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Método para la preparacion de éster (R)-1-aril-2-tetrazolil-etilico del acido carbamico
Descripcion
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un método para la preparacion de éster (R)-1-aril-2-tetrazolil-etilico del acido
carbamico. Mas particularmente, la presente invencion se refiere a un método para preparar éster (R)-1-aril-2-
tetrazolil-etilico del acido carbamico, que comprende la reduccién enzimatica enantioselectiva de una arilcetona.

Técnica anterior

Como se ha desvelado en la publicacion de solicitud de patente de EE.UU. n® 2006/0258718 A1, los ésteres (R)-1-
aril-2-tetrazolil-etilicos del acido carbamico (denominados en lo sucesivo “los compuestos de carbamato”) con
actividad anticonvulsiva son utiles en el tratamiento de trastornos del sistema nervioso central, que incluyen
especialmente ansiedad, depresion, convulsion, epilepsia, migrafas, trastorno bipolar, toxicomania, tabaquismo,
ADHD, obesidad, trastornos del suefio, dolor neuropatico, accidentes cerebrovasculares, deterioro cognitivo,
neurodegeneracion, accidentes cerebrovasculares y espasmos musculares.

Dependiendo de la posicién de N en el resto de tetrazol de los mismos, los compuestos de carbamato se dividen en
dos isdbmeros de posicion: tetrazol-1-ilo (denominados en lo sucesivo “1N tetrazol”) y tetrazol-2-ilo (denominados en
lo sucesivo “2N tetrazol”). La introduccion de tetrazol para la preparacion de los compuestos de carbamato produce
una mezcla 1:1 de los dos isdbmeros de posicidon que se requiere que sean individualmente aislados para uso
farmacéutico.

Teniendo quiralidad, los compuestos de carbamato deben tener alta pureza 6ptica, ademas de pureza quimica ya
que se usan como medicaciones. El documento W02010/150946 describe un método para la preparacion de éster
(R)-1-aril-2-tetrazolil-etilico del acido carbamico, que comprende la reduccién asimétrica de una arilcetona. Matsuda
y col. (Tetrahedron Asymmetry, 20(5), 2009, 513-557) proporcionan una revision de procesos biocataliticos para la
oxidacion y reduccién asimétrica.

La publicaciéon de solicitud de patente de EE.UU. n° 2006/0258718 A1 usa el enantidmero puro (R)-aril-oxirano como
material de partida que se convierte en un producto intermedio de alcohol mediante una reaccién de apertura de
anillo por tetrazol en presencia de una base adecuada en un disolvente, seguido de introducir un grupo carbamoilo
en el producto intermedio de alcohol. Para el aislamiento y purificacion de los isémeros de posicion 1N y 2N asi
producidos, se establece cromatografia en columna después de la formacién de un producto intermedio de alcohol o
carbamato.

Para su uso en la preparacion, puede sintetizarse (R)-2-aril-oxirano a partir de un material 6pticamente activo, tal
como derivado de acido (R)-mandélico sustituido, mediante diversas vias u obtenerse por reaccion de formacion de
anillos por reduccién asimétrica de a-haloarilcetona o por separaciéon de mezcla racémica de 2-aril-oxiranos en sus
enantiomeros individuales. Como tal, el (R)-2-aril-oxirano es un compuesto caro.

Ademas, la reaccion de apertura de anillo de (R)-2-aril-oxirano con tetrazol se realiza a temperaturas relativamente
altas debido a la baja nucleofilia del tetrazol. Sin embargo, la reaccion de apertura de anillo incluye el riesgo
altamente probable de una reaccidon fuera de control debido a que los tetrazoles empiezan a degradarse
espontaneamente a 110 ~ 120 °C.

En términos de una seleccion de reaccion, como hay dos sitios de reaccion en cada (R)-2-aril-oxirano y tetrazol, la
reaccion de apertura de anillo entre ellos proporciona la sustitucién de 1N- o 2N-tetrazol en la posicién de bencilo o
terminal, produciendo una mezcla de un total de 4 isémeros de posicién. Por tanto, los isémeros de posicion
individuales tienen bajo rendimiento de produccioén y son dificiles de aislar y purificar.

Divulgacion de la invencion
Problema técnico

Un aspecto de la presente invencion proporciona un método novedoso para preparar éster (R)-1-aril-2-tetrazolil-
etilico.

Solucién al problema

Con el fin de realizar el aspecto anterior, la presente invencion proporciona un método para preparar éster(R)-1-aril-
2-tetrazolil-etilico del acido carbamico, representado por la Férmula quimica 1, que comprende: someter una
arilcetona, representada por la Férmula quimica 2, a reduccién enzimatica enantioselectiva; y carbamatar un
compuesto de alcohol de configuracion (R), representado por la Férmula quimica 3:
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[Férmula Quimica 1]

0

H,N o) l’\l 1\N
N \A//
R1 2
R2
[Formula Quimica 2]
0 N=A
N
N /
R1 A,
R2

[Férmula Quimica 3]

OH IPI:_’A1

R1
R2

en las que

R1 y Rz estan seleccionados independientemente de un grupo que consiste en hidrégeno, halégeno,
perfluoroalquilo, alquilo de 1 a 8 atomos de carbono, tioalcoxi de 1 a 8 atomos de carbono y alcoxi de 1 a 8
atomos de carbono; y

uno de Ay A2 es CH, siendo el otro N.

Efectos ventajosos de la invencion

Segun un aspecto de la presente invencion, pueden fabricarse econémicamente compuestos de carbamato con alta
pureza Optica y alta pureza quimica.

Mejor modo para llevar a cabo la invencion
Otro aspecto de la presente invencion proporciona un método novedoso para preparar un compuesto de alcohol,

representado por la siguiente Formula quimica 3, mediante la reduccion enzimatica enantioselectiva de una
arilcetona, representada por la siguiente Férmula quimica 2:
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[Formula Quimica 2]

R1 A
R2

[Férmula Quimica 3]

OH  N=HA

R1 2
R2

en las que

R1 y Rz estan seleccionados independientemente de un grupo que consiste en hidrégeno, halégeno,
perfluoroalquilo, un alquilo de 1 a 8 atomos de carbono, un tioalcoxi de 1 a 8 atomos de carbono y un alcoxi de
1 a 8 atomos de carbono;

uno de A1y A2 es CH, siendo el otro N; y

dicha reduccién se lleva a cabo en una mezcla de reaccién que comprende dicho compuesto de Férmula
quimica 2, una oxidorreductasa que tiene al menos el 90 % de homologia con las secuencias de aminoacidos
SECID N° 1, SEC ID N° 2, SEC ID N° 3 o SEC ID N° 4, NADH o NADPH como cofactor que se oxida
durante el proceso de reduccion y se regenera continuamente, un co-sustrato que comprende un alcohol
secundario representado por la formula R,RyCHOH en la que Ry representa carbono siendo x un numero
entero de 1-10 y Ry representa hidrégeno siendo y un nimero entero igual a dos veces el valor de x mas dos, y
un tampon adecuado.

Segun una realizacion de la presente invencion, se proporciona un método que comprende la reduccion enzimatica
enantioselectiva de una arilcetona representada por la siguiente Férmula quimica 2 y la carbamatacion de un

compuesto de alcohol representado por la siguiente Férmula quimica 3 para la preparacion de éster (R)-1-aril-2-
tetrazolil-etilico del acido carbamico, representado por la siguiente Férmula quimica 1.

