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RESUMEN

A mediados de marzo de 2009 se temia la aparicién de una nueva
epidemia (o pandemia) de gripe que se esperaba pudiera proce-
der del subtipo A/H5NI causante de la gripe aviar. Pero surgid, ines-
peradamente en Méjico y enseguida se propagé a EE.UU. y al resto
del mundo, una «nueva gripe», de origen porcino, resultante de
un complejo agrupamiento de segmentos de genes (no por mu-
tacién) cuyo origen pronto se averigu6 que era el siguiente: 1/3 pro-
cedente del aviar de América del Norte, otro 1/3 del porcino de
igual procedencia, y el aproximadamente 1/3 restante integrado a
partes iguales por los de origen humano y porcino de procedencia
eurasiatica.

Realmente, lo «<nuevo» de este virus no era el subtipo —que es
el mismo de la famosa pandemia de 1918-19 (la impropia e injusta-
mente llamada «gripe espafola»)—, sino el continente de su origen
(América del Norte, no Asia); también, la estacién del ano de su
aparicién (la primavera, en lugar de finales del otono); y, finalmente,
la mayor letalidad en jévenes, respecto al virus HIN1 causante de la
gripe estacional, aun siendo su mortalidad no superior estadistica-
mente a la causada por éste.
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Dada la complejidad génica del «<nuevo» virus, se pensoé, logica-
mente, que no existiria inmunidad significativa en los seres huma-
nos respecto a él; pero en el otofio de 2009 se ha publicado que si
hay cierto grado de inmunidad, previamente adquirida, en algunos
sectores de poblacion, dependiendo de la edad.

Pronto se organizé internacionalmente la preparaciéon de vacu-
nas adecuadas, optandose por utilizar las técnicas tradicionales con
huevos de gallina, preferentemente con virus inactivados, y usandose
en la mayoria de ellas adyuvantes que incrementan su poder inmu-
négeno.

En Espaia, a mediados de noviembre de 2009, se inici6 la
campaifia de vacunacion, estableciéndose una prioridad para los
denominados «grupos de riesgo». De forma sorprendente, la acepta-
cién de la vacunacién ha sido menor de la esperada, incluso entre el
personal sanitario (e igual ha sucedido en Francia).

También se consider6 conveniente prever la utilizacién adecuada
(restringida a casos graves de hospitalizados, para evitar la aparicién
de cepas resistentes) de los agentes antivirales oseltamivir (tami-
flu) y zanamivir (relenza), los cuales interrumpen el ciclo biolégico
del virus por inhibir la enzima de éste llamada neuraminidasa (o
sialidasa), cuya actividad es indispensable para la liberacién de los
viriones recién formados de la superficie externa de la dafiada célula
hospedadora.

A la vista de la comprobada benignidad de la temida pandemia,
a comienzos del afio 2010 se ha estimado por ciertos sectores
(también algunos sanitarios) que se habia exagerado por parte
de los organismos internacionales responsables el riesgo de la
misma, achacando tal actuacién a los intereses de las compaiiias
farmacéuticas fabricantes de vacunas.

Los responsables de los organismos oficiales han acreditado
que las medidas adoptadas eran las razonables ante un peligro
desconocido, que atn no estd desaparecido y que puede incluso
aumentar si resultaran cepas mas patégenas por mutacién o por
reagrupamiento del «nuevo» virus con el H5NI, causante de la gripe
aviar, o con el HIN2. Consideran que con las medidas tomadas
se han evitado los errores cometidos en 1918-19, en que (ademas de
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carecerse de los conocimientos y recursos actuales) se intenté luchar
con remedios ineficaces, y con un exceso de confianza y engafios a
la poblacién.

Palabras clave: Gripe A/HINI1; Gripe A/HIN1(2009); Gripe A;
Gripe porcina; Gripe «mexicana»; Pandemia de gripe; Vacunas con-
tra la gripe A; Oseltamivir; Tamiflu; Zanamivir; Relenza.

ABSTRACT

The influenza 2009 A(HIN1) and its treatment:
A summary of its main features

At the middle of March 2009 an A(HIN1) emerged whose genome
contains segments that are about one-third from «old» North
American swine influenza, one third from North American avian,
and the remaining third evently divided between eurasian swine and
human origin.

The new modality of influenza emerged initially in Mexico and
immediately after in United States of America; its propagation in
many other countries on several continents has been very rapid.

Actually, what «was new was not just the virus but also the
continent origin (North America, not Asia), the season of origin
(spring, not late fall), and the cohort at risk for infection and death
(children and young adults, not infants and the elderly)».

Contrary to earlier speculation, it seems that a certain level of
immune protection against the new influenza A(HIN1) virus has
been previously acquired by some sectors of population, depending
on age.

Vaccine production was internationally organized. Most licensed
flu vaccines consist of inactivated egg grown virus, then purified and
generally adjuvants added.

Furthermore, the neuraminidase (= sialidase) inhibitors
oseltamivir (Tamiflu) and zanamivir (Relenza) have been used
in treatments, mainly in children, at the hospitals. The risk of
appearance of resistant strains advised cautious dispensation.
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Certain people considerer that perhaps some official sanitary
authorities have been influenced by pharmaceutical companies to
deliver an exaggerated message about the risk of this pandemics and
have helped to intensify the vaccination campaigns. However, they
argued that the risk of a reassortant virus containing segments of
avian H5N1 or HIN2, which could result in chimaeric viruses with
very dangerous characteristics, should be avoided with preventive
vaccination and the use of antiviral agents.

Key words: Influenza A(HIN1); Influenza 2009 A(HIN1);
Influenza A; Swine influenza A(HIN1); Swine flu; Schweinegrippe;
Mexican flu; California flu; American flu; Pandemics influenza;
Vaccines against influenza; Oseltamivir; Tamiflu; Zanamivir;
Relenza.

La prestigiosa revista Science de 20-3-2009 mostraba la figura de
un hombre cubierto por un paraguas para protegerse de una lluvia
de virus de la gripe, y debajo aparecia la frase: Prepardndose para
una tormenta de virus.

Verosimilmente, aludia esta imagen al temido peligro de la en-
tonces esperada gripe aviar. Sin embargo, la que surgié en esas
mismas fechas (el 18-3-2009) fue una «nueva gripe», distinta de la
aviar, en Méjico, que pronto se extendi6é al Estado norteamericano
de California. Estas circunstancias pudieron determinar el que se la
denominara inicialmente gripe mexicana (Mexican flu), gripe ameri-
cana (American flu), gripe californiana (California flu); y, en razén a
su procedencia animal inmediata, gripe porcina.

Pero, para evitar recelos con posibles vinculaciones patridticas
no gratas —como ocurri6é lamentablemente en 1918-19 con la injusta
y erréneamente llamada «gripe espafiola»— y para evitar el previsi-
ble descenso en el consumo de productos de cerdo, se acordé por los
Organismos Internacionales denominarla Influenza 2009 A(HIN1);
en espafiol: gripe A/HIN1(2009). También se han ido aceptando
expresiones simplificadas como gripe A/HIN1 (que puede inducir a
confusién con la de 1918-19); e incluso otras menos precisas, como
gripe A, o «la nueva gripe».
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Se apreci6 enseguida la rapidez de su propagacién, que determi-
no la declaraciéon por la Organizacion Mundial de la Salud, OMS, en
junio de 2009, de fase pandémica; aunque esto no significaba el que
fuera especialmente mortifera. En efecto, pronto se dedujo que su
gravedad no era superior a la de la gripe estacional, que causa nu-
merosos fallecimientos cada afio. No obstante, el 7-8-2009 se conta-
bilizaban 1.321 muertos (procedentes mayoritariamente de Méjico,
seguido de EE.UU., aun cuando aqui el namero de afectados habia
sido bastante mas elevado que en el pais azteca); el 6-9-2009 la cifra
se elevaba a 5.712; y el 30-12-2009 a 11.516.

La revista New England Journal of Medicine del 12-11-2009 sefia-
laba que «lo que es “nuevo” de la «nueva gripe» no es el subtipo
de virus, sino el continente de origen del virus (América del Norte,
no Asia), la estacion del afio en que se origina (la primavera, no
finales del otofio), el [mayor] riesgo de infeccién y muerte (en nifnos
y adultos jévenes, no en bebés y ancianos».

Con gran rapidez y eficacia se determiné por los organismos
competentes (principalmente de EE.UU.) la filogenia genética de la
variante en cuestion; la cual resulté ser inesperada y compleja en su
composicion. Por el mecanismo de reagrupamiento génico (reassort-
ment) —que no es propiamente «recombinacién» ni «mutacién» sino
el resultado de una integracion de segmentos de genes de variada
procedencia— se hall6 que el virus causante de «la nueva gripe»
contenia genes de gripe aviar de América del Norte (34,4%), corres-
pondientes a la polimerasa bdsica 2 y a la polimerasa dcida; de la
«clasica» porcina de América del Norte (30,6%), relativos a la hema-
glutinina, nucleoproteinas y proteinas no estructurales; y aproximada-
mente el 1/3 restante, distribuido a partes iguales, entre los de pro-
cedencia humana (17,5%), correspondiente a la polimerasa bdsica 1,
y los de origen euroasiatico (17,5%), vinculados con la neuraminida-
sa (= sialidasa) y proteinas matriz de la envoltura (segin Cohen,
Science, 8-5-2009). También se dedujo que el intercambio de algunos
de estos segmentos génicos se habia producido anos atras en distin-
tas épocas.

La novedad y complejidad de esta variante del subtipo A/HINI1
hizo pensar inicialmente que se careceria por parte de los seres
humanos de inmunidad respecto a ella. Sin embargo, segin la re-
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vista Proceedings of the National Academy of Sciences del 1-12-2009,
si existiria alguna inmunidad previa en ciertos sectores de poblacién

(dependiendo de la edad).

Se han hallado diferencias entre la patogenicidad de esta
variante y la de la causante de la gripe estacional, aun pertene-
ciendo ambas al mismo subtipo. Al igual que el virus de la gripe
estacional, el pandémico infecta las cavidades nasales de hurones,
pero sélo éste penetra facilmente en los pulmones (Science, 3-7-2009).
Ello puede ser debido a que el primero se introduce en las células de
las vias respiratorias superiores, enlaziandose con los glicoconjuga-
dos (glicoproteinas y glicolipidos) que en su extremo terminal llevan
el acido N-acetilneuraminico unido a la galactosa por enlace 02-6,
mientras el virus de la gripe pandémica penetra en las células del

tracto respiratorio inferior, que son ricas en uniones o2-3 (Nature,
12-11-2009).

Asimismo, la peculiar patogenicidad de este dltimo puede verse
favorecida por la estructura de la neuraminidasa resultante del nue-
vo reagrupamiento génico (Nature Biotechnology, 11-2009).

¢Podria convertirse en mas letal este virus?

Se sigue investigando si el altamente transmisible virus A/HIN1
pandémico podria originar (por reagrupamiento con el A/H5N1 aviar)
una variante con las peores propiedades de ambos, que son la gran
capacidad de transmision del HIN1 y la gran letalidad del H5NI.
También podria hacerlo, hipotéticamente, con otras variantes.

Por otro lado, la Agencia de la ONU para la Agricultura y la
Alimentacién (FAO) informé a finales de agosto de 2009 de que las
autoridades de Chile alertaron, el 20-8-2009, de la existencia de pavos
en dos granjas avicolas contagiados por una cepa pandémica del
HINT1 (2009), idéntica a la que circulaba entre los humanos (recuér-
dese que, hasta entonces, se consideraba que sélo los humanos y los
cerdos habian sido afectados por dicha cepa HIN1).
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¢Qué remedios se han venido aplicando para prevenir
o tratar esta gripe?

La mayor parte de los siguientes, con mas o menos intensidad
(bajo el asesoramiento y control de los Organismos correspondien-
tes, tales como OMS, FAO, Ministerios de Sanidad respectivos, cen-
tros de investigacién publicos y privados):

— Informacién internacional y nacional, no alarmista pero tam-
poco engafiosa (como sucedié en 1918-19).

— Utilizacién (mutatis mutandis) de una estrategia basada en
los medios preventivos y recursos terapéuticos potencialmen-
te preparados para la temida pandemia prevista de gripe aviar,
que hasta ahora no se ha producido; entre los que se hallan:

— activacion de las redes de alerta internacionales;

— preparacién de vacunas, no dependiendo solamente de la
disponibilidad de huevos de gallina sino pudiendo utilizar
cultivos celulares;

— fabricacion incrementada de antivirales (inhibidores de la
neuramidasa), los cuales son de facil conservacién (a dife-
rencia de las vacunas);

— planes de distribucién, entre todos los paises necesitados,
de vacunas y/o antivirales;

— disponibilidad, en paises pobres, de farmacos como las
estatinas, que pueden paliar la carencia de vacunas o an-
tivirales, sustituyéndolos (véase Cabezas, J. A., 2009a).

En relacién con las vacunas, el temor a la apariciéon de la gripe
aviar habia aconsejado a las autoridades sanitarias internacionales
prever la posibilidad de tener que fabricar estas herramientas pre-
ventivas con mas rapidez que la habitual elaboracién anual de las
destinadas a la gripe estacional. Por ello, a mediados de mayo de
2009 (Nature, 13-5-2009) se habian tomado medidas por el «Grupo
Asesor Estratégico de Expertos sobre Inmunizacién de la OMS» en
cuanto a capacidad global de fabricacién de dosis.

Se dudé de si seria conveniente seguir aplicando los métodos
tradicionales de fabricacion de vacunas o si seria preferible utilizar
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otros, mas rapidos pero menos comprobados, como los que utilizan
cultivos celulares. También se analizé lo relativo al uso para vacunas
de virus atenuados o inactivados, o los fragmentos de éstos, asi como
el empleo o no de adyuvantes que incrementan el poder inmunégeno
(economizando las dosis vacunales).

En general, se ha optado por las experimentadas técnicas tradi-
cionales para fabricar las vacunas con virus inactivados, llevando
ademas frecuentemente adyuvantes, salvo en este caso las destinadas
a embarazadas y nifios (datos adicionales y sobre otros tipos de va-
cunas pueden encontrarse en Cabezas, J. A., 2009a; y en la pagina
www.ranf.com).

Hacia finales de julio de 2009, Espaiia habia contratado la ad-
quisicion de 37 millones de dosis de vacuna a los principales labo-
ratorios fabricantes extranjeros, ya que aqui hasta ahora no se hacen,
previendo vacunar (mediante dos dosis) a un 40% de la poblacién.

Ante la eventual escasez de vacuna o necesidad urgente de vacuna-
cion, se establecieron unos grupos de riesgo, integrados por: enfermos
créonicos graves (con problemas cardiovasculares o respiratorios, in-
suficiencia renal, etc.); nifios hasta catorce anos (unos 6,5 millones);
embarazadas (aproximadamente medio millén al afio); profesionales
sanitarios y trabajadores de servicios esenciales (unos 4,5 millones);
a ellos se anadieron ulteriormente los de otras profesiones.

Comparando con lo acordado por otros paises, se deduce que
han existido notables diferencias en este asunto entre unos y otros.
Asi, Australia previo la necesidad de 21 millones de dosis, con objeto
de poder vacunar a toda la poblacién. (Téngase en cuenta que, al
hallarse situada en el hemisferio austral, su riesgo de sufrir una
gripe favorecida por el invierno no era coincidente con la del hemis-
ferio norte, y podria sufrir una oleada mas peligrosa.) Retrospecti-
vamente puede ahora comprobarse que la amplia utilizacién alli de
la vacuna y de antivirales ha evitado las grandes pérdidas (humanas
y econdémicas) que lamentablemente si se han producido en otros
paises surefios como Argentina, donde no se aplicaron tan intensa-
mente estas medidas.

También el Reino Unido (donde se habian presentado enseguida,
después de en Méjico y EE.UU., algunos casos de infeccién) concertd
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una amplia vacunacion para atender al 75% de la poblacién, con 90
millones de dosis.

En Francia, para vacunar ese mismo porcentaje, 75%, se necesi-
t6 reservar 94 millones de dosis; mientras que en EE.UU. se previ6
vacunar el 50% de la poblacion (preferentemente embarazadas, ni-
fios y ancianos), destinando a ello 160 millones de dosis.

Italia, dando prioridad asimismo a adultos y ancianos, establecio
el mismo porcentaje de vacunacién que Espaiia, el 40%, con 48 mi-
llones de dosis. En cambio, Alemania consideré conveniente vacunar
Unicamente el 25% de su poblacién, con 48 millones de dosis.

Respecto a otros continentes, algunos ejemplos son: China, que
ha actuado con gran rapidez en su campana de vacunacién, aunque
parece ser lo haya hecho con un nimero relativamente bajo de dosis
(90.000); Sudafrica, empleando sé6lo antivirales; e India, sin intentar
amplias camparnias.

¢Por qué numerosas personas (del ambito sanitario
en gran proporcion) no se han vacunado,
frente al virus A/HIN1 pandémico?

En Espafia —donde ha estado disponible la vacuna en los centros
adecuados desde el 15-11-2009— ha habido sélo un limitado interés
en ser vacunado incluso el personal sanitario. Situacion similar se
ha producido en Francia. ¢A qué puede ser esto debido?:

¢A la frecuente indiferencia y hasta escepticismo por parte de
algunos profesionales sanitarios a aplicarse a si mismos las medidas
(preventivas o terapéuticas) que prescriben o recomiendan a sus
eventuales pacientes o conocidos?

¢A la idea, en parte confirmada, de que algunos sectores de po-
blacién mantienen cierta inmunidad, aunque sélo sea parcial, origi-
nada después de infecciones similares anteriores?

¢Ha podido contribuir a este desinterés el temor a que una ace-
lerada produccioén de esta vacuna hubiera ocasionado la produccién
de ella sin todas las garantias que si se cumplen para la elaboraciéon
de la vacuna de la gripe estacional, con la posibilidad de originarse
situaciones como las que causaron inesperadamente el sindrome de
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Guillain-Barré, en 1976 (en 1 entre 100.000 vacunados), que obligb
a interrumpir por completo aquella amplisima campana de vacuna-
cién en EE.UU., que estaba haciéndose con la vacuna A/NJ/1976/
H1N1 de «gripe porcina» (Journal of Infectious Diseases, 15-7-2008)?

Recuérdese que dicho sindrome de Guillain-Barré, de origen
desconocido y poco frecuente, afecta al sistema nervioso ocasionan-
do una paralisis flacida, que viene precedida por episodios de infec-
cién respiratoria o gastrointestinal, estimandose que en su produc-
cién participan mecanismos autoinmunes.

Segun el citado trabajo del J. Infec. Dis., los responsables de la
aparicién de este sindrome pueden ser anticuerpos contra el gangli6-
sido GMI. Probablemente, «los bajos niveles de neuraminidasa viral
de la vacuna de 1976 pudieron permitir que una cantidad suficiente
de acido sialico permaneciera unido a la hemaglutinina viral, for-

mando un complejo acido sialico-hemaglutinina que mimetiza al
gangliésido GM1».

Si las vacunas constituyen el principal remedio, de tipo preventi-
vo, contra la gripe, se dispone desde hace pocos afios de dos agentes
terapéuticos oficialmente autorizados —y existe otro préximo a serlo
probablemente—, que son el oseltamivir (comercialmente conocido
como Tamiflu) y el zanamivir (Relenza). Son farmacos que pueden
curar la gripe ocasionada por los virus de tipo A, si se inicia el ade-
cuado tratamiento en las primeras 48 horas de haberse producido la
infeccion. Se ha comprobado la aparicion de alguna cepa resistente a
estos medicamentos; por lo que se recomienda el uso restringido de
los mismos, s6lo para casos necesarios y no para la gripe estacional.

Acttan como inhibidores de la enzima del virus neuraminidasa
(= sialidasa, E. C. 3.2.1. 18), interrumpiendo el ciclo biolégico de
éste al impedir la liberacién de los viriones recién formados de la
superficie externa de la dafiada célula hospedadora; por lo que éstos
quedan arracimados sobre dicha superficie (datos sobre la estructu-
ra quimica y mecanismo de accién de ambos agentes se detallan en
el capitulo de Cabezas, J. A., de la monografia nimero XXI de la
RANF, véase Bibliografia).

