, 3H, OQ§3).
E.I. espectro de massa m/z = 282 (m+l).

Determinacao da pureza enantiomeérica

Sintese dos derivados de 2-oxazolidona de 4-(2-hidroxi-3-isopro-
pilamino-propoxi)-fenilacetato de metilo (ver J. Hermansson, J.

Chromatography p. 379, 325 (1985).

Foi colocado num baldo de reacgao
de 1,0 ml de (+)=- ou (=-)=4-(2-hidroxi-3-isopropilaminopropoxi)fe
nilacetato de metilo e dissolvido em éter dietilico seco (0,5
ml). Foi adicionado & mistura NaOH 0,5 N (0,05 ml) e agitado &
temperatura ambiente durante 1 minuto. Foi adicionado fosgénio a
mistura (0,05 ml de uma solugcao em tolueno a 120 mg/ml) e agita-
da & temperatura ambiente durante mais 1 h. Permitiu-se as fases
separarem-se, removeu-se a fase etérea e lavou-se a fase aquosa
com éter dietilico seco (3 x 0,5 ml). As fases etéreas foram com
binadas e o solvente removido por evaporacao com N2. 0 residuo
foi dissolvido em clqroférmio/hexano (5/95, 2,0 ml) antes de ser
analisado por HPLC.

A pureza enantidmerica do S-(-)-4-
- (2-hidroxi-3-isopropilaminopropoxi)-fenilacetato de metilo foi
confirmada seguindo a sua conversao no derivado de oxazolidona,
0 qual foi analisado utilisando um sistema de HPLC Gilson (méto-

do de detecgdo espectrofotométrica) numa coluna quiral Spherisork




gagbes covalentes, /0,25 m x 4,5 mm/, separagao de fase) utili-
sando uma fase movel de propano-2-0l1/diclorometano/hexano (0,75/
/15/84,25; v/v/v). Composto detectado a 229 nm.

As analises do S-(-)=-4-(2-hidroxi-
~-3-isopropilaminopropoxi) fenil-acetato mostraram que o composto
& enantiomericamente puro (tempo de retengao 12,6 min) dentro do
erro experimental (o tempo de retencdo do isOmero R foi de 11,9

min) .

Sintese de S-(-)-4~(2~hidroxi-3-isopropilaminopropoxi)-£fenilace-

tamida (Atenolol).

Foi dissolvido em metanol (5,0 ml)
S=(=)-4-(2-hidroxi-3-isopropilaminopropoxi)-fenilacetato de meti
lo (500 mg, 1,8 mmole). Adicionou-se amdnia (1,0 ml, solugao a-
gquosa a 35%) e permitiu-se a reacgao continuar a 229C durante 8
dias. O reagente e o solvente em excesso foram removidos por eva
poracdo a pressdo reduzida e o residuo foi dissolvido em dicloro
metano (10 ml). A solugao foi lavada com NaHCO, a 1% (2 x 10 ml)
para remover o acido e as lavagens com solugbes basicas foram
combinadas e lavadas com diclorometano (3 x 10 ml). As fases or-
ganicas foram combinadas, secas sobre sulfato de sodio anidro e
o solvente evaporado obtendo-se o produto bruto (0,27 g) conten-
do a amina e o material de partida. O produto bruto foi purifica
do sobre alumina neutra (15 g) usando um gradiente de eluigao de
diclorometano/metanol. Foram separados o 4-(2-hidroxi-3-isopro-
pilaminopropoxi) fenilacetato de metilo e o atenolol e analisados
num Lichrosorb RP8 (0,25 x 4,5 mm, Hichrom) utilisando uma fase
movel de acetato de amonia a 2% (pH 3,7) em metanol num sistema
HPLC Gilson (sistema de detecgdo espectrofotométrica). Foram de-
tectados compostos a 254 nm. Os tempos de retencao foram de 6,5
min e 3,2 min respectivamente. As fracgOes que se verificou con-
ter S-(-)-Atenolol (por HPLC) foram combinadas e o solvente eva-
porado para dar um produto-o gual por recristalizacdo a partir
de acetato de etilo/hexano deu S-(-)Atenolol (50 mg, 0,19 mmole)
p.f. 149,5-1519C (nao corrigido), [B§7D25 = =-2,829 (¢ = 0,332,
EtOH) pmr (CDC13) deu sinais a 6 1,08 (4, 6H, CH(C§3)2), 2,82