[Férmula Quimica 1]

0

H,N O l’\l 1
N
N ¥
R Ay
R2
[F6érmula Quimica 2]
0 IFI::Al
N
N 7
R1 A,
R2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2536 488 T3

[Férmula Quimica 3]

OH N=A
’ \
N
N %
AZ
R1

R1 y Rz estan seleccionados independientemente de un grupo que consiste en hidrégeno, halégeno,
perfluoroalquilo, alquilo de 1 a 8 atomos de carbono, tioalcoxi de 1 a 8 atomos de carbono y alcoxi de 1 a 8
atomos de carbono; y

uno de Ay A2 es CH, siendo el otro N.

en las que

La arilcetona de Férmula quimica 2, util como material de partida en el método de preparacién de la presente
invencion, puede sintetizarse, por ejemplo, por una reaccion de sustitucion entre la arilcetona de Férmula quimica 4
y el tetrazol de Férmula quimica 5:

[Féormula Quimica 4]

0
X
R1
R2

[Férmula Quimica 5]

en las que

R1y Rz son como se han definido anteriormente; y
X es un grupo saliente tal como un haluro o sulfonato.

Se facilita una ventaja econémica a la sintesis de la arilcetona de Féormula quimica 2 a partir de los compuestos
representados por las Férmulas quimicas 4 y 5 debido a que son compuestos baratos comercialmente disponibles.
Ademas, la reaccién de sustitucion puede llevarse a cabo en condiciones relativamente suaves, en comparacion con
la reaccion de apertura de anillo entre (R)-2-aril-oxirano y tetrazol. Por tanto, el método segun la presente invencion
tiene algo de seguridad de proceso aunque emplea tetrazol potencialmente explosivo, y garantiza alto rendimiento
de produccion y facil purificacion, con la produccion de isémeros de posicion necesarios en posiciones de bencilo.

La arilcetona representada por la Féormula quimica 2 que puede sintetizarse por la reaccién de sustitucion con
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tetrazol puede estar en una mezcla de isémeros de posicidon que incluye 1N arilcetona de la siguiente Formula
quimica 2a y 2N arilcetona de la siguiente Férmula quimica 2b, que pueden aislarse y purificarse mediante
cristalizacién comercialmente disponible.

[Férmula Quimica 2a]

N::'-N
|

0 \
N/
R1
R2:®)K/

[Férmula Quimica 2b]

N-‘::\
[N

0

N /
R1 ~N7
R2

La cristalizacion util en la presente invencion puede comprender afiadir un agente solubilizante al producto de la
reaccion de sustitucion, es decir, una mezcla de los isémeros de posicion, y luego afadir un agente precipitante.
Opcionalmente, la cristalizacién puede comprender ademas, después de la precipitacion, filtrar el precipitado,
concentrar el filtrado y afiadir un agente precipitante adicional.

Ejemplos no limitantes ilustrativos del agente solubilizante incluyen acetona, acetonitrilo, tetrahidrofurano, acetato de
etilo, diclorometano, cloroformo, 1,4-dioxano y alcoholes inferiores de 1 a 4 atomos de carbono, o combinaciones de
los mismos. El agente solubilizante puede usarse en una cantidad de 0 a 20 ml (v/p) basado en el peso (g) de la
mezcla de los isomeros de posicién. Como se usa en el presente documento, la adicion del agente solubilizante en
una cantidad de cero ml (v/p) pretende significar afadir inmediatamente el siguiente agente precipitante sin dilucion
del filtrado.

Ejemplos del agente precipitante incluyen agua, alcohol C1-C4 inferior, éter dietilico, pentano, hexano, ciclohexano,
heptano o combinaciones de los mismos, pero no se limitan a éstos. El agente precipitante puede afadirse
lentamente en una cantidad de cero a 40 ml (v/p) basado en el peso (g) de la mezcla de isémeros de posicion. Como
se usa en el presente documento, la adicién del agente precipitante en una cantidad de cero ml pretende significar
dejar o enfriar para dar precipitados sin la adicion del agente precipitante.

La filtracion de los precipitados asi obtenidos mediante la adicidn del agente precipitante da la 1N arilcetona de
Férmula quimica 2a como un cristal con alta pureza.

Por otra parte, el filtrado asi obtenido después de la etapa de filtracidon puede concentrarse para aumentar la relacion
del agente precipitante con respecto al agente solubilizante, dando asi la 2N arilcetona de Férmula quimica 2b con
alta pureza. La relacién de concentracion del filtrado puede determinarse adecuadamente por aquellos expertos
habituales en la materia. Por ejemplo, la concentracién se lleva hasta que el disolvente sea haya eliminado
totalmente, a continuacion se afaden el agente solubilizante y el agente precipitante como se ha mencionado
anteriormente.

A diferencia de la cromatografia en columna, esta cristalizacion puede usarse comercialmente sin mucha dificultad.

La reducciéon enzimatica enantioselectiva permite la conversion de la arilcetona de Féormula quimica 2 en el
compuesto de alcohol con configuracion (R), representado por la siguiente Férmula quimica 3.
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[Férmula Quimica 2]

0 N‘;’-’-A

R1 A
R2

[Férmula Quimica 3]

OH IPI::A1

R1
R2

en las que

R1 y Rz estan seleccionados independientemente de un grupo que consiste en hidrégeno, halégeno,
perfluoroalquilo, un alquilo de 1 a 8 atomos de carbono, un tioalcoxi de 1 a 8 atomos de carbono y alcoxi de 1 a
8 atomos de carbono; y

uno de Ay A2 es CH, siendo el otro N.

La reducciéon enzimatica enantioselectiva puede realizarse usando una enzima oxidorreductasa en suspension en la
mezcla de reaccién, o inmovilizada de un modo convencional. La enzima puede utilizarse en un estado
completamente purificado, en un estado parcialmente purificado, o en células microbianas en las que se expreso.
Las propias células pueden estar en un estado nativo, un estado permeabilizado o un estado lisado. Se apreciara
por aquellos expertos habituales en la materia que se prefiere el uso de la enzima en las células para la practica del
proceso de la invencion, ya que representa un ahorro significativo en el coste. Lo mas preferentemente, la enzima se
expresa en E. coliy se usa como una suspension de células nativas. El proceso de reduccion enzimatica de los
compuestos de arilcetona de féormula 2 puede realizarse en una mezcla de reacciéon que comprende dicho
compuesto de formula 2, una oxidorreductasa, NADH o NADPH como cofactor, un co-sustrato y un tampon
adecuado en el que la oxidorreductasa comprende una secuencia de aminoacidos que tienen al menos el 60 % de
los aminoacidos idénticos a una de las secuencias de aminoacidos SEC ID N°% 1, SEC ID N°: 2, SEC ID N° 3 o SEC
ID N°: 4.

Se ha encontrado que los polipéptidos que comprenden una de secuencias de aminoacidos SEC ID N° 1, SEC ID
N°: 2, SEC ID N°: 3 0 SEC ID N° 4 o un polipéptido que comprende una secuencia de amino que es idéntica al
menos el 90 % a una de las secuencias de aminoacidos SEC ID N°: 1, SEC ID N°: 2, SECID N°: 30 SECIDN®% 4y
que poseen actividad de oxidorreductasa pueden usarse para reducir el compuesto de féormula 2 al compuesto de
formula 3 (configuracion R) con alta conversion y alta selectividad enantiomérica. El exceso enantiomérico del R-
alcohol formado en la enzimatica enantioselectiva es al menos aproximadamente el 89 %, preferentemente al menos
aproximadamente el 95 % y lo mas preferentemente al menos aproximadamente el 99 %.

El organismo que produce los polipéptidos de oxidorreductasa utiles en la reduccién enzimatica enantioselectiva
puede ser una cepa natural o una variante y esta seleccionado preferentemente de Candida magnolia, Candida
vacciniiy Oryctolagus cuniculus. Se prefiere levadura del género Candida para producir las enzimas oxidorreductasa
utilizadas en el presente proceso. Los derivados de los polipéptidos son aquellos que tienen al menos el sesenta por
ciento de homologia con las SEC ID facilitadas anteriormente y que poseen actividad de oxidorreductasa. Aquellos
expertos en la materia saben que hay sistemas y tecnologia disponible para determinar con exactitud la homologia
de secuencias.