Un trabajo aparecido durante el verano pasado en la revista Bri-
tish Journal of Medicine (3-8-2009) hacia dudar de los beneficios del
Tamiflu en cuanto al tratamiento de la gripe estacional, e insinua-

250



VoL. 76 (2), 241-258, 2010 La GripE A/HIN1(2009) Y SU TRATAMIENTO...

ba que respecto a la cepa A/HIN1 pandémica «atin quedaba por ser
determinados».

Pocas semanas después, el 14-9-2009, otro articulo publicado en
la misma revista por personal de Roche (laboratorio fabricante del
producto) senalaba que el Tamiflu es un farmaco «eficaz y bien
tolerado por los nifios».

Independientemente de esta publicacion, otra, aparecida en New
England Journal of Medicine el 24-12-2009, confirmaba las ventajas
del uso del oseltamivir en pacientes de gripe pandémica hospitaliza-
dos en China, a condicién de comenzar su empleo tempranamente.
(La independencia de los autores de este articulo respecto a los fa-
bricantes del producto viene a reforzar el testimonio del anterior,
vinculado al fabricante, demostrando la utilidad del oseltamivir
frente a la gripe pandémica.)

En Espana, en relacién con este farmaco, las autoridades del
Ministerio de Sanidad han confiado al Centro Militar de Farmacia
de la Defensa, situado en Burgos, la preparaciéon de 1,2 millones de
dosis para eventuales tratamientos; y se han elaborado alli envases
de 30 comprimidos a partir de 1.656 kilogramos de fosfato de osel-
tamivir. (Es sabido que los Servicios Farmacéuticos Militares gozan,
desde muchos afios atras, de un merecido prestigio en la prepara-
cién de eficaces medicamentos a bajo coste.)

Por otro lado e independientemente de todo lo anterior, quiza
convenga indicar brevemente que, en enero de 2010, se ha intensi-
ficado en la prensa espafiola una campafa en contra de la vacuna
destinada a la proteccion frente a la pandemia gripal, atribuyen-
do a las empresas farmacéuticas internacionales fabricantes de la
misma —conocidas con la imprecisa denominacién de «las farma-
céuticas»— presiones no sélo sobre los autores de articulos en revis-
tas especializadas sino también sobre miembros de Organismos in-
ternacionales responsables de la salud, para exagerar la peligrosidad
de la pandemia y asi favorecer la produccion y venta de dicha vacu-
na. La benignidad, hasta la fecha, de la temida pandemia ha contri-
buido a estas manifestaciones, procedentes en algunos casos asimis-
mo del ambito sanitario.

Asi, han aparecido titulares como: «El gran fiasco de la gripe A»,
seguido de frases como: «Tras el susto llega el escandalo. El Consejo
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de Europa empieza este jueves una investigacion para determinar si
la declaraciéon de pandemia por parte de la OMS estaba justificada
y si ha habido intereses econémicos tras la campana de vacunacio-
nes masivas. [...] En el centro de la polémica se encuentra un viré-
logo de fama mundial que ha estado detrds de todas las alertas sa-
nitarias de los altimos anos: el holandés Osterhaus, al que ya llaman
“el doctor Gripe”» (XL Semanal, 24-1-2010).

También otra publicacién del mismo dia pone el siguiente titulo:
«El camelo de la gripe A»; y anade: «Nos han tomado el pelo» (EL
MUNDO, 24-1-2010). Este mismo periédico, el 27-1-2010, dice: «La
OMS, acusada de recibir sobornos. Sus cientificos fueron pagados
por farmacéuticas, segiin “Le Parisien”. La agencia de la ONU niega
haber exagerado la alerta de la gripe A».

Ciertamente que ya meses antes, el 30-7-2009, la prestigiosa re-
vista cientifica internacional Nature alertaba acerca del mencionado
virélogo Osterhaus, advirtiendo que éste habia avisado sobre el ries-
go «de una “inminente” pandemia», mientras su colega Coutinho
habia indicado, en cambio, que «no hay que tener panico». A su vez,
la revista Science del 16-10-2009 sefialaba, en relacién con tal inves-
tigador que: «se ha afirmado que ha acumulado temores a una pan-
demia para promocionar sus propios intereses en el desarrollo de la
vacuna». Confirmando esa sospecha, en ese mismo articulo el, tam-
bién holandés, epidemidlogo Luc Bonneux, considera a Osterhaus
como «parte de una “mafia de la gripe”». Y, asimismo, Miquel Eek-
klenkamp, igualmente microbiélogo holandés, «llama a Osterhaus
“vir6logo del panico”, [que] debe ser permanentemente desterrado
de la television».

¢Qué dice el acusado?

Osterhaus se defiende alegando que la empresa ViroClinics —de la
que es propietario en un 9,9%— «no desarrolla vacunas [sino que
Unicamente] suministra servicios —como ensayos de anticuerpos—
para varias compaiiias que hacen vacunas» (Science, 16-10-2009).
También ha manifestado: «Me limité a presentar todo un abanico de
posibilidades y las autoridades optaron por el peor de los escenarios».
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¢Qué opinan las autoridades sanitarias?

El Director Adjunto de la OMS, K. Fukuda, considera «que “la
pandemia es una evidencia”, que la gripe A todavia existe y que los
riesgos atn no se han conjurado». Asimismo, la Ministra de Sani-
dad de Espania, «al ser preguntada en Bruselas si existieron presio-
nes de las compaiiias farmacéuticas para llevar a cabo la vacunacién
masiva contra el virus de la gripe A [respondi6]: “Rotundamente
no”. [...] Ademas, record6 que en Espania ha habido unas 700 perso-
nas contagiadas internadas en unidades de cuidados intensivos» (EL
MUNDO, 27-1-2010).

¢Existen publicaciones recientes acera de vacunas contra
la gripe pandémica, en revistas prestigiosas, cuyos autores
afirmen no haber sido subvencionados por empresas?

Al igual que hay numerosos articulos en excelentes revistas en
que al final de los mismos se reconoce por algiin o algunos de los
autores haber recibido apoyo econémico para la realizacién de los
trabajos, también existen otras publicaciones en que se indica no
haber obtenido ningtn aporte de empresas comerciales. Entre las de
este grupo se hallan algunas como las siguientes:

— Nature (27-8-2009): «China esta tratando de producir tanta
vacuna contra el HIN1 como le sea posible [...]. Datos preli-
minares relativos a 4.000 personas sugieren que la vacuna es

segura y ha provocado respuestas inmunes significativas».

— Science (18-9-2009): «El 21 de julio [de 2009], Chen fue la
primera persona en China —quiza en el mundo— que recibi6
la nueva vacuna HIN1. Al dia siguiente, China lanz6 un en-
sayo clinico de tres clases de vacunas en 13.000 nifios v adul-
tos, utilizando preparados de diez compaiiias [...]. Una tinica
dosis de vacuna de fragmentos de virus inactivados conte-
niendo 15 microgramos de hemaglutinina generé una fuerte
respuesta de anticuerpos en todos los grupos de edades; el
efecto fue mas intenso en adolescentes y en adultos que en
ninos menores de doce anos y en adultos de mas de sesenta
anos».
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— British Medical Journal (6-10-2009): «Las vacunas tradiciona-

cY en

les contra la gripe tienen una buena trayectoria acreditada en
términos de eficacia y seguridad; por ello, se tardaran anos

en reemplazarlas, pero las nuevas técnicas y las vacunas que
se hallan actualmente en varias etapas de ensayo son necesa-
rias y prometedoras».

New England Journal of Medicine (21-10-2009): En China «una
unica dosis de 15 microgramos de hemaglutinina, sin adyu-
vante [de compuestos de] aluminio, induce una respuesta
inmune tipicamente protectora en la mayoria de las personas
de edades entre doce y sesenta anos».

lo concerniente a los antivirales?

— British Medical Journal (13-11-2009): La OMS «recomienda tra-

tamiento precoz para grupos de riesgo con sospecha de pade-
cer gripe, tales como embarazadas, nifios menores de dos

anos» y personas en condiciones de escaso nivel de salud. [...]
«Sin embargo, no se recomiendan antivirales para personas
sanas que sufran sé6lo una enfermedad leve».

«LECCIONES DE UNA PANDEMIA.
Es hora de evaluar lo que funcioné y lo que no funcioné en
los esfuerzos hechos para hacer frente a la gripe porcina»

254

Nature [editorial] (14-1-2010): Aunque «la mayoria de los ca-
sos han sido leves, los servicios sanitarios estuvieron frecuen-
temente al limite de su capacidad. Y el hecho de que las
vacunas fueran pocas y tardias podria haber sido catastréfico
si el virus hubiera sido mas letal. [...] Un tremendo desafio
fue informar al publico acerca de la naturaleza y gravedad de
la enfermedad. [...] Esto en EE.UU. se hizo admirablemente.
[...] El peligro ahora es que la relativamente suave pandemia
del ano pasado cree un falso sentimiento de seguridad y com-
placencia. La realidad es que en el futuro puede no haber
tanta suerte, especialmente en paises en desarrollo que no
tengan acceso a vacunas o a farmacos antivirales».
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SITUACION EN ESPANA

Esta evaluacion general sobre la levedad y duracién de la que fue
temida amenaza de la primera pandemia del siglo XXI coincide con

el informe de la Red Nacional de Vigilancia Epidemiolégica del
Instituto de Salud Carlos III de nuestro pais, segiin el cual se habia

reducido, hasta ser casi nula la difusién de la gripe A en Espafia a
finales de enero de 2010.

Por tal motivo, habiendo sobrado aqui unos 10 millones de unida-
des de los 13 que llegaron (aunque inicialmente se habian encargado
37 millones), a mediados de febrero de 2010 el Ministerio espafiol
de Sanidad habia ofrecido gratuitamente a los paises necesitados
que lo solicitaran (especialmente los de Iberoamérica) una parte de
esos 10 millones, reservando otra parte para alguna eventual cam-
pana futura de vacunacién, y devolviendo el resto a los laboratorios
fabricantes, segiin se habia concertado previamente (tales centros
parece ser que estudian la posibilidad de utilizar quiza dichos rema-
nentes en coordinacién o asociacién con vacunas futuras).
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NOTA ADICIONAL

Después de la redacciéon del presente trabajo han sido publicados
articulos cuyo contenido se refiere a otros importantes aspectos con
él relacionados (aunque atn en fase preliminar en lo concerniente
a sus posibles aplicaciones terapéuticas), tales como los relativos a
la replicacién del virus. Entre estas publicaciones destacan las si-
guientes:

— Koning, R. [...]; Garcia-Sastre, A. & Palese, P. (2010) Human host factors
required for influenza virus replication. Nature. 463: 813-817.

— Karlas, A. [...]; Pleissner, K.-P. [...] & Meyer, T. F. (2010) Genome wide
RNAI screen identifies human host factors crucial for influenza virus repli-
cation. Nature. 463: 818-822.

Por otro lado, la OMS, el 12 de abril de 2010, ha estimado que
unas 17.700 victimas mortales se han producido por esta gripe por
todo el mundo, de las que unas 5.000 corresponden a Europa y unas
340 a Esparfia, habiendo aqui pasado por unidades de cuidados in-
tensivos mas de un millar de personas y habiendo sido afectadas
aproximadamente 1,3 millones.

También se viene reiterando que el riesgo de futuras «olas» —mas
peligrosas que la primera ahora superada (al igual que ocurrié en
pandemias anteriores de gripe)— no es descartable.

* Informacién de contacto:

Dr. José A. Cabezas Fernandez del Campo.
Paseo de Carmelitas, 43, 7.° A.

37002 Salamanca (Esparia).
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RESUMEN

La exquisita regio y estereoselectividad que presentan los biocata-
lizadores, amén de la buena sostenibilidad inherente a su empleo,
permiten la realizacién de protocolos sintéticos dificilmente alcan-
zables por las metodologias clasicas, a menos que se lleven a cabo
costosos procesos de proteccion y desproteccion. En este trabajo se
revisan algunos ejemplos en los cuales las hidrolasas (las enzimas mas
empleadas dentro del &mbito de las Biotransformaciones) estan im-
plicadas como biocatalizadores para la obtencién del eutémero (este-
roisémero activo, que presenta la actividad terapéutica deseada) bien
de diferentes farmacos quirales, o bien de precursores a través de los
cuales se puedan sintetizar. Asi, se comentaran distintos tipos de bio-
transformaciones para la obtencién de compuestos con diferentes
actividades: antivirales, anticancerosos, antihipertensivos, antiinfla-
matorios, etc, haciendo hincapié en la versatilidad y comodidad del
empleo de los biocatalizadores en los pasos sintéticos descritos.

Palabras clave: Biocatalizadores; Hidrolasas; Biotransformacio-
nes; Farmacos.
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ABSTRACT

Hydrolases use in the preparation of drugs and homochiral
intermediates

The excellent regio and steroselectivity of biocatalysts, combined
with their environmental friendly behaviour, make possible to carry
out under biocatalytical conditions many processes which, conducted
on strictly classical methodologies, would demand expensive and
tedious protection and de-protection steps. In this work we review
some examples in which hydrolases (the most useful enzymes in the
Biotransformations field) catalyse different reactions for synthesizing
only the therapeutically essential stereoisomer of different
homochiral building blocks for drugs. Thus, processes leading to
antiviral, anticancer, antihypertensive or antiinflammatory drugs,
along with many others, are described, remarking the versatility and
utility of the biocatalysts in the above-mentioned processes.

Keywords: Biocatalysts; Hydrolases; Biotransformations; Drugs.

1. INTRODUCCION

Los biocatalizadores, tanto en forma de enzimas aisladas como
sistemas celulares, estan siendo cada dia mas utilizados en rutas sin-
téticas que conduzcan a productos de interés industrial (1-8). Aunque
sin duda existe un creciente interés en la aplicacién de la Biocatalisis
a la obtencién de productos de bajo valor afiadido (9, 10), su utili-
zacion esta mas focalizada hacia el sector del alto valor afadido, es-
pecialmente en la industria farmacéutica, puesto que la exquisita
regio y estereoselectividad que presentan los biocatalizadores permite
la realizacion de protocolos sintéticos dificilmente alcanzables por las
metodologias clasicas, a menos que se lleven a cabo costosos pro-
cesos de proteccion y desproteccion. Por otra parte, las condiciones
suaves de presion y temperatura que se utilizan en las biotransforma-
ciones evitan la apariciéon de reacciones colaterales indeseadas (ra-
cemizaciones, epimerizaciones o transposiciones) que perjudicarian
la economia del proceso. Atiin mas, las modernas técnicas de modi-
ficacion genética que permiten la sobreexpresiéon de enzimas y el
aumento de sus propiedades cataliticas (estabilidad y selectividad)
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esta aumentando de manera considerable el interés en los procesos
biocatalizados.

Desde el punto de vista del &mbito de aplicaciéon de la Biocatalisis
para la obtencién de nuevos farmacos, no cabe duda de que nos en-
frentamos a un amplio espectro de utilizacién, ya que siempre que
hablemos de quiralidad, los biocatalizadores desempenan un papel
prominente; en efecto, en el afno 2000, un 35% de los sintones utiliza-
dos para dicho fin eran quirales, y se espera que este niimero aumen-
te hasta un 70% en el ano 2016 (11). En efecto, después de décadas
de una quimica farmacéutica esencialmente bidimensional, donde la
farmacopea estaba plagada de racematos, a comienzos de los anos
ochenta se produjo un redescubrimiento de la estereoquimica (12).
A este hecho contribuyé sobremanera la incorporacién al arsenal de
reacciones precedentes de nuevas metodologias de obtencion de asi-
metria molecular, entre ellas la Biocatélisis como mencionamos an-
teriormente, que reavivaron el interés por el estudio estereoquimico
del modo de actuacién de los farmacos (13). Asi, se reconocié que la
mayoria de los farmacos eran realmente una mezcla de estereoiséme-
ros, llamados eutdmero (isbmero que presenta la actividad terapéuti-
ca deseada) y distémero (isébmero no activo, que en el mejor de los
casos es inactivo y en el peor de ellos puede presentar altos niveles de
toxicidad), siguiendo las definiciones de Ariens (14). Esta vision exce-
sivamente simplista ha dado paso a una diferenciacién mas completa
y detallada del papel de cada estereoisémero (12, 15, 16), y en este
sentido, hoy dia los compuestos que presentan algiin centro quiral
en su estructura se manufacturan de manera preferente como el eut6-
mero, y las legislaciones mas avanzadas [la FDA (Food & Drug Admi-
nistration) norteamericana, como ejemplo mas sefiero] demandan
pruebas concluyentes de que los distémeros carecen de efectos noci-
vos para la salud. Todos recordamos el tristemente célebre caso de la
ftalidomida, por lo que sin duda ha quedado manifiestamente com-
probado que el empleo de farmacos homoquirales es esencial para
lograr el efecto terapéutico deseado. Ademas, existen otras ventajas
ligadas a su empleo, tales como la reduccion de la dosis necesaria, la
simplificacién del conocimiento de la relaciéon dosis-respuesta y la mi-
nimizacién de la toxicidad. Estos factores farmacocinéticos y farma-
codinamicos han llevado a una gradual preferencia por el empleo de
enantiomeros separados tanto a nivel industrial como legislativo. Asf,
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en términos estadisticos, las ventas mundiales de faArmacos quirales en
forma del eutémero aislado crecieron en USA a un ritmo de un 13%
anual hasta 133 millardos de délares en 2000 y 147,2 millardos en
2001 (incremento de un 16,7%). En esos afos, un 40 y un 36%, res-
pectivamente, de todos los farmacos vendidos fueron enantiémeros
simples, frente a un 33% en 1999 (17, 18). Esto implica que el debate
entre usar racematos o enantiomeros aislados se esta claramente de-
cantando hacia los segundos, y en ese sentido el empleo de procesos
biocatalizados tiene mucho atin por ofrecer.

En este sentido, dentro del amplio campo de las Biotransforma-
ciones, sin duda las hidrolasas (enzimas que catalizan la ruptura
hidrolitica de enlaces principalmente del tipo C-O, C-N, C-C y, en
algunos casos, P-O) son las enzimas mas ampliamente utilizadas. De
hecho, se estima que aproximadamente un 80% de todas las enzimas
usadas en procesos industriales pertenecen a esta clase (19). A ello
contribuyen de manera especial todas las ventajas inherentes a su
utilizacion, a saber:

e Ausencia de necesidad de cofactores (caros y que deben ser
reciclados).

® Buena disponibilidad comercial (un gran nimero a precios
asequibles).

e Capacidad de reconocimiento muy especifico de sustratos a
veces muy alejados de la estructura de sus sustratos «natura-
les» [lo que se ha definido recientemente como «promiscuidad
catalitica» (20)].

* Posibilidad de utilizacién en procesos en disolventes no acuo-
sos (especialmente en el caso de las lipasas), lo que permite
llevar la biocatélisis en el sentido de la acilacién en lugar de la
hidrdlisis.

Por ello, en este trabajo se pretende llevar a cabo una revisién
acerca de los procesos mas importantes en los cuales las hidrolasas
estan implicadas como biocatalizadores para la obtencién de molé-
culas homoquirales a través de las cuales se puedan sintetizar dife-
rentes tipos de farmacos. Para facilitar la lectura del mismo, se ha
seguido una ordenacién de los procesos basandonos en el criterio de
la accion terapéutica del producto obtenido.
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2. FARMACOS ANTIVIRALES
2.1. Profarmacos de lobucavir

El Lobucavir (5, Figura 1) es un anélogo del nucleésido ciclo-
butilguanina, el cual se encuentra bajo desarrollo como un agente
antiviral para el tratamiento para el virus del herpes y del virus de
la hepatitis B (21). Un profarmaco del mismo, en que uno de los dos
hidroxilos se une a la valina, 7 se ha considerado interesante para su
desarrollo.