(m, 1H, CH(CH;),), 2,7/2,88 (m, 1H, CH,NH), 3,98 (m 1H, CHOH),
3,98 (m, 2H, OCEZ), 6,92/7,2 (24, 4H, Ar) 3,52 (5, 2H2, CEZCO),
5,38 (5, 2H, CONﬁZ). EI espectro de massa m/z = 267 (m+l).

Determinacdo da pureza enantimerica.

Derivatizacdo diastereomérica do atenolol com anidrido de acido

(R,R)-0,0-dibenzoil-tertarico.

Colocou-se num baldo de reacgao de
1,0 ml de (+) ou de (-)-atenolol (2,5 mg). Adicionou-se acido tri
cloroacético (0,3 ml, de uma solucdo de acido tricloroacético
(61 mg) em diclorometano seco (6 ml)) e a mistura foi agitada du
rante 5 minutos & temperatura ambiente. Adicionou-se anidrido de
‘acido dibenzoil-tartarico (7 mg) e a mistura foi agitada a 509C
durante 3 h. Removeu-se um volume de 0,2 ml de mistura reaccio-
nal, o solvente foi evaporado e o residio foi dissolvido em 1,0

ml de metanol para anadlise por HPLC.
A analise foi efectuada num Spheri-

sorb RP 18 (0,25 m x 4,9 mm), utilizando uma fase movel de 2% de
acetato de amonio (pH 3,7) em metanol (35/65, v/v) num sistema
de HPLC Gilson utilizando métodos de detecgdo espectrofotométri-
ca. Os compostos foram detectados a 254 nm.

Comprovou-se uma pureza enantioméri
ca de 100% por meio de cromatografia do derivado diastereomérico
formado com anidrido do acido (R,R)=-0,0-dibenzoil-tartarico. O
atenolol racémico @ separado igualmente nos seus pares diastereo
méricos quando analisado da mesma maneira com tempos de retengao

de 4,4 min e 6,7 min para os enantidmeros R e S respectivamente.

EXEMPLO 3
Sintese de S-(-)-4-(2-hidroxi-3-isopropilaminopropoxi) -fenil-ace
tamida /(S)=-atenolol/
Foram misturados 1,83 g de (8)-(-)-

-4~ (2-hidroxi-3-isopropil-aminopropiloxi)-fenil-acetato de meti-
lo com 8 ml de amoniaco anidro 11 N em metanol e selou-se a mis-

- 1A



tura num tubo de vidro com um agitador magnético arrefecendo nu-
ma mistura de gelo seco e acetona. Em seguida, o tubo foi coloca
do num banho de 0leo de 509C e agitado durante trés dias.

O tubo foi entdo arrefecido numa
mistura de gelo seco-acetona e aberto e o contetdo foi evaporado
para dar 1,74 g de um sOlido amarelo. Este foi cristalizado a
partir de 80 ml de acetato de etilo quente dando 1,38 g de (S)-
-atenolol; p.f. 150-151,59; [bq]DZS = ~-5,29 (¢ = 1; etanol).

A pureza enantiomérica foi determi-
nada de acordo com o método de determinacao descrito no Exemplo
2 e foi confirmada a 100% por meio de cromatografia do derivado
diastereoisOmerico formado com anidrido de acido (R,R)-0,0-diben
zoil-tartdrico. O atenolol racémico & separado igualmente nos

seus pares diastereoisOmericos quando analisado do mesmo modo.




REIVINDICACOES

Processo de epoxidagao estereoespe-
cifica caracterizado por se submeter um éster do acido 4-aliloxi
fenilacético a acgdo dum microorganismo dotado da capacidade de
epoxidacao estereoespecifica de modo a produzir o correspondente
éster do acido 4-(2,3-epoxipropoxi)~fenilacético predominante na

configuragao S.