Un polipéptido que comprende SEC ID N°: 1 puede codificarse por una secuencia de ADN de SEC ID N°: 5 que
puede conseguirse, por ejemplo, del organismo Oryctolagus cuniculus depositado en las condiciones del Tratado de
Budapest con la Deutsche Sammlung fiir Mikroorganismen und Zellkulturen, Mascheroder Weg 1b, 38124, bajo el



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2536 488 T3

numero DSMZ 22167, especificamente de DSMZ 22167 de conejo, o por una secuencia de acidos nucleicos que se
hibrida con la misma. Un polipéptido que comprende SEC ID N°: 2 puede codificarse por una secuencia de ADN de
SEC ID N°: 6 que puede conseguirse, por ejemplo, del organismo Candida magnoliae DSMZ 22052, o por una
secuencia de acidos nucleicos que se hibrida con la misma.

Un polipéptido que comprende SEC ID N°: 3 puede codificarse por una secuencia de ADN de SEC ID N° 7, que
puede conseguirse, por ejemplo, del organismo Candida vaccinii CBS7318, o por una secuencia de acidos nucleicos
que se hibrida con la misma. Un polipéptido que comprende SEC ID N°: 4 puede codificarse por una secuencia de
ADN de SEC ID N°: 8, que puede conseguirse, por ejemplo, del organismo Candida magnoliae CBS6396, o por una
secuencia de acidos nucleicos que se hibrida con la misma.

La oxidorreductasa que tiene una de las secuencias de polipéptidos mencionadas anteriormente se obtiene en
cantidades utilizables mediante procedimientos convencionales reconocidos por aquellos expertos en la materia. Un
polinucledtido que codifica la secuencia de aminoacidos se clona en un vector adecuado y después se introduce en
un organismo huésped que puede expresar el gen que codifica la secuencia. Microorganismos susceptibles de
transformacion capaces de expresar un péptido tal son muy conocidos en la técnica. Un microorganismo preferido es
Escherichia coli. Como se ha establecido anteriormente, la oxidorreductasa expresada por E. coli transformada
puede extraerse de las células de E. coliy purificarse parcialmente o completamente para su uso en el proceso, o
puede utilizarse en las propias células que pueden estar en un estado nativo, permeabilizado o lisado. Una
realizacion preferida de la reduccidon enzimatica enantioselectiva utiliza una suspension de la oxidorreductasa como
células en el estado nativo. Cualquiera de estas formas puede utilizarse en la forma libre o inmovilizada.

La reaccion de reduccién puede llevarse a cabo en un sistema monofasico que tiene las células que contienen la
enzima suspensas en él. Alternativamente, la reaccion puede realizarse en un sistema acuoso/disolvente organico
bifasico como se describe en la publicacion de solicitud de patente de EE.UU. n°® 2009/0017510 y la patente de
EE.UU. n° 7.371.903. La reaccién puede llevarse a cabo como una reaccién discontinua convencional, o como un
proceso continuo. Se apreciara que una de las ventajas significativas de la reduccién enzimatica enantioselectiva
para aplicaciones comerciales es aceptada para operacién continua.

La mezcla de reaccion contiene preferentemente de aproximadamente 35 g a 350 g de células por kg de reactante
afiadido. La suspensién es la porcién acuosa de la mezcla de reaccion que también contiene un tampén, por
ejemplo, un tampoén TEA (trietanolamina), fosfato, Tris/HCI o glicina. El tampdn puede comprender adicionalmente
iones para la estabilizacion de la enzima, por ejemplo, una fuente de iones magnesio. Aditivos adicionales que
pueden estar presentes en el tampoén para estabilizar las enzimas pueden incluir un poliol, tal como glicerol,
sorbitoles y similares, compuestos de azufre, tales como 1,4-DL-ditiotreitol, glutation, cisteina o similares,
aminoacidos y péptidos, o detergentes, tales como DMSO. Un estabilizador preferido para la enzima es un poliol,
particularmente glicerol, que puede estar presente de aproximadamente el 10 % al 80 % en peso, preferentemente
aproximadamente el 50 % en peso, basado en el peso de la suspension de células.

El proceso de reduccion enzimatica enantioselectiva se lleva a cabo ventajosamente usando un principio de sustrato
acoplado en el que la mezcla de reaccion utiliza un co-sustrato para la regeneracion del cofactor, o coenzima, que
funciona proporcionando hidrégeno para la reduccion del sustrato de arilcetona. El cofactor es preferentemente
nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADP) o nicotinamida adenina dinucleétido (NAD), que se utilizan en el
estado reducido, es decir, NADPH o NADH, respectivamente. El cofactor esta presente en la mezcla de reaccion en
una concentracion de aproximadamente 0,01 mM a 5 mM, preferentemente 0,05 mM a 0,5 mM. En la reaccion, el
co-sustrato funciona siendo oxidado en la regeneracion del cofactor NADPH o NADH. El co-sustrato es un alcohol
secundario representado por la férmula RAR,CHOH en la que R, representa carbono siendo x un numero entero de
1-10 y Ry representa hidrégeno siendo y un niumero entero igual a dos veces el valor de x mas dos. Ejemplos de co-
sustratos adecuados incluyen 2-propanol, 2-butanol 4-metil-2-pentanol, 2-pentanol, 2-heptanol, 2-octanol y similares.
Un co-sustrato preferido es 2-butanol. El co-sustrato esta presente en la mezcla de reaccién en de aproximadamente
el 10 % al 80 % en volumen, preferentemente de aproximadamente el 40 % al 60 % en volumen, lo mas
preferentemente aproximadamente el 50 % en volumen.

El cofactor oxidado formado durante la reduccién de la arilcetona se regenera por oxidacion del co-sustrato, que
también puede catalizarse por la oxidorreductasa. Asi, una ventaja econémica particular del presente proceso es que
la oxidorreductasa afecta tanto la reduccién de la arilcetona de férmula 1 como la oxidaciéon del co-sustrato, por tanto
no tiene que usarse mas enzima para la regeneracion del cofactor. También esta dentro del alcance de la presente
invencion afadir otra enzima a la mezcla de reaccion para la regeneracion del cofactor con el fin de potenciar la tasa
de reduccion de la arilcetona.

En otra realizacién, un disolvente organico que no participa en la regeneracion del cofactor puede afiadirse a la
mezcla de reaccion y realizarse el proceso de reduccion en el sistema bifasico organico acuoso. Ejemplos de tales
disolventes incluyen, sin pretender la limitacion, éter dietilico, terc-butil metil éter, éter diisopropilico, éter dibutilico,
acetato de etilo, acetato de butilo, heptano, hexano o ciclohexano. Un disolvente tal puede estar presente en de
aproximadamente el 1 % al 50 % en volumen, basado en el volumen de la mezcla de reaccion.
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La cantidad de sustrato de arilcetona en la mezcla de reaccién es preferentemente superior a aproximadamente el
0,1 % en peso y puede aumentarse a aproximadamente el 50 % en peso, siendo una concentracion preferida de
aproximadamente el 5 al 30 % en peso. La cantidad de sustrato variara dependiendo de la pureza del mismo, ya que
el proceso puede llevarse a cabo con el sustrato en un estado purificado o como producto en bruto que contiene
cantidades vy tipos variables de impurezas. El pH de la mezcla de reaccion después de la adicion de todos los
componentes estara en el intervalo de 5 a 10, preferentemente de 7 a 9, y éptimamente aproximadamente pH 8. La
reduccién enzimatica segun la presente invencion se lleva a cabo a una temperatura de aproximadamente 10-45 °C,
preferentemente de aproximadamente 20-40 °C, lo mas preferentemente de aproximadamente 25-35 °C.