La aminoacilacién regioselectiva de uno de los dos hidroxilos pri-
marios es dificil de llevar a cabo por procedimientos quimicos, aun-
que sin embargo podria realizarse mediante un proceso enzimati-
co (22). En este sentido, la sintesis del profarmaco lobucavir L-valina
requiere la unién enantioselectiva de uno de los dos grupos hidroxilos
del lobucavir con valina, y para ello los procesos enzimaticos fueron
desarrollados por aminoacilacién de ambos grupos hidroxilo del lo-
bucavir (22). La hidrdlisis selectiva del diéster 1 con lipasa M condujo
a 3 con un 83% de rendimiento. Cuando el diéster metilico 9 como
dihidrocloruro fue hidrolizado con lipasa de Candida rugosa se ob-
tuvo 4 con un rendimiento del 87%. Los intermedios finales del pro-
farmaco lobucavir, el éster 6, podrian ser obtenidos por transesteri-
ficacion de lobucavir usando ChiroCLEC BL (61% de rendimiento) o
mas selectivamente usando lipasa de Pseudomonas cepacea (84% de
rendimiento).

2.2. Crixivian (Inhibidor de la proteasa del HIV)

El cis-(/S,2R)-1-aminoindan-2-ol (Figura 2, 11) es un sintén clave
para la sintesis de Crixivian (indinavir) 12, un inhibidor de la pro-
teasa-HIV. Se ha descrito un proceso mediado por una epéxido hi-
drolasa de Diplodia gossipina para la resolucién del 6xido de indeno
racémico 8. El enantiémero deseado para obtener 11, el (IS,2R)-
6xido de indeno 9, un intermedio quiral para la sintesis del Crixivan,
se obtuvo con un rendimiento del 14% y un exceso enantiomérico
del 99%, junto con el indanodiol racémico 10 como un producto
secundario (23).
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Figura 1. Sintesis de los intermedios quirales para el profarmaco 7, mediante
hidrélisis enzimatica regioselectiva de 1y 2, o mediante aminoacilacién enzima-

tica regioselectiva del lobucavir 5.
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Figura 2. Resolucién del 6xido de indeno racémico 8 para la obtencién de los
intermedios homoquirales 9 y 11 necesarios para la sintesis del indinavir 12.
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3. FARMACOS ANTICANCEROSOS

3.1. Cadena lateral del taxol (Paclitaxel)

Entre los agentes antimitosis, el paclitaxel (Taxol) (16, Figura 3)
un terpeno policiclico complejo, exhibe un tinico modo de accién
sobre las proteinas microtubulares responsables de la formacién de
el huso mitético durante la divisién celular, pues inhibe el proceso
de despolimerizaciéon de la microtubulina (24). El Paclitaxel se ha
utilizado en el tratamiento de varios tipos de cancer entre los que
podemos citar el cancer de ovarios, y metastasis de cancer de mama
con resultados prometedores. El Paclitaxel fue originalmente aislado
de la corteza del tejo Taxus brevifolia y tambien se ha encontrado en
otras variedades de tejo. El principal inconveniente es que el rendi-
miento es muy bajo (0,07%). Se ha estimado que son necesarias
unas 20.000 libras de corteza de tejo (equivalente a 3.000 arboles)
para producir 1 kg de Paclitaxel (25). El desarrollo de un proceso
semisintético para la produccién de Paclitaxel a partir de, por un
lado, bacatina III 14 (Paclitaxel sin cadena lateral en C-13) o 10-
desacetilbacatina III 15 (10-DAB, paclitaxel sin cadena lateral en C-
13 y sin el acetato del C-10), y por el otro de la estructura lactamica
13 (precursora de la cadena lateral en C-13) es una muy interesante
propuesta. En efecto, tanto diferentes taxanos (estructuras derivadas
de 14 6 15), como la bacatina III o la 10-DAB pueden obtenerse a
partir de agujas, brotes y cultivos jovenes de tejo (26). Es decir, la
producciéon de paclitaxel por un proceso semisintético podria elimi-
nar la tala de arboles de tejo.

Asi pues, lograr la correcta estereoquimica de la cadena lateral
en C-13 es de crucial importancia. Para ello, se llevé a cabo la hidré-
lisis enantioselectiva del acetato racémico 3-(acetiloxi)-4-fenil-2-aze-
tidinona 17 (Figura 4) al correspondiente alcohol 19 y el R-acetato
18 (27) usando una lipasa PS-30 de Pseudomonas cepacea (Amano)
y BMS lipasa (lipasa extracelular obtenida de la fermentaciéon de
Pseudomonas sp. SC 13856). El rendimiento de reacciéon obtenido
para el (R)-acetato 18 fue superior al 48% (méaximo tedérico del 50%
para una resolucion cinética) con un exceso enantiomérico superior
al 99,5%.
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Figura 3. Estructuras del paclitaxel 16 y de los intermedios de semisintesis baca-
tina IIT (14) y 10-DAB (10-desacetilbacatina, 15).
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Figura 4. Hidrélisis enantioselectiva del acetato racémico 3-(acetiloxi)-4-fenil-2-
azetidinona 17, y posterior hidrélisis quimica para la obtencién de 13.

La lipasa BMS y la lipasa PS-30 fueron inmovilizadas sobre po-
lipropileno Accurel (PP), y las lipasas inmovilizadas se pueden reuti-
lizar (diez ciclos) sin pérdida de actividad enzimatica, productividad
o enantiopureza del producto 18 en el proceso de resolucién. El pro-
ceso enzimatico fue escalado hasta 250 L (2,5 kg sustrato) usando
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lipasa BMS y lipasa PS-30 respectivamente. De cada batch de reac-
cién, se aislé el R-acetato 18 con un 45% de rendimiento y 99,5% de
e.e. Mediante una suave hidrdlisis en medio basico, el R-acetato se
transformé quimicamente al R-alcohol 13, sintén que al ser acopla-
do a la bacatina III 14, tras una proteccién y desproteccién, permite
preparar paclitaxel por un proceso semisintético (26).

3.2. Taxano activo por via oral: Preparacion enzimatica
de (3R-cis)-3-acetiloxi-4-(1,1-dimetiletil)-2-azetidinona

Debido a la pobre solubilidad en agua del paclitaxel, varios gru-
pos estan desarrollando analogos solubles en agua (28-30). El pro-
ducto 24 (Figura 5) es un derivado de taxano soluble en agua, que
cuando se administra por via oral, resulta tan efectivo como el pa-
clitaxel en cinco modelos tumorales [pulmén M109 y céancer de
mamas en ratén, cancer de ovario humano (expresado en ratas y
ratones), y en cancer de colon HCT/pK] (29).

El intermedio quiral (3R-cis)-3-acetiloxi-4-(1,1-dimetiletil)-azeti-
dinona 21 fue preparado para la semisintesis del nuevo taxano 24.
La hidrdlisis enzimatica enantioselectiva de rac-3-acetiloxi-4-(1,1-
dimetiletil)-azetidinona 20 al correspondiente (S)-alcohol no desea-
do 22 y el (R)-acetato buscado 21 fue realizada utilizando lipasa
PS-30 (Amano) o BMS lipasa (lipasa extracelular obtenida a partir
de la fermentacién de Pseudomonas sp. SC 13856). Se obtuvo un
rendimiento de reaccién mayor del 48% (de nuevo un 50% es el
maximo tedrico) con un exceso enantiomérico mayor del 99% para
el (R)-acetato.

Por otra parte, la semisintesis del taxano 32 también requiere
disponer de 4,10-didesacetilbacatina III 25 (Figura 6) como mate-
rial de partida para la sintesis del derivado metoxicarbonilado en C4
de la 10-didesacetilbacatina 26. Para la deacetilacion de la 10-DAB
15 a 25 se emple6 una hidrélisis enziméatica regioselectiva utilizando
como catalizador células de Rhodococcus sp SC 162949 aislada de
soja empleando técnicas de enriquecimiento de los cultivos micro-
bianos (30).
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Figura 5. Hidrélisis enantioselectiva del rac-3-acetiloxi-4-(1,1-dimetiletil)-azetidi-
nona 20, y posterior hidrélisis quimica para la obtencién de 23.
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Figura 6. Desacilaciéon enzimatica de la 10-DAB 15.
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3.3. Desoxiespergualina. Acetilacién enzimatica
enantioselectiva de rac-7-[N,N’-bis(benziloxicarbonil)-N-
(guanidinoheptanoil)]-a-hidroxiglicina

La espergualina es un antibi6tico antitumoral que fue descubierto
en el filtrado del caldo de cultivo de una cepa bacteriana siendo su
estructura la (/5S)-1-amino-10-guanidino-11,15-dihidroxi-4,9,12-tria-
zanonadecano-10,13-diona (31). La sintesis total vino acompanada de
la condensacién catalizada por el acido del 11-amino-1,1-dihidroxi-
3,8-diazaundecano-2-ona con (S)-7-guanidino-3-hidroxiheptanamida
seguido por la separaciéon de la mezcla de epimeros. La actividad an-
tibacteriana o antitumoral de la espergualina racémica demostré ser
la mitad de la espergualina natural (32), indicando pues la importan-
cia de la configuracion absoluta en C11 para la actividad antitumoral.

La acetilacién enantioselectiva del 7-[N, N’-bis(benziloxicarbonil)-
N-(guanidinoheptanoil)]-"-hidroxiglicina racémica (27, Figura 7)
catalizada por la lipasa AK condujo al correspondiente (S)-acetato
28 y al (R)-alcohol 29 (33). Por su parte, el (S)-acetato 28 es un
intermedio clave en la sintesis quimica de la (S)-15-desoxiespergua-
lina 30, un agente inmunosupresor y antibiético antitumoral (34).
La reaccion se llevé a cabo en metil-isobutil-cetona usando una lipa-
sa de Pseudomonas sp. (lipasa AK) con acetato de vinilo como agente
acilante. Se obtuvo un rendimiento del 48% con un exceso enantio-
mérico del 98% para el (S)-acetato 42. El alcohol (R)-43 se obtuvo
con un 41% de rendimiento y un exceso enantiomérico del 94%.

3.4. Acilacion de Purina

Un buen ejemplo de quimio y regioselectividad combinada de una
transformacién enzimatica es la acilacién de purinas (506U78) que
comenzé siendo desarrollada por Glaxo Welcome, como un agente
antileucémico.

Partiendo de la estructura 31, y usando una lipasa inmovilizada
de Candida antarctica B y acetato de vinilo como donador de acilo
se obtuvo el 5’-monoacetato 32 con un 99% de conversion. El com-
puesto obtenido es mas soluble por lo que aumenta su biodisponi-
bilidad. Esta transformacién es practicamente imposible de realizar
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por una acetilaciéon quimica convencional debido a la conocida pre-
ferencia por la N-acilaciéon. La regioselectividad del proceso es re-
marcablemente alta, ya que se obtiene menos del 0,1% del 3’-acetato
y aproximadamente un 0,3% del 3’,5’-diacetato (35).
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Figura 7. Sintesis de los intermedios quirales para la obtencién de la (S)-15-
desoxiespergualina 30:acilaciéon enantioslectiva del rac-27 para la obtenciéon del
acetato homoquiral 28.
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Figura 8. Acilaciéon regioselctiva de purinas.
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4. FARMACOS ANTIHIPERTENSIVOS
4.1. Inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina

4.1.1. Captopril: Preparacion enzimdtica del dcido (S)-3-acetiltio-
2-metil propanoico

El captopril corresponde quimicamente a la estructura de 1-[(2-S)-
3-mercapto-2-metilpropionil]-L-prolina (36, Figura 9). Se usa como
un agente antihipertensivo mediante la supresién del sistema renina-
angiotensina-aldosterona (36, 37). El captopril previene la conversién
de angiotensina I a angiotensina II (AII) por inhibicién de la enzima
convertidora de angiotensina (ACE). La potencia del captopril como
un inhibidor del ACE depende criticamente de la configuraciéon del
resto mercaptoalcanoilo; asi, el compuesto con la configuracién S
es cien veces mas activo que el correspondiente R-isémero (38). El
resto requerido acido (2S) 3-mercapto-2-metilpropiénico ha sido
obtenido de una fuente microbiana a partir del acido (2R)-3-hidroxi-
metilpropiénico, que a su vez es obtenido por hidroxilacién del acido
isobutirico (29).

La sintesis de la (S)-cadena lateral del captopril fue realizada por
hidrdélisis enatioselectiva catalizada por lipasa del enlace tioester del
acido 3-acetiltio-2-metil propanéico racémico 33 para obtener el
compuesto (S)-34 (40). Entre las distintas lipasas evaluadas, la li-
pasa de Rhizopus oryzae ATCC 24563 y la lipasa PS-30 de P. cepacea
en medios organicos (1,1,2-tricloro-1,2,2-trifluoroetano o tolueno)
cataliz6 la hidrélisis del enlace tioéster del enantiémero no deseado
del producto racémico 33 para dar el producto S-34 deseado, y tam-
bién 4cido (R)-3-mercapto-2-metil propanéico 35 y acido acético. De
esta forma, se obtuvieron rendimientos de reaccién superiores al
24% con un e.e. superior al 95% para el compuesto (S)-34 usando
cada lipasa.
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Figura 9. Sintesis enzimatica de los sintones para la obtencién del captopril 36:
hidrélisis enantioselectiva del 4dcido rac-3-acetiltio-2-metilpropanéico 33.

4.1.2. Zofenopril: Preparacion enzimdtica del dcido (S)-3-benzoiltio-
2-metil propanoico

En un proceso alternativo para preparar tanto la cadena lateral
del captopril 36 y del zofenopril 40, se ha descrito una esterificacién
enantioselectiva del acido 3-benzoiltio-2-metil propanoico racémico
(37, Figura 10) catalizado por lipasas en un disolvente organico,
para dar el R- (+) éster metilico 39, dejando asi libre el sintén de-
seado, el acido S -38 (41).

@( L|;fasa PBS 3g 6
S\)\WOH pasa BV @\( \)}r
0 0 tolueno \/\[(
rac-37 / \\ (R)-39
QS

36 Captopril 40 Zofenopril

Figura 10. Sintesis enzimatica de los sintones para la obtencién del captopril 36
y del zofenopril 40: esterificacién enantioselectiva del acido rac-3-benciltio-2-me-
tilpropanéico 37.
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Usando lipasa PS-30 con tolueno como disolvente y metanol como
nucledfilo, se obtuvo el producto deseado (S)-38 con un 37% de ren-
dimiento y 97% de exceso enantiomérico. Tanto la cantidad de agua
como la concentraciéon de metanol afiadida a la mezcla de reaccién
fueron parametros criticos; asi, el agua fue anadida a una concentra-
cién de 0,1% en la mezcla de reacciéon. Cantidades superiores al 1%
de agua conducen a la agregacion de la enzima en el disolvente orga-
nico, con una disminucioén en la tasa de reaccién debido a limitacio-
nes de transferencia de masa. La tasa de esterificaciéon disminuyé
cuando la relacién metanol/sustrato se incrementé de 1:1 a 4:1. Por
otra parte, altas concentraciones de metanol inhibieron la esterifica-
cién debido probablemente al atrapamiento del agua esencial de la
enzima. La lipasa nativa PS-30 fue inmovilizada sobre polipropileno
Accurel (PP) por absorciéon con una eficiencia del 98,5%. La lipasa
inmovilizada catalizé eficientemente la reaccién de esterificacién dan-
do 45% de rendimiento con un 97,5% de exceso enantiomérico del
producto (S)-38, permitiendo eficazmente un rendimiento y exceso
enantiomérico similar del producto durante 23 ciclos de reutilizacién
sin pérdida apreciable de actividad y productividad. El (S)-38 es un
intermedio clave para la sintesis de captopril (42) o zefenopril (43).

4.1.3. Monopril: Preparacion enzimdtica de monoacetatos
de (S)-2-ciclohexil y de (S)-2-fenil-1,3-propanodiol

El monoacetato de (S)-2-ciclohexil-1,3-propanodiol 43 y (S)-2-
fenil-1,3-propanodiol 44 son intermedios quirales para la sintesis
quimioenzimatica de Monopril (45, Figura 11), un farmaco antihi-
pertensivo que actia como inhibidor sobre la enzima convertido-
ra de angiotensina (ACE). La hidrolisis asimétrica del diacetato de
2-ciclohexil-1,3-propanodiol 41 y el diacetato de 2-fenil-1,3-propano-
diol 42 a los correspondientes (S)-monoacetatos 43 y 44 se llevo a
cabo con lipasa pancreatica porcina (PPL) y lipasa de Chromobacte-
rium viscosum (443). Asi, aplicando un sistema bifasico que conte-
nia un 10% de tolueno, se obtuvieron rendimientos de reaccién del
65% con un 99% de e.e. para el producto (S)-43, usando ambas
enzimas. Por su parte, el (S)-44 fue obtenido con un rendimiento del
90% con un e.e. del 99,8% utilizando lipasa de Chromobacterium vis-
cosum en condiciones similares.
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4.2. Inhibidores de la endopeptidasa neutra

4.2.1. Preparacion enzimdtica del dcido (S)-o-
[(acetiltio)metilJbenceno propanoico

El 4cido (S)-"-[(acetiltio)metil]fenilpropanéico (47, Figura 12) es
un intermedio quiral clave para la sintesis del inhibidor de la endo-
peptidasa neutra(NEP) 49 (45). La lipasa PS-30 cataliz6 la hidrélisis
enantioselectiva del enlace tioester del rac-47 en disolvente orgéanico
para dar el acido (R)-"-[(acetiltio)metil]fenilpropanéico 48 y el sin-
tén deseado (S)-47, el cual se obtuvo con un rendimiento del 40%
con un exceso enantiomérico del 98% (40).

AcO OAc AcO_~_OH
11 sistema bifasico

lipasa de pancreas porcino

lipasa de Chromobacterium viscosum ©

AcO OAc AcO~_A_-OH

45 Monopril

Figura 11. Preparacién de los sintones quirales para la obtencién del Monopril:
hidrélisis enziméatica asimétrica de los diacetatos 41 y 42 a los correspondientes
monoacetatos (S)-43 y (S)-44.
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Figura 12. Preparacién del sintén quiral para la obtencién de 49 a través de la
hidroélisis enzimatica de 46.

4.3. Bloqueantes de los canales de calcio
4.3.1. Diltiazem

Los famacos bloqueantes de los canales de calcio forman un
grupo diverso desde el punto de vista quimico y farmacolégico. Desde
el punto de vista quimico, el diltiazem es una benzotiazepina que se
usa para tratar la hipertensiéon y para controlar el dolor en el térax
(angina). Funciona al relajar los vasos sanguineos para que el cora-
z6n no tenga que bombear con dificultad. También aumenta el su-
ministro de sangre y de oxigeno al corazén. Las companias DSM-
Andeno y Tanabe Pharmaceutical han comercializado una lipasa que
cataliza la resolucién del éster metilico correspondiente del acido
(+)-(2S,3R)-trans-3-(4-metoxifenil)-glicidico (MPGM) (2S,3R)-50,
Figura 13, un precursor clave para el diltiazem 53 (46-49). El pro-
ceso DSM-Andeno usa una lipasa de Rhizomucor miehei (RML),
mientras que el proceso Tanabe utiliza una lipasa secretada por
Serratia marcescens Sr41 8000. En ambos, casos la lipasa cataliza
la hidrélisis del racémico rac-50 para «limpiar» el enantiémero de-
seado (2S,3R)-50 del 4cido producto de la hidrélisis enzimética
(2R,3S)-51, el cual se descompone espontdneamente al aldehido 54.

275



ANDRES R. ALCANTARA LEON Y coOLS. AN. R. Acap. Nac. Farwm.