Processo de acordo com a reivindica
gao 1, caracterizado por se obter um éster do acido epoxipropoxi
fenilacético com um conteldo superior a 80% em peso da configura

cdo S.

Processo de acordo com a reivindica
cao 2, caracterizado por se obter um éster do acido epoxipropoxi
fenilacético com um conteido superior a 90% em peso da configura

gao S.

Processo de acordo com qualquer das

reivindicagOes 1 a 3, caracterizado por o microorganismo mencio-




Processo de acordo com a reivindica

¢ao 4, caracterizado por o microorganismo ser uma bactéria per=-

tencente ao género Pseudomonas.

Processo de acordo com a reivindica

¢ao 5 caracterizado por o microorganismo ser Pseudomonas oleovo-

rana.

Processo de acordo com a reivindica

gao 6, caracterizado por o microorganismo ser Pseudomonas oleovo

rans (ATCC 29347) ou um mutante ou variante deste.

Processo de acordo com dqualquer das
reivindicagoes anteriores caracterizado por se fazer reagir o é§
ter de acido 4-(2,3-epoxipropoxi)-fenilacético com isopropilami-
na sob condigdes em que se mantém de forma substancial a configu
ragdo S de modo a formar o éster do acido 4-(2-hidroxi-3-isopro-

pilaminopropoxi)-fenilacético correspondente.




Processo de acordo com a reivindica

cdo 8, caracterizado por o éster ser o éster metilico.

Processo de acordo com a reivindica

¢cao 8, caracterizado por se fazer reagir o éster do acido 4-(2-
-hidroxi-3-isopropilaminopropoxi)-fenilacético com amdnia sob con
digdes em que se mantem de forma substancial a configuragdo S de
modo a formar a 4-(2-hidroxi-3-isopropilaminopropoxi)-fenilaceta

mida (atenolol).

Processo de acordo com a reivindica

¢do 10 caracterizado por o éster ser o éster metilico.

- 12= -

Processo de acordo com qualquer das
reivindicagdes 10 ou 11, caracterizado por se fazer reagir o ate

nolol com um acido apropriado para formar um sal farmaceuticamen

te aceitavel.




Processo para a preparagao duma com

posicao farmacéutica caracterizado por se incorporar como ingre-
diente activo um éster do acido 4-(2,3-epoxipropoxi)-fenilacéti-
co do acido 4-(2-hidroxi-3-isopropilamino-propoxi)-£fenilacético

e/ou de atenolol ou um sal farmaceuticamente aceitavel deste com
posto quando preparados de acordo com o processo de qualquer das

reivindicagoes anteriores.

Processo de acordo com a reivindica

¢do 13, caracterizado por o éster ser um éster metilico.

Processo de acordo com qualquer das
reivindicagdes 13 ou 14, caracterizado por o composto usado como
ingrediente activo ter um conteiido de pelo menos 80% em peso da

configuragao S.

Processo de acordo com a reivindica
¢ao 15, caracterizado por o composto usado como ingrediente acti

vo ter um contelido de pelo menos 90% em peso da configuragao S.




Os requerentes declaram que O pri-

meiro pedido desta patente foi apresentado na Gra Bretanha em 28

de Julho de 1986 sob o n®.

8618324.

Lisboa, 27 de Julho de 1987.
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RESUMO

"PROCESSO PARA A PREPARACAO DE ESTERES DO ACIDO 4-(2,3-EPOXIPRO-
POXI)-FENILACETICO E DO ACIDO 4-(2-HIDROXI-3-ISOPROPILAMINO-PRO-

POXI)-FENILACETICO E/OU DE ATENOLOL SOB FORMA ESTEREOESPECIFICA"

A invengao refere-se a um processo
de epoxidac@o estereoespecifica que compreende submeter-se um &s
ter do acido 4-aliloxifenilacético & acg¢do dum microorganismo do
tado da capacidade de epoxidacdo estereoespecifica de modo a pro
duzir o correspondente éster do acido 4-(2,3-epoxipropoxi)-fenil

acético predominante na configuragao S.
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