El proceso de reduccion enantioselectiva es rentable y respetuoso con el medioambiente, ademas de proporcionar
los alcoholes de férmula 3 con rendimiento alto y enantioselectividad muy alta. Asi, puede obtenerse un compuesto
de alcohol con una configuracién (R) de alta pureza 6ptica en presencia de la enzima bajo las condiciones de
reaccion anteriormente mencionadas en el plazo de aproximadamente 12 a 96 horas, preferentemente de
aproximadamente 24 a 48 horas. Durante la incubacion, el pH de la mezcla se mantiene dentro de los intervalos
facilitados anteriormente probando periédicamente y la adicion de un reactivo acido o basico convencional, por
ejemplo, carbonato sddico e hidroxido sddico, respectivamente. La eficiencia de la reduccion enzimatica
enantioselectiva puede expresarse por el nimero de renovaciones total (TTN) que es los moles del alcohol quiral de
férmula 2 producidos por mol de cofactor inicialmente afiadido. EI TTN de la reduccion enzimatica enantioselectiva
es de aproximadamente 10%a 10°, preferentemente 210°,

Si el compuesto de alcohol obtenido mediante la reduccién enzimatica enantioselectiva existe como mezcla de

isdbmeros de posicion de 1N alcohol de la Férmula quimica 3a y 2N alcohol de la Férmula quimica 3b, puede aislarse
y purificarse en isémeros de posicion individuales de alta pureza por cristalizacion:

[Féormula Quimica 3a]

|

N
R1 ~
R2

[Férmula Quimica 3b]

[N

N /
R1 ~N7
R2

La cristalizacion puede comprender afiadir un agente solubilizante a la mezcla de isémeros de posicion resultante de
la reduccion; y afadir un agente precipitante, y opcionalmente filtrar el precipitado; y concentrar el filirado y afadir un
agente precipitante adicional.

Ejemplos del agente solubilizante Utiles en la cristalizacion incluyen acetona, acetonitrilo, tetrahidrofurano, acetato de
etilo, diclorometano, cloroformo, 1,4-dioxano, alcohol inferior de 1 a 4 atomos de carbono, y una mezcla de los
mismos, pero no se limitan a éstos. El agente solubilizante puede afiadirse en una cantidad de cero a 20 ml (v/p)
basado en el peso (g) de la mezcla de isbmeros de posicion.

Ejemplos no limitantes del agente precipitante incluyen agua, un alcohol inferior de 1 a 4 atomos de carbono, éter
dietilico, pentano, hexano, ciclohexano, heptano, y una mezcla de los mismos. El agente precipitante puede afiadirse
lentamente en una cantidad de cero a 40 ml (v/p) basado en el peso (g) de la mezcla de isémeros de posicion.

Tras la adicion del agente precipitante, la filtracion puede dar 1N alcohol (3a) como precipitado de alta pureza.

Ademas, el 2N alcohol (3b) puede obtenerse como una forma cristalina de pureza muy alta concentrando el filtrado y
aumentando la relacién del agente precipitante con respecto al agente solubilizante.
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Estas etapas de cristalizacion pueden omitirse cuando los isémeros de posicidon de arilcetona de Férmula quimica 2
ya estan aislados y purificados.

La introduccidon de un resto carbamoilo en el compuesto de alcohol con configuracion (R) de Féormula quimica 3
conduce a carbamato con configuracion (R), representado por la Férmula quimica 1:

[Férmula Quimica 3]

OH IPI::A1

R1
R2

[Férmula Quimica 1]

0

P

HN. S0 N

R1
R2

en las que

R1 y Rz estan seleccionados independientemente de un grupo que consiste en hidrégeno, halégeno,
perfluoroalquilo, un alquilo de 1 a 8 atomos de carbono, un tioalcoxi de 1 a 8 atomos de carbono y un alcoxi de
1 a 8 atomos de carbono; y uno de A1 y A2 es CH, siendo el otro N.

En la etapa de carbamatacion puede emplearse, por ejemplo, cianato inorganico-acido organico, isocianato-agua, o
compuesto de carbonilo-amoniaco para introducir un resto carbamoilo.

Para la carbamatacién con cianato inorganico-acido organico, el compuesto de alcohol con configuracion (R) de
Formula quimica 3 se disuelve en un disolvente organico, por ejemplo, éter dietilico, tetrahidrofurano, 1,4-dioxano,
acetonitrilo, diclorometano, cloroformo, o una mezcla de los mismos, y se mezcla con 1 a 4 equivalentes de cianato
inorganico tal como cianato de sodio y acido organico, tal como acido metanosulfénico o acido acético, seguido de
hacer reaccionar a aproximadamente -10 a 70 °C.

Con respecto al uso del isocianato-agua, se afiaden 1 a 4 equivalentes de isocianato, por ejemplo, isocianato
clorosulfénico, isocianato de tricloroacetilo, isocianato de trimetilsililo, a una disolucién del compuesto de alcohol con
configuracion (R) de Férmula quimica 3 en un disolvente organico, por ejemplo, éter dietilico, tetrahidrofurano, 1,4-
dioxano, acetonitrilo, diclorometano, cloroformo, o una mezcla de los mismos, y se hace reaccionar a
aproximadamente -50 a 40 °C. Posteriormente, sin purificacion, se afiaden 1 a 20 equivalentes de agua para inducir
la hidrdlisis.

Con respecto al uso del compuesto de carbonilo-amoniaco, se afiaden 1 a 4 equivalentes de un compuesto de
carbonilo, por ejemplo, 1,1'-carbonildiimidazol, cloruro de carbamoilo, carbonato de disuccinilo, fosgeno, trifosgeno, o
cloroformiato, a una disolucion del compuesto de alcohol con configuracion (R) de Féormula quimica 3 en un
disolvente organico, por ejemplo, éter dietilico, tetrahidrofurano, 1,4-dioxano, acetonitrilo, diclorometano, cloroformo,
o una mezcla de los mismos, y se hace reaccionar a aproximadamente -10 a 70 °C, seguido de afadir 1 a 10
equivalentes de amoniaco sin purificacion.

Después de la carbamatacion, el compuesto de carbamato de Férmula quimica 1 asi obtenido puede purificarse
dando mayor pureza 6ptica y quimica mediante la siguiente cristalizacion. La cristalizaciéon comprende afiadir un
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agente solubilizante al producto de la carbamatacion; y a continuacion afiadir un agente precipitante, y
opcionalmente filtrar el precipitado y afadir un agente precipitante adicional. Para uso farmacéutico, es preferible
que siempre haya una purificacion final del producto carbamatado antes de uso, pero que pueda haber una etapa de
cristalizaciéon anterior en el proceso.

Ejemplos no limitantes del agente solubilizante incluyen acetona, acetonitrilo, tetrahidrofurano, acetato de etilo,
diclorometano, cloroformo, 1,4-dioxano, alcohol inferior de 1 a 4 atomos de carbono, y una mezcla de los mismos.
Basado en el peso (g) del producto de reaccion, el agente solubilizante puede usarse en una cantidad de cero a 20
ml (v/p).

Ejemplos no limitantes del agente precipitante incluyen agua, alcoholes inferiores de 1 a 4 atomos de carbono, éter
dietilico, pentano, hexano, ciclohexano, heptano y una mezcla de los mismos. Basandose en el peso (g) del producto
de reaccion, el agente precipitante puede afiadirse lentamente en una cantidad de cero a 40 ml (v/p).

Comprendiendo reduccion enzimatica enantioselectiva, el método de la presente invencidon puede proporcionar
compuestos de carbamato de alta pureza éptica. Ademas, las suaves condiciones de reaccién que el método de la
presente invencion requiere garantizan la seguridad del proceso. Ademas, la etapa de cristalizacion aplicable a la
produccion a gran escala antes o después de la reduccidn enzimatica enantioselectiva o después de la
carbamatacion produce una mayor pureza quimica de los compuestos de carbamato. Los compuestos de carbamato
preparados segun la presente invencion son muy utiles en el tratamiento de trastornos del SNC tales como
convulsién.