En el proceso Tanabe, en un reactor de membrana se combina la
hidrélisis, separacion y cristalizacion del (2S,3R)-50. En este sentido,
el tolueno disuelve el sustrato racémico en el cristalizador y lo lleva
hasta la membrana que contiene la lipasa inmovilizada. La lipasa ca-
taliza la hidrélisis del enantiémero no deseado originando el acido
(2R,3S)-51, el cual pasa a través de la membrana en la fase acuosa.
La espontanea descarboxilacion del acido da el correspondiente alde-
hido que reacciona con el bisulfito en la fase acuosa. En ausencia de
bisulfito, este aldehido desactivaria la lipasa. El enantiémero deseado
(2S,3R)-50 permanece en la fase tolueno y se lleva hasta el cristaliza-
dor. La actividad de la lipasa baja significativamente después de ocho
ciclos y la membrana puede ser recargada con lipasa adicional. Con
este proceso, el rendimiento del producto cristalizado (2S,3R)-50 fue
mayor del 43% con el 100% de pureza enantiomérica.
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Figura 13. Proceso Tanabe para la preparaciéon del sintén quiral (2S, 3R)-50
para la obtencién del diltiazem 53.
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5. FARMACOS ANTICOLESTEROLEMICOS

5.1. Preparacién enzimatica de (R) y (S) 3-hidroxibutirato
de etilo

La producciéon de (R) y (S) 3-hidroxibutirato de etilo (HEB),
molécula clave para la obtencién de farmacos que inhiben la HMG
CoA reductasa, se ha desarrollado y escalado hasta la escala de ki-
logramos mediante un eficiente proceso enzimatico en dos pasos,
representado en la Figura 14. Ambos enantiémeros fueron obtenidos
al 99% de pureza quimica y 96% de e.e. con un rendimiento del
proceso completo del 73%. En la primera reaccién se realizaba la
acetilacion del HEB racémico 56 con acetato de vinilo para la pro-
duccién de (S)-HEB (S)-56. En la segunda reaccioén, el (R)-3-aceto-
xibutirato de etilo (AEB) obtenido en el primer paso por la reaccién
enzimaética fue sometido a una etanolisis (R)-HEB épticamente puro
(R)-56. En ambas etapas se empled, con alta productividad y selec-
tividad, la lipasa inmovilizada de Candida antarctica B (CALB).

0

lipasa B de C. antarctica H
MOEt p )\/U\OEt + /\)I\OEt

o R
rac.56 acetato de vinilo (R) 57 (5)-56

HEB AEB (S)-HEB

ipasa Bde C. antarctica
EtOH

OH O

/(lR)\)J\OEt

(R)-56
(R)-HEB

Figura 14. Preparacién en dos pasos de los dos enantiémeros del HEB.

El tipo del éster del acido butirico empleado influencié la enan-
tioselectividad de la enzima. Esto es, el aumento de la cadena alqui-
lica de etilo a octilo resulté en una disminucién de la enantiopureza,
mientras que usando grupos voluminosos como bencilo o 7-butilo, se
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mejoro la enantioselectividad de la enzima. Los reactivos se hicieron
recircular sobre la enzima inmovilizada en un reactor en columna
hasta que se obtuvo la maxima conversion. Los productos deseados
fueron separados de la mezcla de reacciéon en cada una de las dos
etapas por destilacion fraccionada. La principales caracteristicas del
proceso son la exclusion del disolvente y el uso de la misma enzima
para los pasos de acetilacion y alcoholisis para preparar kilogramos
de (S)-HEB) y (R)-HEB (50).

5.2. Preparaciéon enzimatica de (3R, 5S)-3,5-dihidroxi-6-
(feniloxi)hexanoato de etilo

La (3R, 5R)-[4-[4a,6b(E)]]-6-[4,4-bis[4-fluorofenil] 3 - (1-metil-1H-
tetrazol-5-il)-1,3-butadienil] tetrahidro-4-hidroxi-2H-piren-2-ona (59,
Figura 15) es un nuevo y potencial farmaco anticolesterolémico que
actda por inhibicién de la hidroximetilglutaril coenzima A (HMG CoA)
reductasa (51). Se ha descrito una ruta biocatalizada para la obten-
ci6én de sintones homoquirales del tipo 1,3-diol a través de procesos
catalizados por alcohol deshidrogenasas en células de Acinetobacter
calcoaceticus SC 13876 con altas conversiones (52).

58 (3R,5R)-59 (3S,5R)-60
Inhibidor de la HMG CoA reductasa

lipasa PS-30

sistema bifasico

cloruro de pivaloilo

piridina/ MeOH

(35.5R)-59 (35.5R)-61

Figura 15. Sintesis del anticolesterolémico (3R, 5R)-59: acetilacion enzimatica
diastereoselectiva de 58.
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Usando un proceso de acetilaciéon enzimatica diastereoslectiva,
el (3R, 5R)-59 se preparé a partir de la mezcla diastereoisomérica
58 (543). La lipasa PS-30 y la lipasa BMS (producida por fermen-
tacién de cepas de Pseudomonas SC 13856) catalizaron eficiente-
mente la acetilacion de 58 (4g/L) para dar el (3S, 5R) acetato 60 y
el compuesto buscado (3R, 5R)-alcohol 59. Se logré un rendimiento
maximo del 49% y un exceso enatiomérico del 98,5% para el (3R,
5R)-alcohol 59 cuando se utilizé tolueno en presencia de acetato
de isopropenilo como donador de acilo. En metil isobutil cetona, a
una concentraciéon de sustrato de 50 g/L, se obtuvo un rendimiento
méaximo de reaccién de un 46% y un exceso enatiomérico del 96%
para el producto 59.

El proceso enzimatico fue escalado (proceso de la compaiiia
Bristol-Myers Squibb) hasta los 640 L, usando lipasa inmovilizada
PS-30 en un reactor tipo batch (tanque agitado discontinuo). Asi, de
la mezcla de reaccién se aislé el (3R, 5R)-alcohol 59 con un rendi-
miento total del 35% y 98,5% de exceso enantiomérico, con una
pureza del 99,5%. Asimismo, el (3S, 5R)-acetato 60 producido por
este proceso fue enzimaticamente hidrolizado por la lipasa PS-30
en un sistema bifasico para preparar el correspondiente enantiéme-
ro (3S, 5R)-59.

5.3. Preparacion enzimatica del éster dietilico del acido
S-[1-(acetoxil)-4-(3-fenil)butil] fosfénico

La escualeno sintasa es la primera enzima especifica en la biosin-
tesis del colesterol, y cataliza la condensacién cabeza-cabeza de dos
moléculas de pirofosfato de farnesilo (FPP) para formar escualeno.
Esta enzima se ha implicado en la transformaciéon de FPP a piro-
fosfato de preescualeno (PPP). En este sentido, indicaremos que los
analogos de FPP son una clase importante de inhibidores de la es-
cualeno sintasa (54). No obstante esta clase de compuestos carecen
de especificidad hacia esta enzima, por lo que forman un grupo de
potenciales inhibidores de otras tranferasas dependientes de FPP,
tales como la geranio-geranil pirofosfato sintasa. Para incrementar
la especificidad de la enzima, se han sintetizado analogos de PPP y
otros inhibidores basados en el mecanismo de la enzima como el
compuesto 62 (Figura 16) (55). En este sentido, el éster dietilico del
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acido S-[1-(acetoxil)-4-(3-fenil)butil] fosfénico 62 es un interme-
dio quiral clave requerido para la sintesis quimica total de 65. La
acetilacion enantioselectiva del éster dietilico racémico del acido
[1-(hidroxi)-4-(3-fenil)butil] fosfénico 62 se ha llevado a cabo con
lipasa de G. candidum en tolueno usando acetato de isopropenilo
como donador de acilo (56). Se obtuvo un rendimiento del 38% y un
exceso enantiomérico del 95% para la obtencién del compuesto 64.

g
o] R-OEt
OEt
OH
Q, 63
0 R-OEt lipasa de
OEt . ] +
OH Geotrichum candidum P
1
0] R-OEt
62 ©/ j\ OEt

64 O

|

SR

~~o"F~o™\

o] 8 0
65

Figura 16. Acilacién enzimética de un sintén quiral para la sintesis del inhibidor
de la escualeno sintasa 65: acilacién enantioselectiva del racémico 62 para obtener
el (S)-acetato 64.

6. ANTAGONISTAS DEL TROMBOXANO A2

6.1. Preparacion enzimatica de lactol [3aS-(3a0,40,70, 7ac)]-
4,7-epoxibencenofuran-1-(3H)-ol

El tromboxano A2 (TxA2) es una potente sustancia vasocons-
trictora producida en el metabolismo del acido araquidénico en las
plaquetas de la sangre y otros tejidos. La potente actividad antiagre-
gatoria y vasodilatadora del TxA2 juega un importante papel en el
mantenimiento de la homeostasis, y contribuye a la patogénesis de
una gran variedad de desérdenes vasculares.
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Estudios para limitar el efecto del TxA2 se han basado en inhibir
su sintesis o bloquear su accién en los lugares de unién al receptor
por medio de antagonistas (57, 58). El lactol [3aS-(3aa,40,70, 7an)]-
4,7-epoxibencenofuran-1-(3H)-ol 67 (Figura 17) o la correspondiente
lactona quiral 68 son los intermedios clave en la sintesis total del
acido [1S-[1, 2"(Z), 3", 4-[[-7-3[[[1-oxoheptil)-amino]acetil]Jmetil]-7-
oxabiciclo-[2,2,1] hept-2-il]-5-heptanéico 69, un nuevo agente cardi-
vascular de uso potencial en el tratamiento de enfermedades trom-
béticas (59).

\N\/\/\/c O,H
69 o

|
/ NH\([J]/\HJ\/\/\/
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H \ 0
" Nocardiodes glorurula ATCC 21505 \< “\/<
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oxidacién

e
)OJ\ hidrélisis

“\‘\O Lipasa BMS “SoH
O\n/ Lipasa PS$-30 0\[(

~ "
0 (6]
70 71

Figura 17. Sintesis de los sintones quirales para la obtencién del compuesto 69,
antagonista del tromboxano A2.

La oxidacién enantioselectiva del (exo,exo)-7-oxabiciclo [2,2,1]
heptano-2,3-dimetanol 66 al correspondiente (S)-lactol 62 y (S)-lac-
tona 63 se ha llevado a cabo utilizando células de Nocardia globerula
ATCC 21505 y Rhodococcus sp. ATCC15592 (60). La lactona 68 fue
obtenida con un rendimiento maximo del 70% y un e.e. del 96%),
respectivamente, usando una suspension de células de Nocardia glo-
berula ATCC 21505. Para el lactol 67 y la lactona 68 se obtuvieron
unos rendimientos de reaccién completos del 46% (lactol y lactona
combinado) v 96,7% vy 98,4% de e.e., respectivamente, usando sus-
pensiones de células de Rhodococcus sp ATCC15592.
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Por otra parte, la hidroélisis enantioselectiva del diacetato (exo,exo)-
7-oxabiciclo [2,2,1] heptano-2,3-dimetanol 70 al correspondiente
éster S-monoacetato 71 se ha realizado utilizando lipasa PS-30 de
P. cepacea (61). Se obtuvo un rendimiento méaximo de reaccién del
75% y un e.e. mayor del 99% cuando la reaccion se realiz6 en un sis-
tema bifasico empleando un 10% de tolueno. La lipasa PS-30 fue in-
movilizada sobre polipropileno Accurel (PP) y la enzima inmovilizada
fue reutilizada durante cinco ciclos sin pérdida de actividad, produc-
tividad o e.e. del producto 71. El proceso de reaccion fue escalado
hasta los 80 L (400 g de sustrato) y el producto 71 fue aislado con un
rendimiento de 80% con un 99,3% de e.e. El S-monoacetato fue oxi-
dado a su correspondiente aldehido, que fue hidrolizado al (S)-lactol
67 usado posteriormente en la sintesis quimio-enzimatica del antago-
nista del tromboxano A2 69.

7. ACTIVADORES DE LA APERTURA DE LOS CANALES
DE POTASIO

7.1. Preparacion de epoéxidos quirales y dioles
por oxigenaciéon microbiana

Es bien sabido que los canales de potasio juegan un importante
papel en la excitabilidad neuronal y un papel critico en la funcién
eléctrica basica y mecéanica de una amplia variedad de tejidos, inclu-
yendo el tejido liso y el musculo cardiaco (62, 63). En este sentido,
se ha desarrollado una nueva clase de compuestos altamente es-
pecificos que abren o bloquean los canales de K (64). Por lo que se
refiere al primer tipo, se han sintetizado activadores de la apertura
de los canales de K basados en estructuras del tipo trans-4-amino-
3,4-dihidro-2,3-dimetil-2H-1-benzopiran-3-oles monosustituidos (75,
Figura 18) (65, 66). El ep6xido quiral 73 y el diol 74 son potenciales
intermedios para la sintesis de 75, a través de la oxigenaciéon micro-
biana enantioselectiva del 6-ciano-2,2-dimetil-2H-1-benzopirano 72
al correspondiente epéxido quiral 73 y el diol 74 (67). Por tanto, nos
encontramos con unas actividades monooxigenasas y epoxido-hidro-
lasas presentes en las células de M. ramaniana SC 13840 y Coryne-
bacterium sp. SC 13876, que condujeron a rendimientos méaximos de
67,5y 32% y excesos enatioméricos del 96 y 89%, respectivamente,
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para el (+) trans diol 74. Las células de Corynebacterium sp. SC
13876 también produjeron el epéxido quiral 73 con un rendimiento
maximo del 17% y un 88% de e.e.

OH

0
rac-74

acetilacién con

lipasas
Nx Mortierell jana N Q N i
ortierelia ramanniana ™ W x>
+
0 0 0
12 73 74

Figura 18. Preparacion de los sintones quirales para la obtencién del compuesto
75, activante de los canales de potasio.

Un proceso en una sola etapa (fermentacién/epoxidacién) para la
biotransformacién de 72 fue desarrollado usando M. ramaniana SC
13840. En un fermentador de 25 L, el (+) trans diol 74 fue obtenido
con un rendimiento del 61% y un e.e. del 92,5%. Por otra parte, en
un proceso en dos etapas usando una suspension de células (10%
p/v, células humedas) de M. ramaniana SC 13840, el (+) trans diol 74
fue obtenido con un rendimiento méaximo del 76% con un e.e. del
96% cuando la reaccién fue realizada en un fermentador de 5L Bio-
flo. Se anadi6é glucosa para regenerar el NADH requerido para esta
reacciéon, y de la mezcla de reaccion, el (+) trans diol 74 fue aislado
con un rendimiento completo de 65% y 97% de e.e. (98% de pureza
quimica).

En otra aproximacién biocatalizada por hidrolasas, para llevar a
cabo la resolucion enzimatica, el (+) trans diol 74 fue preparado por
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acetilacion enantioselectiva del diol racémico rac-74 con las lipasas
de C. rugosa y P. cepacea (68). Ambas enzimas catalizaron la aceti-
lacién del enantiomero no deseado del diol racémico para dar el pro-
ducto monoacetilado y el (+) trans diol 74. Un rendimiento de reac-
cién del 40% y un e.e. mayor del 90% fueron descritos con ambas
lipasas.

8. RECEPTORES AGONISTAS DE MELATONINA

8.1. Hidrdlisis enzimatica enantioselectiva de 1-[2’-,3’-dihidro
benzo[b]furan-4’-il]-1,2-oxirano

Las epoxido hidrolasas son enzimas que catalizan la hidrélisis
enantioselectiva de un epéxido al correspondiente diol enantiomé-
ricamente enriquecido, quedando el enantiémero del epéxido que
no reacciona enriquecido en una configuracién contraria a la del
diol (69, 70). El (S)-epéxido 76 (Figura 19) es un intermedio clave
en la sintesis de un gran nimero de candidatos (71).

Rhodotorula glutinis SC 16329
Aspergillus niger SC 16310 +

o Yy OH
rac-76 (S)-76 (R)-17

OH

Figura 19. Preparacién de los sintones quirales para la obtencién de un agonista
del receptor de melatonina: hidrélisis enantioselectiva de un epéxido racémico rac-
76 al correspondiente (R)-diol 77.

Asi, se llevé a cabo la hidrélisis enantioespecifica del racémico
1-{2’,3’-dihidro benzo[b]furan-4’-il]-1,2-oxirano rac-76 al correspon-
diente diol 77, obteniendo a su vez el (S)-ep6xido que no reaccioné
(S)-76 (72). Dos cepas de A. niger (SC 16310 y SC 16311) y Rhodo-
torula glutinis SC 16293 hidrolizaron selectivamente el (R)-ep6xido,
sin tocar el (S)-ep6xido 76 con un e.e. mayor del 95% y un rendi-
miento del 45%. Por otra parte se probaron distintos disolventes al
10% en orden a mejorar la enantioseleccién y el rendimiento. Los
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disolventes tuvieron efectos significativos sobre el grado de hidroli-
sis y el e.e. del (S)-ep6xido 76 que no reaccioné. No obstante, la
mayoria de los disolventes dieron un menor e.e. del producto y
menor tasa de reaccién que las reacciones sin ningun disolvente,
excepto el tercbutil metil éter (MTBE), que condujo a un rendimien-
to del 45% y un e.e. del 99,9% para (S)-ep6xido (S)-76.

9. AGONISTAS DEL RECEPTOR -3

Los receptores adrenérgicos B-3 se encuentran sobre las superfi-
cies de las células de los adipocitos blancos y marrones y son res-
ponsables de la lipé6lisis, termogénesis y relajacién del musculo liso
del intestino (73). Consecuentemente, distintos grupos de investiga-
cién se encuentran desarrollando agonistas -3 selectivos para el
tratamiento de desérdenes gastrointestinales, diabetes tipo II y obe-
sidad (74, 75). Se ha comprobado que fueron necesarias tres sintesis
biocataliticas diferentes de intermedios quirales para la sintesis total
del receptor agonista -3 80 (Figura 20) (76) aunque sélo describi-
remos aqui la realizada por la esterasa de higado de cerdo.

9.1. Hidrolisis enantioselectiva del 2-metil-2
(4-metoxifenil)succinato de dietilo

El monoéster (S)-79 (Figura 20) es un intermedio clave para la
sintesis del receptor agonista -3 80. La hidrélisis enzimatica enan-
tioselectiva del diéster 78 al buscado monoéster (S)-79 se ha llevado
a cabo utilizando esterasa de higado de cerdo (76).

esterasa de P\ OFt
COEt higado de cerdo COzEt OFt
COsEt i o zEt ))J\
~ agua / codisol ente miscible
78 (5)-79 L
//S\\
OCH3
80

Figura 20. Hidrélisis enziméatica enantioselectiva del 2-metil-2(4-metoxifenil)

succinato de dietilo 78 al monoéster (S)-79.
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Los rendimientos de reacciéon y e.e. del monoéster (S)-79 fueron
dependientes del disolvente utilizado. Asi, se obtuvieron altos valores
de exceso enantiomérico (> 91%) con metanol, etanol, y tolueno
como co-disolventes. Mas concretamente, el etanol permitié el ren-
dimiento mas alto (96,7%) y el mayor e.e. (96%) para el monoéster
buscado (S)-79. Asimismo, se observé que el e.e. de este compuesto
se incrementé al disminuir la temperatura de 25 a 10° C, cuando la
biotransformacion se realizé en un sistema bifasico usando etanol
como cosolvente. Una hidrélisis a escala semipreparativa de 30 g se
llevé a cabo usando 10% de etanol como codisolvente en una mezcla
de reaccion de 3L (pH 7,2) a 10° C durante 11 horas. Se obtuvo un
rendimiento de 96% y un e.e. del 96,9 %.

10. AGONISTAS DEL RECEPTOR §-2
10.1. Acilacion enzimatica enantioselectiva

El formoterol 85 (Figura 21) es un potente agonista de los recep-
tores B-2, y se comercializa como una mezcla diasteroisomérica a
pesar de la variada eficacia de su eutémero. En efecto, la prepara-
cién del (R,R)-estereoisémero se consiguié por un proceso de reso-
lucién enzimatica (77).