Modo para la invencion

Puede obtenerse un mejor entendimiento de la presente invencion mediante los siguientes ejemplos que se exponen
para ilustrar, pero no deben interpretarse como limitantes, de la presente invencion.

Ejemplo de preparacion 1: Preparacion de
1-(2-clorofenil)-2-(1,2,3,4-tetrazol-1-il)etan-1-ona

A una suspensiéon de 2-bromo-2'-cloroacetofenona (228,3 g, 0,978 moles) y carbonato de potasio (161,6 g, 1,170
moles) en acetonitrilo (2000 ml) se afiadié una disolucion al 35 % p/p de 1H-tetrazoldimetilformamida (215,1 g, 1,080
moles) a temperatura ambiente. Estos reactantes se agitaron durante 2 h a 45 °C y se destilaron a presion reducida
para eliminar aproximadamente 1500 ml del disolvente. El concentrado se diluyé en acetato de etilo (2000 ml) y se
lavéo con 10 % de salmuera (3 x 2000 ml). La fase organica asi separada se destilé a presion reducida
proporcionando 216,4 g de un residuo sélido aceitoso. A una disolucion del residuo sélido en acetato de etilo (432
ml) se afadio6 lentamente heptano (600 ml). El precipitado asi formado se filtré a temperatura ambiente y se lavd
dando 90,1 g (0,405 moles) de 1-(2-clorofenil)-2-(1,2,3,4-tetrazol-1-il)etan-1-ona (denominada en lo sucesivo 1N
cetona).

RMN "H (CDCl3) 8,87(s, 1H), d7,77(d, 1H), d7,39-7,62(m, 3H), d5,98(s, 2H)

Ejemplo de preparacion 2: Preparacion de
1-(2-clorofenil)-2-(1,2,3,4-tetrazol-2-il)etan-1-ona

Después de la filtracion del Ejemplo de preparacion 1, el filtrado se concentré y se disolvié en isopropanol (100 ml), y
entonces se afadié heptano (400 ml) para completar la cristalizacion. La filtracion y el lavado a 5 °C proporcionaron
1-(2-clorofenil)-2-(1,2,3,4-tetrazol-2-il)etan-1-ona (denominada en lo sucesivo “2N cetona”) como un sdlido. 94,7 g
(0,425 moles).

RMN "H (CDCls) d8,62(s, 1H), d7,72(d, 1H), d7,35-7,55(m, 3H), d6,17(s, 2H)

EJEMPLO DE PREPARACION 3: Preparacién del compuesto de alcohol de configuracion (R) por reduccion
enzimatica enantioselectiva mediante diversas oxidorreductasas

Se prepararon las cuatro siguientes disoluciones del siguiente modo:
Disolucién de enzima 1

Se transformaron células StarBL21(De3) de Escherichia coli competentes (Invitrogen) con las construcciones de
expresion pET21-MIX que codifican la oxidorreductasa de SEC ID N° 1. A continuacién, las colonias de Escherichia
coli transformadas con las construcciones de expresion resultantes se cultivaron en 200 ml de medio LB (1 % de
triptona, 0,5 % de levadura 'y 1 % de cloruro sddico) con 50 microgramos/ml de ampicilina o 40 microgramos/ml de
kanamicina, respectivamente, hasta que se logré una densidad 6ptica de 0,5, medida a 550 nm. La expresion de la
proteina recombinante deseada se indujo mediante la adicion de isopropiltiogalactésido (IPTG) a una concentracion
de 0,1 mM. Después de 16 horas de induccion a 25 °C y 220 rpm, las células se recogieron y se congelaron a -20
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°C. En la preparacion de las disoluciones de enzima, se resuspendieron 30 g de células en 150 ml de tampdn
trietanolamina (TEA 100 nM, MgCl, 2 mM, 10 % de glicerol, pH 8) y se homogeneizaron en un homogeneizador a
alta presion. La disolucion de enzima resultante se mezclé con 150 ml de glicerol y se guardé a -20 °C.

Disolucion de enzima 2

Se transformaron células RB791 (disolucion madre genética de E. coli, Yale, EE.UU.) con las construcciones de
expresion pET21-MIX que codifican la oxidorreductasa de SEC ID N° 2. A continuacion, las colonias de Escherichia
coli transformadas con las construcciones de expresion resultantes se cultivaron en 200 ml de medio LB (1 % de
triptona, 0,5 % de levadura 'y 1 % de cloruro sddico) con 50 microgramos/ml de ampicilina o 40 microgramos/ml de
kanamicina, respectivamente, hasta que se logré una densidad 6ptica de 0,5, medida a 550 nm. La expresion de la
proteina recombinante deseada se indujo mediante la adicion de isopropiltiogalactésido (IPTG) a una concentracion
de 0,1 mM. Después de 16 horas de induccion a 25 °C y 220 rpm, las células se recogieron y se congelaron a -20
°C. En la preparacion de las disoluciones de enzima, se resuspendieron 30 g de células en 150 ml de tampodn
trietanolamina (TEA 100 nM, MgCl, 2 mM, 10 % de glicerol, pH 8) y se homogeneizaron en un homogeneizador a
alta presion. La disolucion de enzima resultante se mezclé con 150 ml de glicerol y se guardé a -20 °C.

Disolucion de enzima 3

Se preparo la Disolucion de enzima 3 del mismo modo que se ha descrito en la Disolucién de enzima 1, excepto que
se usaron las construcciones de expresion pET21-MIX que codifican la oxidorreductasa de SEC ID N° 3 en lugar de
las construcciones de expresion pET21-MIX que codifican la oxidorreductasa de SEC ID N° 1.

Disolucion de enzima 4

Se preparo la Disolucion de enzima 4 del mismo modo que se ha descrito en la Disolucion de enzima 2, excepto que
se usaron las construcciones de expresion pET21-MIX que codifican la oxidorreductasa de SEC ID N° 4 en lugar de
las construcciones de expresion pET21-MIX que codifican la oxidorreductasa de SEC ID N° 2.

Las diferentes oxidorreductasas contenidas en cada Disolucion de enzima 1 a 4 se examinaron del siguiente modo
para la conversién de

1-(2-clorofenil)-2-(1,2,3,4-tetrazol-1-il)etan-1-ona (1N cetona) y 1-(2-clorofenil)-2-(1,2,3,4-tetrazol-2-il)etan-1-ona (2N
cetona) en el 1-(2-clorofenil)-2-(1,2,3,4-tetrazol-1-il)etan-1-ol (denominado en lo sucesivo 1N alcohol) y 1-(2-
clorofenil)-2-(1,2,3,4-tetrazol-2-il)etan-1-ol (denominado en lo sucesivo “2N alcohol’) correspondiente,
respectivamente.

Lote de reacciéon A

160 pl de tampon (TEA 100 nM, MgCl, 2 mM, 10 % de glicerol, pH 8)
100 pl de NADPH (40 mg/ml)

40 pl de 2-propanol

50 pl de Disolucioén de enzima 1

2 mg de 1N cetona o 2N cetona

Lote de reacciéon B

160 pl de tampon (TEA 100 nM, MgCl, 2 mM, 10 % de glicerol, pH 8)
100 pl de NADPH (40 mg/ml)

40 pl de 2-propanol

50 pl de Disolucién de enzima 2

2 mg de 1N cetona o 2N cetona

Lote de reaccion C

350 pl de tampén (TEA 100 nM, MgCl2 2 mM, 10 % de glicerol, pH 8)

0,05 mg de NADP

50 pl de Disolucién de enzima 3

10 mg de 1N cetona o 2N cetona

250 pl de 4-metil-2-pentanol

50 pl de disolucion de enzima (oxidorreductasa de Thermoanerobium brockii) para la regeneracion de cofactor

Lote de reaccion D
350 pl de tampén (TEA 100 nM, MgCl2 2 mM, 10 % de glicerol, pH 8)

0,05 mg de NADP
50 pl de Disolucién de enzima 4
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10 mg de 1N cetona o 2N cetona
250 pl de 4-metil-2-pentanol
50 pl de disolucion de enzima (oxidorreductasa de Thermoanerobium brockii) para la regeneracion de cofactor

Después de 24 h de incubar cada lote de reaccion A, B, C y D, se afiadié 1 ml de acetonitrilo a cada lote de reaccion,
que se centrifugd y se transfirié a un recipiente de analisis de HPLC para el exceso enantiomérico y la conversion.
La conversion y el valor de ee de los productos se enumeran en la Tabla 1 a continuacién calculados usando las
siguientes ecuaciones:

Ratio de Conversioén (%) = [(Aréa del Préducto)/(Aréa del Reactivo + Aréa del Préducto)]x100

Valor-ee (%) = [(Aréa de Configuracion-R - Aréa de Configuracién-S)/
( Aréa de Configuracion-R + Aréa de Configuracion-S)] x 100

Tabla 1
[Tabla 1]
Lote de reaccion Conversién (% de cetona Valores-ee %oee(enantiomero)
empleado reducida) R-2N Alcohol ,2b | R-1N Alcohol, 2a
Lote de reaccion A >98 89(R) >99(R)
Lote de reaccion B >98 >99(R) >99(R)
Lote de reaccion C >98 95(R) >99(R)
Lote de reaccion D >98 98(R) 95(R)

EJEMPLO DE PREPARACION 4: Reduccién enzimatica mediante oxidorreductasa de SEC N°: 2 Para la conversién
de 1N/2N cetona en R-1N/R-2N alcohol, se afiadieron 30 pl de la disolucion de enzima 2 que contiene la
oxidorreductasa de SEC N°: 2 a una mezcla de 300 pl de un tampén (TEA 100 mM, pH 8, MgCl, 1 mM, 10 % de
glicerol), 100 mg de una mezcla de 1N cetona y 2N cetona (1N:2N=14 %:86 %), 0,04 mg de NADP y 300 pl de 2-
butanol. La mezcla de reaccién se incub6 a temperatura ambiente bajo agitacion constante. Después de 48 horas,
mas del 98 % de las cetonas se redujeron a una mezcla de alcoholes de la siguiente composicion (R-2N alcohol 80
%; S-2N alcohol 0 %; R-1N alcohol 20 %, S-1N alcohol 0 %; 1N cetona 0 %; 2N cetona 0 %).

Después del procesamiento general y la recristalizacion con acetato de etilo/hexano, se obtuvieron los alcoholes
6pticamente puros como a continuacion:

(R)-1 -$2-clorofeni|)-2-(‘| ,2,3,4-tetrazol-1-il)etan-1-ol (1N alcohol)

RMN 'H (CDCIs) d8,74(s, 1H), d7,21-7,63(m, 4H), d5,57(m, 1H), d4,90(d, 1H), d4,50(d, 1H), d3,18(d, 1H);
(R)-1-(2-clorofenil)-2-(1,2,3,4-tetrazol-2-il)etan-1-ol (2N alcohol) RMN 'H (CDCls) d8,55(s, 1H), d7,28-7,66(m, 4H),
d5,73(d, 1H), d4,98(d, 1H), d4,83(d, 1H), d3,38(a, 1H).

Preparacion de carbamato
Ejemplo de preparacion 5: Preparacion de éster
(R)-1-(2-clorofenil)-2-(tetrazol-2-il)etilico del acido carbamico

Se afiadieron 50 ml de la disolucién de enzima 2 que contiene la oxidorreductasa de SEC N°: 2 a una mezcla de 250
ml de un tampén (TEA 100 mM, pH 8, MgCl> 1 mM, 10 % de glicerol), 50 g (225 mmoles) de 1-(2-clorofenil)-2-
(1,2,3,4-tetrazol-2-il)etan-1-ona (2N cetona), 4 mg de NAD, 300 ml de 2-propanol y 150 ml de acetato de buitilo. La
mezcla de reaccion se agitd a temperatura ambiente. Después de 48 horas mas del 98 % de la 2N cetona se redujo
al (R)-1-(2-clorofenil)-2-(1,2,3,4-tetrazol-2-il)etan-1-ol correspondiente (R-2N alcohol) con valores >99 % de ee. A
esta mezcla resultante se afiadieron 500 ml de acetato de etilo. Después de separarse, la fase organica asi formada
se lavé con 10 % de salmuera (3 x 500 ml). La fase organica asi formada se seco sobre sulfato de magnesio y se
filtrd y el filtrado se destilo a presion reducida dando 50,4 g (224 mmoles) de 1-(2-clorofenil)-2-(1,2,3,4-tetrazol-2-
il)etan-1-ol (R-2N alcohol, pureza éptica 99,9 %) como un residuo aceitoso. A este producto en bruto resultante se
afadieron 450 ml de tetrahidrofurano. Después de enfriarse hasta -15 °C, se afiadieron lentamente 38 g (267
mmoles) de isocianato de clorosulfonilo y se agitaron a -10 °C durante 2 h. La lenta adicion del agua indujo la
terminacion de la reaccién. La disolucion resultante se concentré a presion reducida hasta que se eliminaron
aproximadamente 300 ml del disolvente. El concentrado se diluyé con 600 ml de acetato de etilo y se lavé con 10 %
de salmuera (3 x 500 ml). La fase organica se concentrd a presion reducida y el concentrado se disolvio en
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isopropanol (90 ml) al que se afadié lentamente heptano (180 ml), conduciendo a la completitud de la cristalizacion.
El precipitado asi obtenido se filtré y se lavd proporcionando 51,8 g (194 mmoles) de éster (R)-1-(2-clorofenil)-2-
(tetrazol-2-il)etilico del acido carbamico (pureza éptica 99,9 %).

RMN "H (acetona-ds) d8,74(s, 1H), d7,38-7,54(m, 4H), d6,59(m, 1H), d6,16(a, 2H), d4,90(d, 1H), d5,09(m, 2H)

Como se ha descrito hasta ahora, los compuestos de carbamato con alta pureza 6ptica y quimica pueden producirse
con un beneficio econémico segun la presente invencion.

Listado de secuencias Texto libre

SECUENCIAS DE AMINOACIDOS

SEC ID N° 1: Oryctolagus cuniculus de DSMZ 22167 de conejo

1 massgvirrd plankvaivt astdgiglai arrlaqdgah vvisstkqgn vdravaalga

61 eglsvigtve hvgkaedrer Ivatalnlhg gidilvsnaa vnpfigklmd vteevwdkil
121 dinvkamalm tkavvpemek rgggsvviva siaafhpfsg Igpynvskta lvgltkanlal
181 eclaagnirvn clapglikts fskalwedka geeniigklr irrlgkpeec agivsflese

241 dasyitgetv vvaggapstl

SEC ID N° 2: secuencia de proteinas carbonil reductasa de Candida magnoliae DSMZ 22052

1 msatsnalit gasrgmgeat aiklalegys vtlasrqgieq lnaikeklpi vkkggghyve
61 gldlsdicaa stfkgaplpa ssydvffena gvvdfapfad gsetagkdlf tvnllspval
121 tktivkaiad kpretpahii fissivyirg vpnvavysat kgaidsfars larefgpkni
181 hvnovnpgtt rtemtkgvdl aatgdvpikg wievdaiada v1f1likskni tggslvvdng
241 fgv