La (R)-bromohidrina (R)-81 se preparé por una acilaciéon enzi-
matica a partir de un alcohol racémico 81 para formar el producto
acetilado (S)-82 y el producto deseado que no reaccioné (R)-81 (ren-
dimiento del 46%), usando una lipasa PS-30 de P. cepacea. Por su
parte, la resoluciéon de la amina rac-83 se consiguié por acilacién
enzimatica, que condujo al producto deseado (R)-84 y un produc-
to que no reaccioné (S)-83 usando una lipasa de Candida antarctica.
El rendimiento total de la reaccién fue de tan sélo un 11% con
un e.e. del 96%, pero cabe resaltar que la adiciéon de 0,15 equiva-
lentes de trietilamina llevé a un 42% de conversiéon y un 94% de e.e.
en tan sélo cuatro horas. La hidrélisis y posterior purificaciéon cro-
matografica de (R)-84 proporcioné la amina libre con un rendimien-
to del 21% y un e.e. del 94%. Seguidamente, se llevé a cabo el
acoplamiento de los dos intermedios quirales dando lugar al (R,R)-
formoterol.
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Figura 21. Sintesis enzimatica de los sintones quirales (R)-81 y (R)-84 necesa-
rios para la obtencién del (R,R)-formoterol 85.

11. INHIBIDORES DE LA TRIPTASA

11.1. Prepracion enzimatica del S-N.(tert-butoxicarbonil)-3-
hidroximetillpiperidina

La S-N(tert-butoxicarbonil)-3-hidroximetilpiperidina (S)-86 (Fi-
gura 22) es un intermedio clave en la sintesis de un inhibidor muy
potente de la triptasa (78). Dicho compuesto se obtuvo por cristali-
zaciéon fraccionada de la correspondiente sal distereosiomérica con
el L(-)-tartrato de dibenzoilo, seguida de una hidrdlisis y esterifica-
cién (79). La lipasa de P. cepacea resulté ser la mejor enzima para
llevar a cabo la resolucién estereoespecifica de la (rac)-N-(tert-bu-
toxicarbonil)-3-hidroximetillpiperidina rac-86.

El compuesto (S)-86 se obtuvo con un rendimiento del 16% y un
e.e. mayor al 95% por hidrélisis del (R,S)-acetato catalizado por la
lipasa PS de P. cepacea. Dicha lipasa tambien catalizé la esterifi-
cacion del (R,S)-N.(tert-butoxicarbonil)-3-hidroximetillpiperidina
rac-86 con anhidrido succinico 87 dando el compuesto (R)-86 y el

287



ANDRES R. ALCANTARA LEON Y coOLS. AN. R. Acap. Nac. Farwm.

éster hemisuccinico (S)-86, el cual puede ser facilmente separado
del anterior e hidrolizado en medio basico para rendir (S)-86. El
rendimiento y el exceso enantiomérico se incrementa mucho repi-
tiendo el proceso. Tras usar el proceso repetido de esterificacién/
resolucion el (S)-86 se obtuvo con un rendimiento del 32% y un 98,9
de e.e. (80).

“oH E“é lipasa PS:30 de (jﬁ O Mf
Boc

P cepacea
Bo c

rac-86 (R)-86 (5)-88

\ base
N
Boc

(5)-86

Figura 22. Sintesis enzimatica del sintén quiral (S)-86 necesario para la obten-
ci6én de inhibidores de la triptasa.

12. FARMACOS ANTI-ALZHEIMER

12.1. Preparacion enzimatica de (S)-2-pentanol y
(S)-2-heptanol

El (S)-2-pentanol (S)-89 (Figura 23) es un intermedio en la sin-
tesis de varios potentes farmacos anti-Alzheimer que inhiben la li-
beraciéon del péptido B-amiloide y/o su sintesis (81, 82). La lipasa de
Candida antarctica se ha descrito como eficaz en la resolucién enzi-
matica del 2-pentanol racémico (rac)-89 y 2-heptanol (rac)-91 (83).

Para dictaminarlo, se hizo un cribado de las lipasas comercialmen-
te disponibles para llevar a cabo la acetilacién enantioselectiva del
2-pentanol racémico en hexano y en presencia del acetato de vinilo
como donador de acilo. De entre las varias probadas, la lipasa de Can-
dida antarctica B dio un rendimiento de reaccion del 49% y un 99% de
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exceso enantiomérico para el (S)-2-pentanol (S)-89 a una concentra-
cién de 100 g/l de sustrato. Entre todos los agentes acilantes ensaya-
dos, se eligi6 el anhidrido succinico 87, debido a la facilidad para se-
pararlo del (S)-2-pentanol al final de la reaccién. Usando 0,68 moles
de anhidrido succinico y 13 g de lipasa B por kilo de 2-pentanol ra-
cémico, se obtuvo un rendimiento maximo de reaccién de 43% y un
exceso enantiomérico superior al 98% para el (S)-2-pentanol, aislado
con un rendimiento total del 38%. La resolucion del 2-heptanol (rac)-
91 fue realizada utilizando lipasa B en condiciones similares para dar
un rendimiento maximo del 44% y un e.e. > del 99% de (S)-2-pentanol
(S)-91, aislado con un rendimiento total del 40%.

OH 0" 0

on lipasa B de
/\/é\ + O — /\)\ + NN
C. antarctica

rac89 o (5)-89 {R}-90
@
OH
lipasa B de o 0”9
_— /\/\/\
C. antarctica *
rac91 (591 (R)-92

Figura 23. Sintesis enzimatica para la obtencién de intermedios en la sintesis de
farmacos antialzheimer: resolucién enzimatica de rac-2-pentanol (rac-89) y rac-2-
heptanol (rac-90) a través de acilacién enantioselectiva.

12.2. Preparacion enzimatica de (S)-5-hidroxi hexanonitrilo

El (S)-5-hidroxi hexanonitrilo (S)-93, Figura 24, es un intermedio
quiral clave en la sintesis de farmacos. La resoluciéon enzimatica del
producto racémico 5-hidroxi hexanonitrilo (rac)-93 se llevé a cabo
por succinilacién utilizando lipasa inmovilizada PS-30 como bioca-
talizador para obtener (§)-93 con un rendimiento del 35%. El (S)-5-
acetoxi hexanonitrilo (§)-94 fue preparado por hidrélisis enzimatica
enantioselectiva del producto racémico 5-acetoxi hexanonitrilo (rac)-
94 utilizando lipasa de C. antarctica obteniendo un rendimiento del
42% y un exceso enantiomérico superior al 99% (84).
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X
OH acilacién enzimatica 0 R OH
CN CN AN
)\/\/ lipasa PS-30 )\/\/
(R)94 1 (5)93
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[ R =acetato o succinato]
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0" R hidrolisis enzimatica ~ §H 9 R
/g\/\/CN )\/\/C N+ SO
lipasa de C. antarctica
rac94 (R)-93 (5)94

Figura 24. Sintesis enzimatica para la obtencién de intermedios en la sintesis de
farmacos antialzheimer: resolucién enzimatica de 5-hidroxi hexanonitrilo (rac-93)
y 5-acetoxi hexanonitrilo (rac-94) a través de acilacién e hidrélisis enantioselecti-
va, respectivamente.

Un gran numero de estudios han demostrado que los derivados de
la vitamina A (retinoicos) son esenciales para el crecimiento normal,
visiéon, homeostasis de los tejidos y reproduccion (85). El acido reti-
noico y sus analogos naturales y sintéticos ejercen una gran variedad
de efectos biol6gicos por unién o activacion de un receptor especifico
o conjunto de receptores (86). Estos compuestos han mostrado ejer-
cer un efecto sobre el crecimiento celular y la diferenciacién, y son
farmacos prometedores para el tratamiento de canceres (87). De estos
compuestos, s6lo unos pocos tienen uso clinico para el tratamiento de
enfermedades dermatolégicas como el acné y la psoriasis (88), o para
su uso en dermatologia y cancer (89). En este sentido, el (R)-2-hidroxi-
(1’,2’,3’, 4’-tetrahidro-1’,1’,4’ 4-tetrametil-6-naftalenil) acetato de etilo
R-96 (Figura 24) y el correspondiente acido R-97 fueron preparados
como intermedios en la sintesis del agonista del receptor gamma es-
pecifico del 4cido retinéico 98 (90).

El producto R-96 fue obtenido por reduccién enantioselectiva, a
partir del oxoéster 95. Al final de la reaccién, el hidroxiéster R-96 fue
adsorbido sobre resina XAD-16 y después de la filtracion fue recupe-
rado en un 94% de rendimiento de la resina mediante extracciéon con
acetonitrilo. El hidroxiéster R-96 asi recuperado fue tratado con Chi-
razyme L-2 o esterasa de higado de cerdo (pig-liver esterase) para, en
una hidrolisis muy suave, convertirlo al correspondiente (R)-hidroxia-
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reduccmn h|dro||5|s
m|crob|ana enZ|mat|ca
R-97
OH F
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98 0

Figura 25. Obtencién del hidroxiacido R-97 para su posterior transformacién en
el compuesto 98, agonista del receptor gamma especifico del 4cido retinoico.

cido R-97 con rendimiento cuantitativo, el cual posteriormente con-
dujo al producto desado 98.

13. ANTAGONISTAS DEL RECEPTOR o1-ADRENERGICO
13.1. Esterificacion enzimatica y amonolisis

El Afuzosin (102, Figura 26) es un derivado de quinazolina que
actiia como un potente y selectivo antagonista del receptor al-adre-
nérgico produciendo la contraccién de la préstata y de la capsula
prostatica, y reduciendo los sintomas asociados con la hipertrofia
prostatica benigna (91). Se han propuesto varias rutas para la sinte-
sis quimica del afuzosin, con tetrahidro-N-[3-(metilamino)propil]-
2-furanocarboxamida 101 como intermedio (92). A su vez, la sintesis
de esta amida partir del correspondiente acido 2-tetrahidrofuréico
99 es dificultosa, pues utiliza reactivos muy téxicos asi como con-
diciones muy drasticas (93). Dado que se han descrito reacciones
de amonolisis de ésteres catalizadas por lipasas usando amoniaco o
aminas como nucleéfilos (94), y estas son muy suaves, se aplic
dicha estrategia.

En este sentido, se ha descrito el proceso catalizado por una lipasa
para la conversién en un solo paso de acidos carboxilicos en las ami-
das sustituidas a través de la formacion in situ del éster etilico y la
posterior amonolisis (95). El proceso fue optimizado para la prepara-
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]
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Figura 26. Obtencién del intermedio tetrahidro-N-[3-(metilamino)propil]-2-fu-

ranocarboxamida por esterificacién y aminolisis in situ del acido 99. Sintesis de
precursores del afuzosin 102.

cién de 101 y conllevé el tratamiento del correspondiente acido car-
boxilico 99 con etanol para preparar el éster 100 en presencia de la
lipasa de C. antarctica inmovilizada por adicién de N-metil-1,3-propa-
nodiamina. La amida 101 fue asi obtenida con un rendimiento del
72%, y la enzima inmovilizada fue utilizada durante ocho ciclos en
este proceso sin pérdida considerable de actividad.

El proceso se ha demostrado que es general y puede ser aplicado
a acidos de cadena abierta, ciclos, amino, dicarboxilicos e insatura-
dos (95). La enzima muestra un comportamiento regioselectivo en
relacién a grupos amino primarios y secundarios.

14. FARMACOS ANSIOLITICOS
14.1. Preparacion enzimatica de 6-hidroxibuspirona

La Buspirona (Buspar 105, Figura 27) es un farmaco usado en
el tratamiento de la ansiedad y depresién que produce su efecto por
unién al receptor de serotonina SHT1A (96). Principalmente como
resultado de las reacciones de hidroxilaciéon, se degrada a varios me-
tabolitos (97) y las concentraciones en sangre vuelven a niveles bajos
a las pocas horas de tomar la dosis.

Uno de los metabolitos principales, la 6-hidroxibuspirona, 104,
producida por la accién del citocromo P450 CYP3A4 del higado, esta
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Figura 27. Preparacion enzimatica de la (R) y (S)-6-hidroxibuspirona ((R)-104 y
(S)-104) por un proceso de resolucién cinética.

O

presente en mayores concentraciones en la sangre en humanos que
la propia buspirona. Este metabolito tiene efectos ansioliticos, lo cual
se ha comprobado utilizando como modelo crias de ratas, y se une
al receptor humano 5HT1A (98). A pesar de que el metabolito tiene
s6lo una tercera parte de la afinidad de la buspirona por el receptor
humano 5HTI1A, esta presente en la sangre humana en concentra-
ciones 30 6 40 veces mayores que la buspirona, por lo que podria ser
responsable de gran parte de la efectividad del farmaco (99). Para el
estudio de la 6-hidroxibuspirona como un potencial farmaco ansioli-
tico, se precisaba la preparacion y analisis de los dos enantiémeros
por separado, asi como el racémico. Los dos enantiémeros (R)-104 y
(S)-104, aislados por HPLC quiral, fueron efectivos usando un mode-
lo ansiolitico en ratas (100). Asi, mientras que el enantiémero (R)-104
mostré una unién mas fuerte y especifica para el receptor SHT1A, el
enantiémero (S)-104 tenia la ventaja de que era mas facilmente eli-
minado de la sangre.

Debido, pues, al distinto comportamiento de ambos isémeros, se
ha desarrollado un proceso enzimatico para la resolucién de la 6-ace-
toxibuspirona rac-103. La L-aminoacilasa de Aspergillus melleus (aci-
lasa de Amano 30000) fue usada para hidrolizar 6-acetoxibuspirona
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racémica al enantiémero (S)-104 con un 96% de exceso enatimérico y
46% de conversion. Por su parte, el enantiémero remanente (R)-104
fue convertido a (R)-6-hidroxibuspirona por hidrélisis acida con un
84% de e.e. La pureza 6ptica de ambos enantiémeros podria ser me-
jorado hasta mas del 99% por cristalizacién como un polimorfo me-
taestable (101).

15. DESPROTECCION ENZIMATICA ENANTIOSELECTIVA
DE GRUPOS CARBOBENCILOXI

Los grupos amino requieren con frecuencia proteccién durante las
transformaciones sintéticas; al mismo tiempo, los grupos protectores
deben ser eliminados. La protecciéon enzimatica y desproteccién bajo
condiciones suaves se ha llevado a cabo previamente. Las penicilin-G
amidasa y la ftaloil amidasa se han utilizado para la desproteccién
enzimatica de los grupos fenil acetilo y ftaloilo del correspondiente
compuesto amido o imido (102, 103). Ademas, las acilasas han sido
ampliamente usadas en la desproteccién enantioselectiva de N-acetil-
DL-aminoacidos (104), mientras que la desproteccién enzimatica de
N-carbamoil L-aminoacidos y N-carbamoil D-aminoacidos ha sido
realizada por L-carbamoilasas, respectivamente (105, 106).

El grupo carbobenciloxi (Cbz) se usa normalmente para proteger
grupos amino e hidroxilos durante la sintesis orgéanica. La despro-
teccién quimica es normalmente realizada por hidrogenacién con un
catalizador de paladio (107, 108). No obstante, durante la desprotec-
cién quimica, algunos grupos son reactivos (e.g.: dobles enlaces
carbono-carbono) o podrian interferir (e.g.: tioles o sulfuros) con las
condiciones de hidrogenolisis. Por ello, se han desarrollado procesos
de proteccién enzimaética enantioselectiva que pueden ser llevados a
cabo bajo condiciones suaves sin dafiar otros grupos reactivos de la
molécula. Asi, en un screening de diferentes suelos se aisl6 e identi-
fic6 la cepa S. paucimobilis SC 16113; este cultivo catalizé la ruptura
enantioselectiva de grupos CBz (Figura 28) de varios aminoacidos
Cbz-protegidos rac-106 (109).

Solo los Cbz-L-aminoacidos protegidos fueron desprotegidos dan-
do una conversién completa al correspondiente L-aminoacido S-107.
Los Cbz-D-aminoacidos dieron un rendimiento menor del 2%. Los
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Figura 28. Desproteccién de aminoacidos N-carboxybenzoilados rac-106 con un
proceso enziméatico.

Cbz-aminoacidos racémicos fueron también evaluados como sustra-
tos para la hidrélisis por extractos de células de S. paucimobilis SC
16113. Como hemos anticipado, sélo el L-enantiémero fue hidroliza-
do, dando el L-aminoacido en un rendimiento mayor del 48% y un
e.e. mayor del 99%. Los Cbz-D-aminoacidos que no reaccionaron
fueron recuperados con un rendimiento mayor del 48% y un e.e.
mayor del 98% (109). Esta enzima, de enorme interés por su gran
selectividad, ha sido clonada y sobreexpresada en E. coli (110).

16. ANTIINFLAMATORIOS NO ESTEROIDICOS:
ACIDOS 2-ARIL PROPIONICOS (PROFENOS)

Las enfermedades reumatoides incluyen una serie de procesos
tales como artrosis, artritis reumatoide, dolores en columna verte-
bral, lumbago, etc., y presentan una alta incidencia de bajas labora-
les. En Esparia, a principios de los noventa, se calculaba que aproxi-
madamente un 25% de la poblacién comprendida entre cuarenta y
seis y sesenta anos sufria alguna de estas patologias, y el porcentaje
se elevaba a cerca de un 30% para trabajadores mayores de sesenta
afnos, con unos altos costes laborales causados por bajas atribuidas
a estos procesos (111). Estudios mas recientes estiman que, por ejem-
plo, la artritis reumatoide afecta a aproximadamente al 0,5% de la
poblacién espafiola mayor de veinte anos (112), y que la artrosis
afecta a un porcentaje entre el 15 y el 20% de dicha poblacién (113).

Estos procesos inflamatorios se tratan con diferentes tipos de far-
macos, entre los cuales los profenos (acidos 2-arilpropiénicos, de es-
tructura genérica 108, Figura 29) presentan una gran importancia.
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Figura 29.

Entre ellos, citaremos el Ibuprofeno 109, Flurbiprofeno 110,
Fenoprofeno 111, Suprofeno 112, Carprofeno 113, Naproxeno 114,
Dexketoprofeno 115, Flunoxaprofeno 116 o el Ketorolaco 117 (co-
mercializado como sal con trometamina bajo el nombre de Toradol).

La actividad de estos farmacos estid asociada a su capacidad de
inhibir la ciclooxigenasa, responsable de la biotransformacién del
acido arquidonico hasta prostaglandinas o tromboxanos (ver Aparta-
do 5). Numerosos estudios farmacolégicos acerca de la actividad tera-
péutica de los dos enantiémeros de estos compuestos han demostra-
do que el isémero S(+) no sélo tiene un mayor poder antiinflamatorio
[28 veces en el caso del Naproxeno (114) o 160 veces para el S(+) Ibu-
profeno] frente a su antipoda R(-) (115), el cual esencialmente inac-
tivo como inhibidor de la sintesis de prostaglandinas (116), aunque
puede tener efecto analgésico por mecanismos diferentes (117), sino
que también el eutémero S(+) alcanza su concentracién terapéutica
en sangre antes que el racemato (118). No obstante, s6lo el Naproxe-
no 114, Dexketoprofeno 115, Flunoxaprofeno 116 y el Ketorolaco 117
se venden cono enantiémeros puros, mientras que el mas vendido de
todos, el Ibuprofeno 109, se comercializa como racémico.

296



VoL. 76 (2), 259-305, 2010 UTILIZACION DE HIDROLASAS EN LA PREPARACION...

De entre las diferentes metodologias descritas para la obtencién
enantioselectiva del eutémero S de estos compuestos, la utilizacién
de hidrolasas que catalicen, bien la hidrélisis enantioselectiva de de-
rivados racémicos de los profenos, bien la esterificacion enantioselec-
tiva de los mismos, es una interesante alternativa. De entre los multi-
ples ejemplos que estan descritos en la bibliografia (para una revision,
ver referencia 118), seleccionaremos alguno de los mas destacados.