SEC ID N° 3: secuencia de proteinas carbonil reductasa de Candida vaccinii CBS7318

1 mwrstpnalvt ggsrgigaaa aiklaeagys vtlasrgldk lnevkaklpv vkgggehhvw
61 qldlsdvgaa lefkgaplpa skydlfvsna gvatfsptae hddkdwanii avnltspiai
121 tkalvkavge rsndnpfgia flssaaalrg vpgtavysat kagldgftrs lakelgpkgi
181 hvnivhpgwt gtemtagvde prdipipgwi gpeaiaeaiv ylaksknitg tanivvdnglt
2491 i

SEC ID N° 4: secuencia de proteinas carbonil reductasa de Candida magnoliae CBS6396

1 mnalvtggsr gigeaiatkl aedgysvtia srgidglnkv kaklpvvreg gthhvwgldl
61 sdaeaassfk gaplpassyd vlvnnagvtd pspiakgsds eihklfsvnl lspvaltkty
121 vgavtgkpre tpahiifiss gvairgypnv avysatksql dgfmrslare lgpegvhvnt
181 vspgltktem asgvslddfp pspiggwigp eaiadavryl vksknitgti lsvdngitv

SECUENCIAS DE ACIDOS NUCLEICOS

SEC ID N° 5: Oryctolagus cuniculus de DSMZ 22167 de conejo
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1 atggcttcat cfggegtaac acgeeptgat cegetggeca acaaagtege tattgteact
61 gegtegaceg atggeategg actggegatt gegegtegec ttgetcagga cgggpetcac

121
181
241
301
361
421
4381
541
601
661
721

SEC ID N° 6: secuencia de acidos nucleicos carbonil reductasa de Candida magnoliae DSMZ 22052

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
651

721

SEC ID N° 7: secuencia de acidos nucleicos carbonil reductasa de Candida vaccinii CBS7318

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

SEC ID N° 8: secuencia de acidos nucleicos carbonil reductasa de Candida magnoliae CBS6396

gtggtaatet cticgegtaa acagcaaaat gtagategtg cegttgetge cetgeaagea
gaaggtetat cegtaactgg tactgtgtge catgteggpa aapecgagga cegtgaacgt
ctggttgcga cggeccttaa tettcatgge getategata teetggtgag taacgeggec
gtcaatecgt tittcgptaa gitaatgeac gtcacegaag aggtgtggpea taaaattetg
gacatcaacg tgaaageaat ggegttgatg accaaagegg tggttccaga aatggaaaaa
cgeggtggag acteagitgt cattgtggee ageattgeag cetttaatce atttagegge
taggtecgt acaatgtgag taaaacggcea ttggtiggee tgaccaagaa cetggeattg
gagttagcag cgcagaacat tegtgttaac tgtttagege cgggectgat taagacatca
ticagtaagg cactgtggpa ggataaagct caggaggaaa atatcattca gaaactgegt
attcgeegte tgggaaaace ggaagaatgt geaggtateg ttagetttet gigetetgaa
gatgcgtect atattacggg tgaaaccgta gigptigecg geggagegee gagecgecig

atgtetgeta
gcetattaage
ctcaatgeoca
cagctcogatc
agcagctacy
caaagogaga
accaagacea
ttcacctegt

aagggogoga
cacgttaact
goggotttcg
gtgetgtott
tteggtgttt

atgaggtcga
gcaattaaac
ctcaacgagyg
cagettgatce
agtaagtacg
catgacgaca
acgaagyege
ttectgteat
aaggceeggcc
catgtgaaca
cctagggata
tacctegega
atttaa

cttogaacqgo
ttgocottga
tecaaggaaaa
ttagtgacat
acgtgttott
ctgogeaaaa
ttgttaagge
ccattgtagg
ttgacagott
gegtgaaccer
gegatgttec
tgatcaagte
aa

caccltaacgce
tcgccgagygce
tgaaggccaa
tcagcgacgt
atttgtttgt
aggactggca
tcgttaagge
cggcqgeege
fcgacggett
tcgtacacee
cgcccatcee

agtcaaagaa

tettatoact
Jogggtacage
actacccate
cgagygeggct
cagcaacgeoo
ggacctygtta
catcgoegac
aattcgoeggt
tgegogoeteg
gggcacgacy
tatcaaggga
caagaacatc

ccltgtgyact
aggctacageo
gcttectgte
gcaggccgeg
ctcgaacgce
gaacattatt
cgttggegag
cctgegoggt
cacgocgckcg
tggatggacg
gggctggate

catcacggga

gytgecagee
gteacoetty

Jtgaagaagg
tccaccttea
ggtgtggtygy
acggttaacc
aageeocgcyg
gttoocaacy
cttgeteogty
cgeacegaga

tygatcgagy
actggcecagt

ggoggeagec
gtgacgctceg
gtgaagcagg
ctegaghtea
ggcgtggcta
gccgtgaact
cgcbcaaacqg
gtgccgeaga
ctcgccaagy
cagaccgaga
cagceggaag

acgaacatcg

15

Jeggaatyyy
catcacgeyg
gecageagea

agggygcten
actttqgetee
tgctgtegee
agacgootge
tggcggtcta
agttcggtoeo
tgacaaagygy
tegatgegat
cgeteghtgt

geggeattgy
calocgegeygy
gecaggagea
agggegeace
ctttetegee
tgacatcgee
ataacccgtt
ccgetgttta
agctcggooc
tgactgcggy
ccatcgcega

ttgtcgacaa

cgaggecaca
tattgagcad
ctacgtttyg
totgectgeo
qttegcagac
tgttgegttyg
tcacattatce
cagegecacc
caagaacata
cgttgatete
tgeoegacget
tgacaacgga

cgcggceget
tctcgacaag
ccatgtatgg
getgeocgeg
aacggctgag
cattgecatt
tcagatcgeyg
cagcgetacg
aaagggcatc
tgtagatgag
ggccattgty
cggectgact
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61
121
191
241
301
361
421
48]
541
601
661

atgaacgcecte
googaagatg
aaggctaaac
agcgacycey
gtocttgtea
gagattcaca
gtccaggcgg
ggcgttgeca
gacggttica
gteageecqgg
ccategecga

gtgaagktcga

tagtgaccgg
gctacagegr
ttcocggtigt
aggecgogtc
acaacgoeogg
agctgtttag
ttaccggaaa
ttcgaggeta
tgaggtctct
gtcteaccaa
ttgggggcty

agaacatcac

ES 2536 488 T3

tggtagecegt
gacaatcgoc
gagggagggc
gtecttcaag
agtaacggat
cgtgaatctg
gcctegtgag
cccaaacglc
ggcgcgegag
aaccgagatg
gatccagcce

aggecacgatt

ggcattggeqg
Togagoggaa
cagacccace
ggcgetectt
ccgagteoesa
ctgtcaccag
acgooagoie
gctgtatact
cttggececeg
geeageggey
gaggceatcy
ctgtcagitg

16

aggcgatege
tegateaget
acgtgtggca
tgecageaag
ttgecgaagea
ttgctttgac
acattattet
cggctactaa
agggegteca
tcagecctega
ctgatgcagt

acaacyquaat

gaccaagelg
caacaaggta
gettgaterg
cagctacgat
gtcggatage
aaagacgtac
tatctcgtea
gagegggete
tgtgaacact
cgacttececqg
gaggtacckg
cacgqgtittaa
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Reivindicaciones

1. Un método para preparar éster aril-2-tetrazolil-etilico del acido carbamico de la Férmula quimica 1, que
comprende:

someter una arilcetona, representada por la Férmula quimica 2, a reduccion enzimatica enantioselectiva para
formar un compuesto de alcohol de configuracion (R), representado por la Férmula quimica 3; y
carbamatar dicho alcohol

[Férmula Quimica 1]

0

HNT 0 rlu-”A{N
N \A//
R1 2
R2
[Férmula Quimica 2]
0 N=A
Y
N /
R1 ~A)
R2
[Férmula Quimica 3]
OH II\I::Al
N
N .
A.?