16.1. Sintesis de S(+)-Ibuprofeno

La compaiia norteamericana Sepracor ha desarrollado un proce-
so industrial para la obtencién del eutémero S(+)-Ibuprofeno S-109,
partiendo de una mezcla racémica del correspondiente éster meto-
xietilico rac-118 (Figura 30), catalizado por la lipasa de C. rugosa
inmovilizada en los poros de un reactor de membrana.

® O\/\o/

O
R-118
O\/\O/ lipasa de +
C. rugosa :
0 g B OH
rac-118 0

S(H)-ibuprofeno
S-109

Figura 30. Obtencion del S(+)-ibuprofeno S-109 por hidrélisis del éster racémico
rac-118.

La reaccién se lleva a cabo a una temperatura de 20° C, ya pH = 5,
puesto que, aunque la lipasa muestra actividad en un amplio interva-
lo de valores de pH, se necesita un medio acido para que disminuya la
solubilidad del Ibuprofeno, puesto que la enzima se inhibe por exceso
de producto. El principal inconveniente del proceso, la baja solubili-
dad de los productos en medio acuoso (por debajo de 1 mM para el
rac-118) que implicaria operar con reactores de gran volumen se eli-
mina trabajando en un reactor de fibra hueca, donde la lipasa esta
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atrapada no covalentemente en los poros de una membrana que sepa-
ra un sistema bifasico agua-disolvente organico. Asi, el sustrato rac-
118 se disuelve en la fase orgénica, y se circula por el exterior de la
membrana, donde es convertido por la enzima y el correspondiente
acido se extrae a la fase acuosa. Posteriormente, un segundo reactor
de membrana, fijado a un pH alto, permite la separacién del producto
S-109 del enantiémero del éster que no ha reaccionado, R-118, el cual
puede recircularse, lo que permite alcanzar altas productividades vo-
lumétricas (119).

16.2. Sintesis de S(+)-Naproxeno

Siguiendo una estrategia semejante a la descrita en el apartado
anterior, la obtencién del S-Naproxeno 114 se ha descrito mediante
una hidrélisis enantioselectiva del correspondiente éster metilico ra-
cémico rac-119 (Figura 31). La enzima empleada fue la esterasa NO,
una carboxilesterasa recombinante, la cual, acoplada a un proceso
de racemizacién del éster no reconocido (R-119) catalizado por una
base permite obtener unos excelentes resultados tanto de rendimien-
to como de pureza 6ptica (120).

OH
OO esterasa NP OO ) .
0 s}
MeO pH=9,40°C MeO MeO

rac-119 R-119

114
racemizacién con DBU rendimiento = 95%
e.e. 39%

Figura 31. Obtencién del S-Naproxeno 114 por hidrélisis del éster racémico
rac-119.

17. CONCLUSIONES

De todos los ejemplos indicados en el presente trabajo queda ma-
nifiestamente demostrado el gran potencial que representa el uso de
las biotransformaciones en la obtencién de farmacos o de intermedios
homoquirales, méaxime considerando que la revisién aqui planteada
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no pretende ser exhaustiva, pues solamente se han comentado (y no
todos, obviamente) ejemplos en los cuales se encuentran implicadas
las hidrolasas. Existen una gran multitud de otros casos en los cuales
son otras enzimas (oxidorreductasas, transferasas, liasas...) las res-
ponsables de la obtencién de los compuestos de interés terapéutico,
por lo que lo aqui mostrado no es sino la punta de un iceberg que debe
emerger de manera indudable en los proximos afios. En efecto, cuan-
do muchas de las industrias farmacéuticas deban adecuar sus proce-
sos a normativas medioambientalmente menos contaminantes, sin
duda volveran sus ojos hacia los procesos biocatalizados, los cuales
permitiran un desarrollo mucho mas sostenible.
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ABSTRACT

Invasion by introduced species cause huge environmental damage
and economic (estimated in $138 billion in USA). Marine ecosystems
are specially affected by introduced species of toxin-producing
microalgae. Ships ballast water has been considered the major vector
in dispersion of phytoplankton. However, most ships do not use
ballast water. Alternatively, we propose that the biofouling recovering
the underwater body of ships is the main cause of microalgal
dispersion. Antifouling paints (containing tributyltin, TBT or other
toxics) are used to coat the bottoms of ships to prevent biofouling.
After sampling biofouling recovering the underwater body of ships
we demonstrate that numerous coastal, oceanic and toxin-producing
microalgae species proliferates attached on bottoms of ships directly
on TBT antifouling paint. These microalgae species should be
resistant variants because antifouling paints rapidly destroy sensitive
wild type microalgae. Consequently, the key to explain microalgae
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species transport via ships biofouling is know the mechanisms that
allow to these species to survive long time attached to antifouling
paint. A fluctuation analysis demonstrate that genetic adaptation
by rare spontaneous mutation, which occurs by chance prior to
antifouling exposure is the mechanism allowing adaptation of
microalgae to antifoulig paints and their dispersion in the ships
biofouling. Around 3 TBT-resistant mutants per each 10 wild type
sensitive cells occurs in microalgal population. This assures a rapid
colonization of ships bottoms to travel long-distances.

Key words: Adaptation; Biofouling; HABs; Harmful algae;
Introduced species; TBT.

RESUMEN

Los polizones ignorados: dispersion por el mundo
de las especies de microalgas exéticas mediante
el «biofouling» que recubre el fondo de los barcos

La introducciéon de especies invasoras puede causar grandes pro-
blemas medioambientales y econémicos (estimados en 138 billones
de $ en USA). Los ecosistemas marinos se ven especialmente afec-
tados por la introduccién de microalgas toxicas. El agua de lastre de
los barcos esta considerada como el mayor vector de dispersiéon de
fitoplancton. Sin embargo, la mayoria de los barcos no tienen lastre
de agua. Como alternativa, proponemos que el biofouling que recu-
bre los barcos es la principal causa de dispersién de microalgas. Se
utilizan pinturas antifouling (conteniendo tributil-estafio, TBT u
otros téxicos) para recubrir la obra viva de los barcos previniendo el
biofouling. Despues de diversos muestreos de la obra viva en barcos
demostramos que numerosas especies de microalgas costeras, ocea-
nicas y productoras de toxinas son capaces de proliferar adheridas
a la obra viva de los barcos, directamente sobre la pintura TBT anti-
fouling. Estas microalgas deben ser variantes resistentes porque el
TBT rapidamente destruye las microalgas sensibles. Consecuente-
mente, la clave para explicar el transporte de las especies de micro-
algas en el biofouling de los barcos es conocer los mecanismos que
permiten a las especies sobrevivir mucho tiempo sobre la pintura
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antifouling. Un analisis de fluctuacién ha demostrado que la adap-
tacion genética debida a raras mutaciones espéntaneas, que ocurren
anteriormente a la exposicion al TBT, es el mecanismo que le per-
mite a las microalgas adaptarse a la pintura antifouling y su poste-
rior dispersion en el biofouling. Hay alrededor de tres mutantes re-
sistentes al TBT por cada 10~ células sensibles en la poblacién. Esto
asegura la rapida colonizacién de la obra viva de los barcos para
viajar largas distancias.

Palabras clave: Adaptacion; Biofouling; HABs; Algas toéxicas;
Especies introducidas; TBT.

1. INTRODUCTION

Numerous introduced species (also called exotic, non-indigenous,
or alien species) proliferates worldwide outside its native distributio-
nal range usually as a consequence of human activities. Invasion by
introduced species can change the functions of ecosystems causing
unpredictable emergent novelties, environmental damage and loss in
biodiversity (1). Economic cost assigned to introduced species in USA
was estimated in $138 billion (2).

Marine ecosystems are specially affected by introduced species (3).
As an example, the introduced algae Caulerpa taxifolia represents a
major risk for sublittoral Mediterranean ecosystems (4, 5). Invasion
of toxin producing phytoplankton is particularly worrisome because
of their potentially devastating impacts on aquaculture, fishery and
public health (6-8). Ballast water has been considered the major vector
by which (mainly phytoplankton) have invaded ecosystems worldwide
where they did not previously occur (9-14). Consequently, biocide
treatments and other management strategies are carried out in ballast
water to minimize introduction of alien species (15, 16).

The hypothesis of ballast water as mechanisms of dispersion of
marine organisms is attractive. However, few ships (mainly tankers
and containers) used ballast water (17). Most ships (including
recreational yachts) do not use ballast water. In contrast, any boat
or ship afloat has an underwater body that can be rapidly colonized
by thousands of marine species of algae, crustacean and mollusc
attaching themselves to the hull forming a dense biofouling.
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We propose that the biofouling recovering the underwater body
of ships is a source to disperse algal species, which contributes to
bio-invasion by alien species at least as efficiently as ballast water.

However, antifouling paints are widely used to coat the bottoms
of ships to prevent biofouling. During the 1960s the chemical
industry developed efficacious anti-fouling paints using metallic
compounds in particular the organotin compounds tributyltin (TBT)
and triphenyltin (TPT) (reviewed in 18). TBT and TPT are very toxic
for algae, crustacean and molluscs. These organotin compounds have
been extensively used in ships worldwide. Although some countries
recently banned TBT and TPT (19, 20), the alternative antifouling
paints are also based on other toxic compounds such as cupper
salts (20).

In this work we demonstrate that: i) numerous species of
microalgae travel great distances forming the biofouling recovering
the underwater body of ships, ii) these microalgal species are
resistant to anti-fouling paints, and iii) the antifouling paint-resistant
microalgae arose by rare spontaneous mutation.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Sampling of biofouling recovering the underwater body
of ships

Microbiological hyssops were scraped against the TBT-antifouling
paint of boats that arriving to Sagunto Port, Valencia, Spain after
large oceanic journeys (i.e. From Africa, America). The hyssops were
immersed in culture flaks (Greiner, Bio-One Inc., Longwood NJ,
USA) with 20 ml of BG-11 medium (Sigma Aldrich Chemie,
Taufkirchen, Germany), and stored at 15 °C in darkness until
laboratory identification of microalgae species. Microalgae were
identified in fresh samples using settling chambers under and
inverted microscope (Axiovert 35, Zeiss, Oberkochen, Germany).
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2.2. Experimental organism

Laboratory experiments were performed with the unicellular
Chlorophyta (strain DcIM), from the Algal Culture Collection of the
Universidad Complutense (Madrid). The strain was grown axenically
in cell culture flasks (Greiner, Bio-One Inc., Longwood, NJ, USA)
with 20 ml of Sigma algal culture medium (Sigma, Aldrich Chemie,
Taufkirchen, Germany), at 20° C under continuous light of 60 mol
photom m™ s™ over the waveband 400-700 nm. It was maintained in
mid-long exponential growth by serials transfers of a cell inoculum
to fresh medium (once every month). Prior to the experiments, the
cultures were re-cloned (by isolating a single cell) to avoid including
any previous spontaneous mutants accumulated in the cultures.
Cultures were maintained as axenic as possible and only cultures
without detectable bacteria were used in the experiments.

2.3. Toxicity test: effect of TBT on growth rate
and photosynthesis performance

A stock solution of TBT (Sigma) was prepared in BG-11 medium
to obtain serial dilutions of 0, 1, 3, 10, and 30 ppm. Each
experimental culture was inoculated with 6 x 10° cells from mid-log
exponentially growing cultures. Two replicates of each concentration
of TBT, as well as two unexposed controls, were prepared.

The toxic effect of the TBT was estimated by calculating
acclimated maximal growth rate (m) in mid-log exponentially
growing cells, derived from the equation:

N, = Nye ™ (21)

where t = 7 days, the time that cultures were exposed to different
dose of TBT, and N, and N, are the cell numbers at the end and at the
start of the experiment, respectively. Experiments and controls were
counted blind (i.e., the person counting the test did not know the
identity of the tested sample), using a Uriglass settling chamber (Bio-
siga, Cona, Italy) and an inverted microscope (Axiovert 35, Zeiss).

The effective quantum yield (® PSII) was also measured in
triplicates of experiments and controls of both species using a ToxY-
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PAM fluorimeter (Walz, Effeltrich, Germany) at seven different time
points (0.1, 1, 10, 12, 24, 48 and 72 h). Effective quantum yield was
calculated as follows:

® PSIl = (F, - F)/F_ (22)

F’_, F, maximum and steady-state fluorescence of light-adapted cells,
respectively.

2.4. Fluctuation analysis of TBT-sensitive — TBT-resistant
transformation

A modified Luria-Delbruck fluctuation analysis (23) was
performed to distinguish resistant cells that had their origin in
random spontaneous pre-selective mutations (mainly prior to TBT
exposure) from those arising through acquired post-selective
adaptation (during the exposure to TBT) (Figure 1). Two different
sets of experimental cultures were prepared. In the set 1 experiment,
96 culture flasks were inoculated with N, = 10? cells (a number small
enough to reasonably ensure the absence of pre-existing mutants in
the strain). Cultures were grown in BG-11 medium until N7 = 1 x 10°
cells and afterwards exposed to TBT. For the set 2 controls, 26
aliquots of 1 x 10° cells from the same parental population growing
in BG-11 medium were separately transferred to culture flasks
containing TBT. Cultures were observed for 60 d (thereby insuring
that one mutant cell could generate enough progeny to be detected),
and the resistant cells in each culture (in set 1 and set 2) were
counted. The cell count was performed by at least two independent
observers.

Two different results can be found in the set 1 experiment, each
of them being interpreted as the independent consequence of two
different phenomena of adaptation. In the first case (Figure 1, set
1A), the variance in the number of cells per culture could be found
to be low if resistant cells arose by physiological adaptation or
specific post-selective mutations. Because every cell is likely to have
the same chance of developing resistance, inter-culture (flask-to-
flask) variation would be consistent with the Poisson model
(variance/mean = 1). On the contrary, if high variation in the inter-
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culture number of resistant cells is found (variance/mean > 1), it
means that resistant cells appeared by random mutations occurring
before selection, and the flask-to-flask variation would not be
consistent with the Poisson model. Resistant-mutants occurred
during the time in which the cultures reached N, from N, cells, prior
to TBT exposure (Figure 1, set 1B). The set 2 cultures serve as the
experimental control of the fluctuation analysis (Figure 1). Variance
is expected to be low, because set 2 samples the variance of the
parental population. Thus, if a similar variance/mean ratio between
set 1 and set 2 is found, resistant cells arose induced during the
exposure to the TBT. If the variance/mean ratio of set 1 is
significantly greater than the variance/mean ratio of set 2
(fluctuation), resistant cells arose by rare mutations that occurred
before exposure to the TBT.

The fluctuation analysis also allows estimation of the rate of
appearance of resistant cells. The proportion of set 1 cultures
showing non-resistant cells after TBT exposure (P, estimator) was
used to calculate the mutation rate (u) as follows:

PO =e HW Ny (23)

where P is the proportion of cultures showing no resistant cells, N,
and N, are the initial and the final cell number respectively and u is
the mutation rates (in mutants per cell division).

If the mutation from a normal wild-type TBT-sensitive allele to
a TBT-resistant allele is recurrent, and the TBT-resistant allele is
detrimental to fitness in the absence of TBT, then new mutants arise
in each generation, but most of these mutants are eliminated sooner
or later by natural selection, if not by chance (21). At any one time
there will be a certain number of resistant mutants that are not
yet eliminated. The balance between m and the rate of selective
elimination (s) will determine the average number of such mutants:

q=u/(u+s) (24)
where ¢ is the frequency of the TBT-resistant allele and s is the

coefficient of selection against TBT-resistant allele calculated as
follows:
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Figure 1. Schematic diagram of possible results obtained in the experiment (mo-
dified from the classic Luria-Delbriick fluctuation analysis). In the set 1 experi-
ment, 100 different cultures of Dc/M strain (each started from inoculums of N, =
10? cells) were propagated under non-selective conditions (i.e. without TBT) until
a very high cell density (N, = 10° cells) was reached, and then TBT was added.
Set 1A: the resistant cells arose in response to TBT during TBT exposure. In this
case, the number of resistant cells in all the cultures must be similar. Set 1B: the
resistant cells arose by rare spontaneous mutations. Most of these mutations spon-
taneously arose during the period of the propagation of cultures before to TBT
exposure. One mutational event occurred late in the propagation of culture 1 (the-
refore, the density of TBT-resistant cells found is low) and early in the propagation
of culture 3 (thus, density of TBT-resistant cells found is higher than in culture 1);
no mutational events occurred in culture 2. In this case, the number of resistant
cells in all the cultures must be different. Set 2 samples the variance of parental
populations as an experimental control. In this case, the number of resistant cells
in all the cultures must be similar.
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s = 1- (Mg Iy,
where m1,;, and m,,;” are the Malthusian fitness of TBT-resistant
and TBT-sensitive cells measured in non-selective conditions (i.e.
BG-11 medium), respectively.

2.5. Growth of TBT-sensitive and TBT-resistant cells
on antifouling paint

Bottom of 6 wells-dish plates (Nunclon Delta Surface, Danmark)
was painted with TBT- antifouling paint (Hempel, Polinya, Barcelona,
Spain). Twenty-four hours latter, cell inoculums of 5 x 10°> wild type
TBT-sensitive cells or TBT-resistant mutants were respectively
transferred to antifouling-painted plates with 10 ml of BG-11 fresh
medium. Three plates of sensitive and three plates of resistant cells
were maintained at 20° C under continuous light of 60 mol photom
m™~ s~ over the waveband 400-700 nm. Cultures were observed for 15
days and the final number of cells was counted using a Uriglass
chambers and an inverted microscope (Zeiss Axiovert 35).

3. RESULTS

3.1. Microalgae of biofouling recovering the underwater
body of ships

Numerous coastal and oceanic microalgae species proliferates on
bottoms of ships directly on TBT antifouling paint (Figure 2). Most
abundant species were: i) diatoms (Bacillariophyta) from genus
Navicula, Nitzschia, Asterionella, Amphora, Chaetoceros, Thalassiosi-
ras and Rhizosolenia; ii) Dinoflagellates from genus Prorocentrum,
Scrippsiella and Amphidinium,; iii) Haptophyta from genus Prim-
nesium and Chrysochromulina; iv) Chlorophyta from genus Tetra-
selmis and Dunaliella; v) cyanobacteria (Cyanophyta) from genus
Synechococcus; vi) Cloroxibacteria from genus Prochloron. These mi-
croalgae were viable in spite of their contact with the antifouling
paint. In addition, resting phases (i.e. dinoflagellates cyst, diatom
spores) and early stages of macroalgae (i.e. Fucus, Laminaria, Chon-
drus, Codium and others) were also observed.

197



Victoria LOPEZ-RODAS Y COLS. AN. R. Acap. Nac. Farwm.

Toxin-producing microalgae (i.e. okadaic acid producing
dinoflagellate Prorocentrum lima; domoic acid producing diatom
Pseudonizchia pungens) and other harmful microalgae (i.e.
Crysochromulina) were also found attached to the bottoms of the
sampled ships.

Figure 2. Example of algae of biofouling recovering the underwater body of
ships. A. Early stage of Fucus (Phaeophyta); B. Tetraselmis sp. (Chlorophyta);
C. DSP toxic dinoflagellate Prorocentrum lima (okadaic acid producing); D. penna-
te diatoms (Pseudonitzschia sp).

3.2. Toxic effect of TBT on cells of Dc1M

TBT was extremely toxic for DcIM cells of wild-type genotype.
Growth of DcIM cells was irreversible inhibited by TBT concentra-
tions of 10 ppm. Monitoring changes in photosynthetic performance
also assessed the toxic effect of TBT. Only 10 ppm TBT were able
to inhibit 79,51% of ®,g; whereas 30 ppm TBT totally inhibited
photosynthesis.
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3.3. Fluctuation analysis

When conducting the fluctuation analysis, the cell density of
strain Dcl was drastically reduced in each experimental culture due
to destruction of wild-type cells, by the toxic effect of TBT. However,
after further incubation for 60 days, some cultures increased in
density again, apparently due to growth of a TBT-resistant variant.