R1
R2

en las que

R1 y Rz estan seleccionados independientemente de un grupo que consiste en hidrégeno, halégeno,
perfluoroalquilo, un alquilo de 1 a 8 atomos de carbono, un tioalcoxi de 1 a 8 atomos de carbono y un alcoxi de
1 a 8 atomos de carbono;

uno de A1y A2 es CH, siendo el otro N; y

dicha reduccion enzimatica enantioselectiva se lleva a cabo en una mezcla de reaccién que comprende dicho
compuesto de Férmula quimica 2, una oxidorreductasa que tiene al menos el 90 % de homologia con la
secuencia de aminoacidos SEC ID N°: 1, SEC ID N°: 2, SEC ID N° 3 o SEC ID N°: 4, NADH o NADPH como
cofactor que se oxida durante el proceso de reduccién y se regenera continuamente, un co-sustrato que
comprende un alcohol secundario representado por la formula R{R,CHOH en la que Ry representa carbono
siendo x un numero entero de 1-10 y Ry representa hidrégeno siendo y un numero entero igual a dos veces el
valor de x mas dos, y un tampo6n adecuado.

2. El método segun la reivindicacion 1, en el que la oxidorreductasa esta codificada, respectivamente, por la
secuencia de acidos nucleicos SEC ID N°: 5, SEC ID N° 6, SEC ID N°: 7 o SEC ID N°: 8.

3. El método segun la reivindicacion 2, en el que la oxidorreductasa puede aislarse de Candida magnolia, Candida
vaccinii u Oryctolagus cuniculus.

4. El método segun la reivindicacion 1, en el que la oxidorreductasa esta presente en la mezcla de reaccién en un
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estado completamente purificado, un estado parcialmente purificado, o en las células microbianas que la expresaron.

5. El método segun la reivindicacion 4, en el que la oxidorreductasa esta presente en las células microbianas que la
expresaron, células que estan en un estado nativo, permeabilizado o lisado.

6. El método segun la reivindicacion 5, en el que las células microbianas son células de Escherichia coli
transformadas.

7. El método segun la reivindicacion 1, en el que la regeneracion del cofactor oxidado resulta de la oxidacion de
dicho co-sustrato.

8. El método segun la reivindicacion 1, en el que dicho co-sustrato es un alcohol secundario seleccionado del grupo
que consiste en 2-propanol, 2-butanol, 2-pentanol, 4-metil-2-pentanol, 2-heptanol y 2-octanol.

9. El método segun la reivindicacion 1, en el que dicha oxidorreductasa afecta tanto la reduccién de la arilcetona de
Férmula quimica 2 como la oxidacién del co-sustrato

10. El método segun la reivindicacion 1, en el que la etapa de carbamatacion se lleva a cabo haciendo reaccionar el
compuesto de alcohol de configuracién (R) de Férmula quimica 3 con cianato inorganico y un acido organico.

11. El método segun la reivindicacion 1, en el que la etapa de carbamatacion se lleva a cabo hidrolizando un
producto resultante de la reaccion entre el compuesto de alcohol de configuracion (R) de Férmula quimica 3 y un
compuesto de isocianato seleccionado del grupo que consiste en isocianato clorosulfénico, isocianato de
tricloroacetilo e isocianato de trimetilsililo.

12. El método segun la reivindicacion 1, en el que la etapa de carbamatacion se lleva a cabo introduciendo amoniaco
en un producto resultante de la reaccion entre el compuesto de alcohol de configuracién (R) de Férmula quimica 3 y
un compuesto de carbonilo que comprende 1,1'-carbodiimidazol, haluro de carbamoilo, carbonato de disuccinilo,
fosgeno, trifosgeno o cloroformiato.

13. El método segun la reivindicacion 1, que comprende ademas una etapa de cristalizacion después de al menos
una de etapa de reduccion enzimatica enantioselectiva y la etapa de carbamatacion.

14. El método segun la reivindicacion 13, en el que la etapa de cristalizacion comprende:

afiadir a un producto de reaccién un agente solubilizante seleccionado de entre acetona, acetonitrilo,
tetrahidrofurano, acetato de etilo, diclorometano, cloroformo, 1,4-dioxano, un alcohol inferior de 1 a 4 atomos de
carbono y una mezcla de los mismos; y

afadir un agente precipitante al mismo seleccionado del grupo que consiste en agua, un alcohol inferior de 1 a
4 atomos de carbono, éter dietilico, pentano, hexano, ciclohexano, heptano y una mezcla de los mismos.

15. El método segun la reivindicacion 1, que incluye adicionalmente la etapa de preparacién de la arilcetona de
Férmula quimica 2 se prepara por reaccion de sustitucion entre una arilcetona de la siguiente Férmula quimica 4 con
un tetrazol de la siguiente Férmula quimica 5:

[Férmula Quimica 4]

0

R1
R2

[Férmula Quimica 5]

H
N

.

N—N

en las que
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R1y Rz son como se definen en la reivindicacion 1; y
X es un grupo saliente seleccionado de entre un haluro y un sulfonato.

16. El método segun la reivindicacion 15, que comprende ademas una etapa de cristalizacion que comprende:

afadir un agente solubilizante seleccionado de entre acetona, acetonitrilo, tetrahidrofurano, acetato de etilo,
diclorometano, cloroformo, 1,4-dioxano, un alcohol inferior de 1 a 4 atomos de carbono y una mezcla de los
mismos a un producto obtenido por la reaccion de sustitucion; y

afadir un agente precipitante seleccionado de agua, un alcohol inferior de 1 a 4 atomos de carbono, éter
dietilico, pentano, hexano, ciclohexano, heptanos y una mezcla de los mismos.

17. Un método para preparar un compuesto de alcohol, representado por la siguiente Férmula quimica 3, mediante
la reduccion enzimatica enantioselectiva de una arilcetona, representada por la siguiente Férmula quimica 2:

[Férmula Quimica 2]

0 N=A
N
N /
R1 ~A)
R2
[Férmula Quimica 3]
OH lrl::Al
N ’/N
A2

R1
R2

en las que

R1 y Rz estan seleccionados independientemente de un grupo que consiste en hidrégeno, halégeno,
perfluoroalquilo, un alquilo de 1 a 8 atomos de carbono, un tioalcoxi de 1 a 8 atomos de carbono y un alcoxi de
1 a 8 atomos de carbono;

uno de Ay A2 es CH, siendo el otro N; y

dicha reduccién se lleva a cabo en una mezcla de reaccién que comprende dicho compuesto de Férmula
quimica 2, una oxidorreductasa que tiene al menos el 90 % de homologia con las secuencias de aminoacidos
SEC ID N° 1, SEC ID N° 2, SEC ID N° 3 o SEC ID N° 4, NADH o NADPH como cofactor que se oxida
durante el proceso de reduccion y se regenera continuamente, un co-sustrato que comprende un alcohol
secundario representado por la formula R,RyCHOH en la que Ry representa carbono siendo x un numero
entero de 1-10 y Ry representa hidrégeno siendo y un nimero entero igual a dos veces el valor de x mas dos, y
un tampon adecuado.

18. El método segun la reivindicacion 17, en el que la oxidorreductasa esta codificada, respectivamente, por la
secuencia de acidos nucleicos SEC ID N°: 5, SEC ID N° 6, SEC ID N°: 7 o SEC ID N°: 8.

19. El método segun la reivindicacion 17, en el que la oxidorreductasa puede aislarse de Candida magnolia, Candida
vaccinii u Oryctolagus cuniculus.
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