In the case of set 1, only some cultures recovered after 60 days
under TBT exposure (Table 1). By contrast, every set 2 culture
recovered, indicating the presence of TBT-resistant cells in all
cultures. A high fluctuation (variation) in the set 1 experiment
(from 0 to more than 10° resistant cells per culture flask) was found
(Table 1). In contrast, in set 2 controls all the culture flaks showed
from 10* to 10° TBT-resistant cells (a scarce variation due to
experimental error), which indicated that the high fluctuation found
in set 1 cultures should be due to processes other than sampling
error. The fluctuation of set 1 experiment indicates that TBT-
resistant cells arose by rare, pre-selective spontaneous mutations
rather than by specific adaptation in response to TBT.

Table 1. Fluctuation analysis from TBT-sensitivity to TBT-resistance in DcI1M
strain

Set 1 Set 2

experiments controls
No. of replicate cultures 96 26
No. of cultures containing the following
no. of TBT resistant cells:
0 65 0
from 1 to 10° 5 0
from 10° to 10* 7 0
from 10* to 10° 8 26
more than 10° 11 0
Fluctuation yes
u (mutants per cell per generation) 7.071 x 1078

The estimated mutation rate (u) from TBT-sensitivity to TBT-
resistance in DcIM strain was 7.07 x 10® mutants per cell per cell
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division. The Malthusian parameter of fitness of TBT-resistant
mutants and wild type sensitive cells (0.085 and 0.24 respectively)
were used to estimate the coefficient of selection of TBT-resistant
mutants (s). By using the values of m and s, the frequency (q) of
resistant alleles was estimated in circa 3 TBT-resistant mutants per
10 wild type sensitive cells.

3.4. Growth of TBT-sensitive and TBT-resistant cells
on antifouling paint

When wild type sensitive DcIM cells were grown during 15 days
on antifouling paint in Nunclon wells-dish plates a massive
destruction of cells was observed. Antifouling paint totally inhibited
the cell growth and most of the cells were destroyed (initial no. =
5.0 x 10° cells ml™%; final no. = 1.6 x 10° cells ml™!). In contrast TBT-
resistant mutants were able to grow directly on antifouling paint
(initial no. = 5.0 x 10° cells ml™'; final no. = 1,5 x 10° cells ml™).

4. DISCUSSION

Numerous microalgae were found in the biofouling recovering
the underwater body of ships. As expected pennate diatom species,
which can easily be attached to surfaces by mucilage secretions (25)
are very numerous. Also benthic dinoflagellates are abundant in
the ships biofouling. Obviously, early stages of macroalgae easily
colonize biofouling.

A lot of resting stages of phytoplankton (cysts and spores) were
found in the biofouling. These resting phases seems to be especially
well adapted to survive in the biofouling. Since most phytoplanktonic
organisms has spores and resting cysts that serve as a perennation
function (25), i.e. they allow phytoplankton to survive periods that
are not suitable for growth and afterwards germinate when
conditions improve, biofouling is a potential source for microalgae
dispersion.

Apparently, several species detected on ships biofouling could be
exotic species. Taken in account that different families of clones
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maintained by asexual growth constitute the population genetic
structure of many phytoplankton species (26), also exotic genotypes
cold arrive to far regions via biofouling. Some of these non-
indigenous introduced species or genotypes could proliferate in
remote areas and become invasive species.

Long-distance transport of toxin-producing microalgae it is par-
ticularly worrisome. Three harmful microalgae species (Prorocen-
trum lima, Pseudonitzchia pungens and Crysochromulina polilepis
implicated in DSP, ASP and mass mortalities of fish respectively)
were detected in a small area (less of 3 cm?) of biofouling in one
boat. This provides robust evidence on the magnitude of biofouling-
associated transport problem. During the 1950s Margalef (one of the
best phytoplankton taxonomists) analyzed the microalgae species
composition in the Ria de Vigo, NW of Spain, (27-29) providing
extensive list of phytoplankton species composition. However, Mar-
galef never detected several microalgae species that constitutes the
main problem of harmful algal blooms (HABs) in the Ria de Vigo
nowadays. Could have arrived recently these algae to Ria of Vigo via
ships biofouling? Since Ria of Vigo with other Rias of NW of Spain
(i.e. Pontevedra, Arosa, Muros and Lorbé) is the most important
area for shellfish aquaculture in European Union (i.e. mussels, coc-
kles, oysters, clams and scallops) the economic impact of HABs
species introduction of could be enormous.

The key to explain microalgae species transport via ships bio-
fouling is know the mechanisms that allow to these species to sur-
vive long time attached to antifouling paint. Apparently, adaptation
to biofouling paints is not easy. Growth and photosynthetic perfor-
mance of the experimental strain Dc/M was irreversible inhibited by
TBT concentrations many times lower than those used in antifouling
paints. Antifouling paint on the bottom of Nunclon wells-dish plates
rapidly destroyed wild type DcIM cells. Since adaptation to anti-
fouling paints seems to be difficult, the classic evolutionary point of
view assumes that genetic adaptation at such extreme conditions is
a gradual process (reviewed in 30).

In contrast, here we propose an alternative explanation for adap-
tation of microalgae to antifouling paints. When the experimental
strain DcIM was cultured in TBT, usually cultures show massive
destruction of the sensitive cells by the toxic effect of TBT. However,
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after further incubation for 60 days, some cultures became increased
in density again, due to the growth of cells that were resistant to the
toxic effect of TBT.

The approach for understanding adaptation of microalgae to TBT
is to analyze the rare variants that proliferate after the massive
destruction of the sensitive cells by this selective agent. Fluctuation
analysis is the appropriate procedure to discriminate between TBT-
resistant cells arising by rare spontaneous mutations occurring
randomly during replication of organisms prior to exposure to TBT
and TBT-resistant cells arising through specifically acquired
adaptation induced by TBT (reviewed in 31).

Genetic adaptation by rare spontaneous mutation is the mecha-
nism allowing adaptation of microalgae to TBT contamination. The
large fluctuation in number of resistant cells detected in the set 1
experiment in contrast to the scarce fluctuation in set 2 controls,
unequivocally demonstrates that these resistant cells arose by rare
spontaneous single mutations (which mainly occur prior to TBT
exposure) and not through direct and specific adaptation in response
to TBT. Results of fluctuation suggest that only one gene is implica-
ted in the TBT-resistance process. If several genes are involved in
TBT resistance then we should be unable to detect TBT-resistant
cells growing in flaks of set 1 experiment because the scarce proba-
bility of occurrence for several mutations at the same time. Conse-
quently, microalgae can adapt to antifouling paints much more ra-
pidly by single mutations that if the ability to survive require multiple
mutations. Several evidences suggest that single spontaneous muta-
tion at one locus can achieve adaptation of mesophile microalgae to
other severe anthropogenic contaminants including antibiotics (32,
33), herbicides (34-36) other potent biocides (37), and crude oil (38,
39). Even, microalgae are able to rapid adaptation to heavy metals
(which are the toxic compounds of antifouling paints) by mean of
single pre-selective mutations (40-43). Resistant mutants of microa-
lgae are usually used to manufacture specific biosensors (44, 45).
This capability is perhaps a consequence of microalgae ability for
adaptation to hostile natural environments by mechanisms based on
single mutations (46-50).

The DcM1 strain was widely used to measure mutation rates
from sensitivity to resistance to several anthropogenic and natural
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contaminants (summarized in Table 2). A remarkable feature was
that mutation rate from TBT-sensitivity to TBT-resistance (L = 7.07
x 107 mutants per cell per cell division) was two or three orders
of magnitude lower than those we have described for resistance to
other biocides in DcIM strain. It may be that the acquisition of TBT-
resistance exemplified by the present work is intrinsically more rare
than other kinds of mutation. However, this aspect remains to be
investigated.

Table 2. Mutation rates (i) in mutants per cell division of DcIM strain from
sensibility to resistance against different lethal anthropogenic and natural
contaminants

Selective agent 18 source

TBT 7.07 x 10°® this paper

DCMU 2.1 x 10° Costas et al. (2001) (34)

TNT 1.4 x 107 Garcia-Villada et al. (2002) (37)
Formaldehyde 3.6 x 10° Lépez-Rodas et al. (2008c)
Tinto River 1.4 x 10°° Costas et al. (2007) (49)
Geothermal waters 1.4 x 10° to 1.5 x 10° Costas et al. (2008) (47)
Mynydd Parys pond 1.6 x 10°¢ Lépez-Rodas et al. (2008a) (43)
Aguas Agrias stream 1.1 x 10°¢ Lépez-Rodas et al. (2008b) (48)
Vulcano Island pond 4.7 x 107 Lopez-Rodas et al. (2009) (46)

Mutation from TBT-sensitivity to TBT-resistance occurs
recurrently. However, TBT-resistant cells have diminished fitness
compared to wild type TBT-sensitive cells. Consequently, the balance
between the recurrent appearance of mutants by rare pre-selective
mutation and their elimination by natural selection controls the
presence of TBT-resistant cells in the populations. As a result, an
equilibrium frequency of around 3 TBT-resistant mutants per each
10* wild type sensitive cells should maintain in DcIM algal
populations non-exposed to TBT. Taking into account both the
relatively high number of resistance-mutants and the countless cells
comprising algal populations, it could be hypothesized that algal
colonization of antifouling paints should be almost instantaneous
because TBT-resistant cells are always present in microalgae
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populations. The experiment of colonization of Nunclon wells-dish
plates painted with antifouling demonstrates validity of this
hypothesis.

Long-distances navigation is a characteristic of human civili-
zations. A lot of microalgae stowaways invade the underwater body
of our ships to disperse worldwide. Since microalgal toxins are
among the most important emerging health risk due to shellfish
consumption (51-53) introduced toxic microalgal species are an
important menace.

5. CONCLUSION

1. Marine ecosystems are specially affected by toxin-producing
introduced species of microalgae with devastating impacts
on aquaculture, fishery, tourism and public health (economic
cost estimated in § billions). Although ships ballast water has
been considered the major vector in dispersion of microalgae,
numerous species of microalgae travel great distances
forming the biofouling attached the underwater body of ships.

2. In spite of toxic antifouling paints recovering the bottom of
ships microalgal species are resistant to these antifouling.

3. Antifouling paint-resistant microalgae arose by rare mutation,
which occurs spontaneously in natural populations prior to
antifouling paint exposure. The balance between the recurrent
appearance of antifouling-resistant mutants and their
elimination by natural selection controls the presence of
antifouling-resistant cells in the natural populations. An
equilibrium frequency estimated in around 3 antifouling
resistant mutants per each 10~ sensitive cells should assure a
rapid microalgal colonization of the underwater body of ships.
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RESUMEN

Las medidas de composicién corporal son herramientas normal-
mente empleadas para el diagnéstico y seguimiento de la obesidad.
En el presente trabajo se estudiaron las diferencias entre el indice de
masa corporal (IMC), contenido de grasa medido por pliegues cuta-
neos (PT), impedancia bioeléctrica (BIA) y absorciometria dual de
rayos-X (DEXA), como métodos de medida de composicién corporal
en mujeres adultas (n = 91). Aunque la estimacién de grasa corpo-
ral entre los métodos fue diferente, la correlacion entre las medidas
de composicién corporal fue positiva (IMC-BIA, DEXA, PT: 0,902,
0,780, 0,722, respectivamente; BIA-DEXA, PT: 0,794 y 0,674 respec-
tivamente; DEXA-PT: 0,787, todas las correlaciones p < 0,001) y
estadisticamente significativa. En cuanto a la concordancia entre
métodos para clasificar individuos en normopeso o sobrepeso, fue
en general baja, excepto en el caso del indice de masa corporal con
la bioimpedancia, que fue buena, y el indice de masa corporal
con la medida del pliegue tricipital, que fue aceptable. En conclu-
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sién, los resultados de este estudio apuntan a que la medida del
contenido de grasa puede ser diferente en funcién del método de
estimacién empleado, pero la buena correlacion entre ellos permite
comparar la evolucién del contenido de grasa durante una interven-
cién dietética, siempre y cuando se tome como referencia el mismo
aparato para un mismo individuo.

Palabras clave: Antropometria y Composiciéon corporal; Absor-
ciometria dual de Rayos X; Bioimpedancia; Pliegues cutaneos; Indi-
ce de Masa Corporal.

ABSTRACT

Comparative study of body composition measures by dual
X-ray absortiometry, bioimpedance and skinfolds in women

Body composition assessments are important important
measurements for the diagnosis and monitoring of obesity. The
present study compared the body mass index (IMC) with body fat
content estimated by skinfold (PT), bioelectric impedance (BIA) and
dual X-ray absorptiometry (DEXA) in adult women (n = 91).
Although body fat estimations between methods differed, correlation
between the various body composition methods was positive and
statistically significant (IMC-BIA, DEXA, PT: 0.902, 0.780, 0.722,
respectively; BIA-DEXA, PT: 0.794 y 0.674 respectively; DEXA-PT:
0.787, all correlations p < 0.001). In relation to concordance indexes
between measurements to classify individuals in normo- or
overweight, it was globally low, with the exception of the
concordance between body mass index with bioimpedance, which
was good, and body mass index with triceps skinfold, which was
acceptable. In conclusion, the outcomes obtained in the present study
suggest that body fat content estimation can be very different
depending on the method employed but the good correlation existing
between methods permits to compare body fat content evolution
during a dietary intervention, if the analysis is always performed by
the same method in the same individual.

Keywords: Anthropometry and body composition; Dual X-ray
Absorptiometry; Bioimpedance; Skinfolds; Body Mass Index.
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1. INTRODUCCION

La obesidad es una enfermedad créonica multifactorial, que se
define por la presencia de un exceso de grasa corporal debido a un
balance energético positivo mantenido a lo largo del tiempo (1). Esta
enfermedad provoca un empeoramiento del estado de salud, por si
misma y por estar asociada a un mayor riesgo de padecer diabetes,
enfermedad cardiovascular y algunos tipos de cancer (1, 2).

La prevalencia de esta enfermedad se sitia en torno al 15,35% de
la poblaciéon adulta espafola, siendo mas frecuente en mujeres
(17,5%) que en hombres (13,2%), y aumentando su incidencia a me-
dida que avanza la edad (2). Ante estos datos, es fundamental el desa-
rrollo de estrategias tanto preventivas como terapéuticas para com-
batir esta situaciéon de pandemia. El enfoque del tratamiento debe ser
multidisciplinar, y considera actualmente como objetivos tanto el
cambio de hébitos dietéticos como el incremento de la actividad fi-
sica. Una de las principales medidas del éxito de las intervenciones
nutricionales es el estudio de los cambios en la composicién corporal,
ademas de las determinaciones bioquimicas y otros indicadores de
riesgo de padecer enfermedades asociadas a la obesidad (1).

El diagnéstico y seguimiento de la obesidad requieren apropiados
métodos de medida de la grasa corporal (3). A la hora de estudiar los
cambios en la composicion corporal tras una intervencion dietética,
en investigacién se busca el uso de métodos sensibles, con una varia-
bilidad entre medidas minima y que sean comparables con otros sis-
temas de medida (4).

El método mas utilizado para definir y clasificar la obesidad en
el adulto es el Indice de Masa Corporal (IMC): peso (kg)/talla? (m).
Este parametro se correlaciona con el porcentaje de grasa corporal,
aunque tiende a sobreestimar en sujetos con elevada masa muscular,
como por ejemplo deportistas, y a subestimar en sujetos con baja
masa magra como pueden ser los ancianos (1). En funcién del por-
centaje de grasa corporal, se considera que un individuo presenta
obesidad cuando tiene un valor por encima del 20% en hombres y
del 30% en mujeres adultas (2).

Existen otros métodos para el estudio de la composicién cor-
poral, siendo uno de los mas habituales la medida de los pliegues
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cutaneos, que es un método indirecto de estimaciéon de la grasa
corporal. Uno de los principales inconvenientes de la medida de
pliegues cutdneos es la variabilidad de la medida segun el profesio-
nal que la realice, ademas de existir dificultad para coger grandes
pliegues e incluso la insuficiente apertura del plicémetro en algunos
casos (2, 5). Ademas, este método mide tinicamente la grasa subcu-
tdnea y no estima la grasa visceral.

Otros métodos para medir la grasa corporal son la impedancia
bioeléctrica (BIA) y la absorciometria dual de rayos X (DEXA), que
son técnicas empleadas fundamentalmente en la practica clinica y
también en investigacién (6, 7).

Existen diversos estudios de comparacién entre los diferentes
métodos de medida de composicién corporal: bioimpedancia multifre-
cuencia tetrapolar frente a DEXA (8), bioimpedancia bipolar frente a
tetrapolar (4), variabilidad intraindividual de un equipo de bioimpe-
dancia en relacién al indice de masa corporal y a la medida del plie-
gue tricipital (9). Todos estos estudios muestran que existe una buena
correlacion entre los diversos métodos de composicién corporal, sin
embargo, aun no se ha definido por completo la fiabilidad de todos
ellos, ni se ha llegado a comprobar totalmente si los resultados obte-
nidos por uno u otro procedimiento, son del todo equiparables (4).

Ante la necesidad de conocer la correlaciéon y la fiabilidad de los
diferentes métodos de medida de la composiciéon corporal, el objeti-
vo del presente estudio fue evaluar la correlaciéon en el calculo del
porcentaje de grasa obtenido por diferentes métodos de anélisis de
la composiciéon corporal: pliegues cutaneos, impedancia bioeléctrica
y absorciometria dual de rayos X.

2. MATERIAL Y METODOS
2.1. Sujetos

El estudio se llevé a cabo en 91 mujeres con una edad de 34 + 7
afios y un indice de masa corporal (IMC) de 25 + 2,9 kg/m*. Todas
las voluntarias eran personas sanas, con un peso estable durante los

dltimos tres meses y no seguian ningun tipo de tratamiento farma-
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colégico o dietético que pudiera producir retenciones hidricas y cam-
bios en la composicién corporal.

2.2. Diseiio del estudio

El disefio del estudio fue de tipo transversal. Los voluntarios
fueron citados a primera hora de la manana en el Departamento de
Ciencias de la Alimentacién, Fisiologia y Toxicologia de la Univer-
sidad de Navarra, en condiciones de ayuno de doce horas, con la
vejiga vacia y sin haber realizado el dia anterior ningin tipo de
ejercicio fisico intenso, ni haber consumido alcohol.

Todas las medidas antropométricas se realizaron en ropa interior,
sin calzado y desprovistos de objetos metalicos. La talla de los volun-
tarios se midi6é con una bascula-tallimetro (Seca-220, Seca gmbh &
Co., Hamburgo, Alemania) y el peso se determiné con un aparato de
bioimpedancia (TANITA SC-330, Tanita Corporation, Tokio, Japén),
para calcular posteriormente el IMC: IMC = Peso (kg)/altura® (m?).

El porcentaje de grasa corporal se determiné con ayuda del apa-
rato de impedancia bioeléctrica TANITA SC-330 y mediante el equi-
po de absorciometria dual de rayos X Lunar iDXA (General Elec-
trics, California, EEUU).

También se midi6 el pliegue tricipital (PT) en la parte posterior del
miembro superior dominante, en el punto medio entre el acromion
y el olécranon, siguiendo la técnica de Durnin et al. (10). La medida
de este pliegue se eligié por ser el método mas utilizado como me-
didor de grasa corporal. La determinacién se realizé por triplicado
con un plicémetro (Holtein LTD, Pembs, Reino Unido) y posterior-
mente se calcul6 la media. La densidad corporal se calculé6 mediante
la ecuacién de Durnin y Womersley (10): Densidad = 1,1143 - [0,0618
x log (pliegue tricipital, cm)].

El porcentaje de grasa corporal se calcul6 a partir de la ecuacién
de Siri (11), especifica para cada grupo de edad en cada sexo: % Gra-
sa Corporal = [(4,95/densidad)-4,5] x 100.
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2.3. Analisis estadistico

El procesado y el analisis de los datos se realizaron con el paque-
te estadistico SPSS 15.0 para Windows (SPSS ibérica SLU, Madrid,
Espana).

Las medidas de composicién corporal por los diferentes métodos
se estudiaron con una prueba t para muestras relacionadas. Se es-
tratificé la muestra para normopesos (NP) y sobrepesos (SP), con-
siderando valores inferiores al 33% de grasa o inferiores a 25 kg/m?
en el caso del IMC como normopeso, y valores superiores al 33% de
grasa y entre 25-30 kg/m* para IMC como sobrepeso (2). También se
estratific6 la muestra en tres grupos iguales teniendo en cuenta la
variable edad y se realizé un analisis post hoc.

Para valorar la concordancia entre los diferentes métodos de
composiciéon corporal, se clasificé a las voluntarias en normopeso y
sobrepeso para cada medida, se realizaron tablas de contingencia
y se calcul6 el indice Kappa. El indice Kappa (test de Cohen) sirve
para valorar la concordancia entre dos métodos de recogida de da-
tos. El valor maximo para un indice Kappa es 1, que indica concor-
dancia total. El minimo puede ser negativo. Puede afirmarse que un
indice Kappa es excelente si se sitia por encima de 0,8, bueno si se
sitiia por encima de 0,6 y aceptable si es superior 0,4 (12).

3. RESULTADOS

Las caracteristicas generales de las participantes en el estudio en
cuanto a numero de participantes, edad, peso, altura e IMC, se
muestran en la Tabla 1.

La Tabla 2 muestra los porcentajes de grasa determinados por los
diferentes métodos de medida, tanto para la muestra en general
como estratificando en NP y SP.

Segun los resultados, se observa que existe una correlacién posi-
tiva entre las medidas de grasa obtenidas por los diferentes métodos
de composiciéon corporal (p < 0,001) (Tabla 3).
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Tabla 1. Descripciéon basal de las mujeres estudiadas.

Total voluntarias Normopeso segun Sobrepeso segun
IMC IMC
(n =91) (n = 47) (n = 44)
Edad 348 + 7,1 32,8 =+ 6,6 36,9 = 7,04
Peso (kg) 66,3 + 8,04 61,2 + 6,4 71,7 + 5,7
Talla (cm) 162,9 = 6,1 164,2 = 6,5 161,6 = 5,3
IMC (kg/m?) 25 +£29 22,7 + 1,5 27,5 = 1,6

IMC: Indice de Masa Corporal.

Tabla 2. Porcentaje grasa segun los diferentes métodos de medida.

Total voluntarias Normopeso segiin  Sobrepeso segtn

(n =91) IMC (n = 47) IMC (n = 44)
Grasa BIA (%) 31,6 = 6,04° 27,3 + 4,7 36,3 = 3,2*
Grasa DEXA (%) 38,5 + 6,04° 34,5 + 5,2° 42,7 + 3,5°
Grasa PT (%) 34,5 + 3,8° 32,1 +2,9° 37,1 + 2,9°

IMC: Indice de grasa corporal; BIA: Bioimpedancia; DEXA: Absorciometria dual de rayos-X; PT: Pliegue
Tricipital.
Distintas letras en una columna significa que existen diferencias significativas (p < 0,05).

Estratificando la muestra en funcién del IMC, en NP y SP, la
correlaciéon seguia siendo positiva para todas las medidas (p < 0,005
excepto para BIA-PT sobrepeso donde p = 0,048) (Tabla 3).

Estratificando la muestra en terciles de grupos de edad (19-32,
33-38 y 39-46 anos) y realizando pruebas post hoc (DMS y Bonferro-
ni), el porcentaje de masa grasa aumenta gradualmente, siendo el
contenido de masa grasa en el tercil de edad mas alto significativa-
mente superior que el porcentaje de masa grasa del tercil mas bajo
(p = 0,001) (Figura 1).

La concordancia entre la medida del porcentaje de grasa deter-
minado por DEXA y el determinado por los otros métodos fue rela-
tivamente baja (indice Kappa < 0,4) (12), asi como la concordancia
entre los valores de grasa determinados por bioimpedancia y los
observados por pliegue tricipital.
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Sin embargo, existe una buena concordancia entre las medidas
determinadas por bioimpedancia y por el IMC (indice Kappa > 0,6)
y una concordancia aceptable entre IMC y pliegue tricipital (indice
Kappa > 0,4) (12) (Tabla 4).

Tabla 3. Correlaciones entre los diferentes métodos de medida teniendo en
cuenta la muestra total y estratificando en NP y SP.

Correlacion
Muestra total Normopeso IMC Sobrepeso IMC
% Grasa (n =91) (n =47) (n = 44)
Correlacion p Correlaciéon p Correlacion p
IMC-BIA 0,902 < 0,001 0,810 < 0,001 0,720 < 0,001
IMC-
DEXA 0,780 < 0,001 0,468 0,001 0,642 < 0,001
IMC-PT 0,722 < 0,001 0,394 0,006 0,441 0,003
BIA-
DEXA 0,794 < 0,001 0,526 < 0,001 0,720 < 0,001
BIA-PT 0,674 < 0,001 0,412 0,004 0,299 0,048
DEXA-PT 0,787 < 0,001 0,680 < 0,001 0,540 < 0,001

IMC: Indice de grasa corporal; BIA: Bioimpedancia; DEXA: Absorciometria dual de rayos-X; PT: Pliegue
Tricipital.
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Diferentes letras = diferencias significativas (p = 0,001).

Figura 1. Porcentajes de composicién corporal medidos por DEXA segiin
terciles de edad.
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Tabla 4. Porcentajes de concordancia entre normopeso y sobrepeso segin
los diferentes sistemas de medida e Indice Kappa.

DEXA BIA PT
NP SP Kappa NP SP  Kappa NP SP  Kappa
NP | 15,4% 36,3% 47,3% 1,7% 33% 18,7%
IMC 0,291 0,757 0,498
SP 0% 48,4% 4,4% 40,7% 6,6% 41,8%
NP |14,3% 25,3% 31,9% 23,1%
PT 0,383 0,397
SP | ,L1% 59,3% 7,1% 37,4%
NP | 154% 39,6%
BIA 0,259
SP 0% 45,1%

IMC: Indice de grasa corporal; BIA: Bioimpedancia; DEXA: Absorciometria dual de rayos-X; PT: Pliegue
Tricipital. NP: Normopeso; SP: Sobrepeso.

4. DISCUSION

El estudio de la composicién corporal es un aspecto muy impor-
tante en la valoracién del estado nutricional, ya que la distribucién de
la masa grasa y la masa magra en un individuo puede ayudar a detec-
tar y corregir problemas nutricionales como la obesidad o la desnutri-
cién (13). A través del estudio de la composicién corporal se puede
juzgar y valorar de forma indirecta el efecto de la ingesta de energia y
los diferentes nutrientes, el crecimiento o la actividad fisica (5).

La absorciometria dual de rayos X (DEXA), se disefi6 inicialmen-
te para el estudio de la masa 6sea, pero permite valorar de forma pre-
cisa la masa grasa y la masa libre de grasa, irradiando muy levemente
al individuo durante unos siete minutos. Aunque su precio es de va-
rios miles de euros, su coste se ha reducido en los tltimos afios, lo que
ha permitido que su uso se difunda con rapidez y que la DEXA se haya
convertido en una técnica de referencia (7).

La DEXA estudia la composicién corporal desde un punto de
vista de tres compartimentos que se distinguen por sus diferentes
capacidades de atenuacién de los rayos X: masa grasa (MG), masa
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6sea (MO) y MLG o masa magra; los componentes 0seo y graso
presentan la atenuacién mas alta y mas baja, respectivamente, mien-
tras que el componente tisular blando presentaria una atenuacién
intermedia (6). Con el uso del DEXA se ha mostrado que personas
no identificadas por IMC u otros aparatos de medida como no obe-
sas, realmente contienen mas de un 25% de grasa en hombres y mas
de un 33% en mujeres, porcentajes considerados como indicadores
de obesidad segin la SEEDO y otras organizaciones cientificas (7).

Al realizar la comparacion entre las mediciones de los diversos
aparatos, lo primero que se ha podido observar es que aunque las
medidas son distintas segin el método, existe una correlacién positi-
va entre ellos. Esta correlaciéon se mantiene tanto en la totalidad de la
muestra como cuando se estudian los resultados estratificando
la muestra en funcién del IMC en normopesos y sobrepesos. La im-
portancia de los resultados obtenidos estriba en que se confirma que
el método utilizado para determinar la composicién corporal de un
individuo no es tan importante como el hecho de utilizar siempre el
mismo aparato para realizar el seguimiento individualizado. Ademas,
estos datos confirman resultados previos de otros autores que ponen
de manifiesto la buena correlaciéon existente entre la medida de la
composiciéon corporal por métodos de bioimpedancia y por DEXA (4).

Separando la muestra por grupos de edad, se observa de forma
clara, que a medida que los voluntarios presentan una mayor edad,
el porcentaje de grasa va aumentando, como era de esperar, ya que
la edad se asocia positivamente con el porcentaje de masa grasa del
organismo (14).

En este estudio también se analiz6 la concordancia entre las dife-
rentes mediciones, y comprobar si todas las personas asignadas al
grupo de sobrepeso o de normopeso, lo eran con los diferentes apa-
ratos. Tras los resultados obtenidos se observa que el diagnéstico
de sobrepeso, seguiin el indice de masa corporal, sélo coincide con
el diagnéstico por bioimpedancia y por pliegue tricipital. Ademas es
importante resaltar la baja concordancia entre las medidas por IMC,
bioimpedancia y pliegue tricipital respecto a la medida por DEXA, ya
que un alto porcentaje de las personas diagnosticadas por cualquiera
de los tres métodos como normopeso (menos del 33% de masa grasa
o IMC menor de 25), son sobrepesos segiin el DEXA, al superar el 33%
de contenido de masa grasa. Por el contrario, todas las personas que
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son consideradas sobrepeso por los tres métodos, también lo son por
el DEXA. Segun estos resultados, se puede decir que bioimpedancia,
IMC y PT tienden a subestimar la grasa en personas que presentan
normopeso, lo cual confirma las observaciones de otros autores, que
observaron que los métodos de bioimpedancia tienden a subestimar
el porcentaje de grasa corporal en personas delgadas y por el contra-
rio, sobreestima la grasa corporal en personas con sobrepeso u obesi-
dad (4). En el Healthy Women'’s Study (15), las mujeres postmenopau-
sicas mostraban una buena correlacién entre el IMC y el porcentaje
de grasa medido por DEXA (r = 0,81), pero con una gran variabilidad.
Asi, para un IMC de 20 a 30 kg/m?, se corresponde con un 22-50% de
masa grasa; para 30-32 kg/m?, con un 42-54%.

Por otro lado, hay que tener en cuenta que se ha utilizado un
método de bioimpedancia bipolar, y existen estudios que muestran
que los equipos bipolares dan resultados muy variables en funcién
de la distribucién de la grasa en el sujeto analizado, es decir, que
dichos resultados varian segin la localizacién de la grasa en el seg-
mento superior o inferior del organismo. En cambio, los analizado-
res tetrapolares, dado que evaltian simultaneamente ambos segmen-
tos, proporcionan datos mas objetivos, independientemente de la
localizaciéon preferencial de los depdsitos grasos (8, 16). Otros auto-
res han comparado la composicién corporal de diversos aparatos de
bioimpedancia tanto bipolares como tetrapolares (Bodystat, Omron
y Tanita) con el DEXA, comprobando que la mayor correlacién exis-
te entre el DEXA y el Bodystat, que es un aparato de medida de
bioimpedancia tetrapolar (17).

Obviamente, la elecciéon del método de medida va a depender de
diversos factores (18), incluyendo la movilidad que necesite el inves-
tigador y el objetivo del estudio en cuestién. La correlacion entre los
métodos estudiados en el presente trabajo permite asegurar que
siempre que se utilice el mismo aparato de medida en un mismo
individuo, el estudio de la evolucién de la composicién corporal en
el tiempo se puede realizar con cualquiera de estos métodos, pero si
se quieren realizar medidas puntuales, o valorar mas exhaustiva-
mente un factor en concreto, nuestra seleccién del aparato de medi-
da puede resultar clave (18).

Una limitacién que presenta este estudio es el no haber incluido
en la muestra mujeres obesas, lo cual requiere futuros estudios con
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tamafos muestrales mas amplios y sujetos con normopeso, sobrepe-
so y obesidad.

5. CONCLUSIONES

1. Los resultados de nuestro estudio apuntan que, aunque los
porcentajes de grasa determinados por los diversos métodos
de medida son diferentes, se correlacionan positivamente, por
lo que cualquiera de ellos seria util para valorar la composi-
cién corporal, siempre y cuando se tome como referencia el
mismo aparato para la realizacién de las diversas mediciones
en un mismo individuo.

2. La buena concordancia entre las medidas de IMC, bioimpe-
dancia y pliegue tricipital, validan la utilidad de estas tres
herramientas para la valoraciéon de la composicién corporal
tanto en clinica como en investigacion.

3. Los métodos de bioimpedancia, IMC y PT, tienden a subesti-
mar el diagnéstico de obesidad en personas con normopeso,
ya que un elevado porcentaje de las personas que presentan
normopeso segun estos tres métodos, presentan sobrepeso con
DEXA, por lo que la interpretacion de los datos en este tipo de
personas, debera ser estudiada de forma mas exhaustiva.

En vista de los resultados obtenidos en el presente trabajo, se
requieren mas estudios para determinar la posible sobreestimacién
de sujetos con sobrepeso medidos por DEXA, o la subestimacién de
sujetos con sobrepeso medidos por otros métodos, asi como la defi-
nicién de los puntos de corte para asignar situaciones de normopeso
y sobrepeso.
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ABSTRACT

Flavonoids are compounds composed of a three-ring structure
with various substitutions formed in plants, from aromatic amino
acids phenylalanine and tyrosine, to participate in the light-depend
phase of photosynthesis catalyzing electron transport. Their anti-
inflammatory properties are of special interest as adverse reactions in
humans appear to be rare. For this reason the aim of this work is to
try to explain the binding mode of flavonoids and to estimate the
binding energy of the compounds to glucocorticoids receptor using
the LIE method. Fifteen flavonoids were used to correlate calculated
binding energy with experimental values. The squared correlation
coefficient achieved is significant (R? = 0.74 and p = 0.000) and good
description of the binding mode was obtained. Three hydrogen
binding zones were identified corresponding to aminoacids Arg81-
GIn40, Thr205-Gln111 and Leu33-Asn34. The interaction with the first
zone was found related with lower values of energy of binding with
statistically significance of 95%.
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RESUMEN

Prediccion de la energia de unién y efecto antiinflamatorio
de flavonoides sobre el receptor de glucocorticoides mediante
simulaciones de dinamica molecular y el método linear

de energia de interaccion

Los flavonoides son compuestos formados por tres anillos con
varias sustituciones sintetizados en vegetales de los aminoacidos
aromaticos fenilalanina y tirosina para participar en la fase luz-
dependiente de la fotosintesis transportando electrones. Sus propie-
dades antiinflamatorias son de especial interés debido a que las
reacciones adversas que estos producen en humanos son raras. Por
esta razon, el objetivo del presente trabajo es explicar el modo de
unién de estas moléculas y estimar la energia de unién al receptor
de glucocorticoides utilizando el método LIE. Se utilizaron 15 flavo-
noides para correlacionar sus energias de unién estimadas con las
experimentales. El coeficiente de correlaciéon alcanzado fue signifi-
cativo (R* = 0,74 y p = 0,000) y se obtuvo una buena descripcién del
modelo. Se encontraron tres zonas de unién por puente de hidrége-
no correspondiendo a los aminoacidos Arg81-GIn40, Thr205-GIn111
and Leu33-Asn34. La primera zona se pudo correlacionar con meno-
res valores de energia con una confianza del 95%.

Palabras clave: Dindmica molecular; Docking; Receptor gluco-
corticoides; Flavonoides.

1. INTRODUCTION

Flavonoids are compounds of low molecular weight, derived from
the secondary metabolism of a wide range of plants. Flavonoids are
composed of a three-ring structure with various substitutions and
are formed in plants, from aromatic amino acids phenylalanine and
tyrosine, to participate in the light-depend phase of photosynthesis
catalyzing electron transport. In plants, they are usually found
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as glycosylated or sulfated derivatives and only as phenolic
acid derivatives after biotransformation in the intestine conducted
by microorganism. Their antioxidant, anti-inflammatory and
cytoprotective activities are described extensively in literature and
are known since ancient times. Anti-inflammatory properties are of
special interest as adverse reactions in humans appear to be rare,
even with a daily exposure to flavonoids-containing food.

Several mechanisms are suggested for anti-inflammatory effects
of flavonoids. One of the most proved and complex mechanisms,
implicates an inhibition in the release of inflammatory molecules
such histamine, tryptase, IL-6, IL-8 and TNF-alfa, from activated
mast cells trough a phosphorylation of MACEDONIA (Mast Cell
Degranulation Inhibitor Agent) protein, involved in exocytosis (1).
The underlying mechanism of this action is based on an activation
of protein kinase C (PKC) calcium-independent and an inhibition of
other PKC enzymes and tyrosin-kinases that play a major role in the
inflammatory response.

Another mechanism proposed to justify the anti-inflammatory
activity, suggests an inhibition of enzymes of the cyclooxygenase
(COX) family, which produces the transformation of araquidonic
acid into proinflammatory prostaglandins, competitively (2) or
decreasing its transcription (3).

However, in a recent work, Nishizaki et al. (4) reported that
flavonoids are powerful agonist of glucocorticoid receptors.
Glucocorticoids bind the nuclear receptor, accelerating the
transcription of genes that codify for proteins like lipocortin-1 which
strongly inhibits the effect of phospholipase-2 that provides
araquidonic acid which is the substrate of COX. Thus, an indirect
anti-inflammatory effect can be expected by the interaction of
flavonoids with the glucocorticoid receptor (GR).

In the light of the diversity of plants with anti-inflammatory effect
mediated by flavonoids (5), it is of great value to develop a method
to predict the binding affinity to GR. For this reason the aim of this
work is to try to explain the binding mode of flavonoids and to
estimate the binding energy of the compounds based on experimental
values from gene expression assays and the linear interaction energy
(LIE) approximation (6).
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2. MATERIALS AND METHODS
2.1. Ligands/Enzyme models

To achieve a reliable model, the structures of the ligands (Table 1)
were energy minimized, in first place using the MM2 force field,
and afterwards with the semi-empirical Hamiltonian AM1 (Austin
Model 1), as implemented in MOPAC 7.1. The structures resulting
from this procedure were used as the starting point of docking assays.

The atomic model of GR from X-ray diffraction studies was
obtained from Brookhaven Protein Data Bank (PDB code: 1M2Z).
Following, the ligand binding domain (residues from 521 to 777)
was extracted discarding all crystallographic water and the ligand
(dexamethasone). To avoid the high energy interactions present in
the crystal structure, a two parts energy minimization protocol was
carried out. In the first part, the structure was minimized by 400
steps of steepest descents (SD), carefully observing the root mean
square deviation (RMSD) from the initial crystallographic positions
to avoid distortion of the structure. In the last part, 1500 steps of
Polak-Ribiere conjugate gradient (GC) were applied with the same
considerations about distortion of the structure. This protocol was
carried out using the GROMOS 96 43al force field and the suite
GROMACS 4.0.3.

2.2. Docking

All docking studies were carried out by the program Autodock4 (7)
version 4.0.3 which allows a very fast energy evaluation using
precomputed grids of affinity potentials for rigid docking. In order to
explore the conformational space of the ligands, all torsional bonds in
substrates were set free to perform flexible docking while the enzyme
was kept rigid. Polar hydrogens and Gasteiger charges were assigned
by the respective modules in Autodock Tools (7).

With every ligand, we developed a rigid docking assay with a grid
box of 40 amstrong x 40 amstrong x 40 amstrong placed at the
crystallographic coordinates of the ligand with a spacing of 0.375
amstrong between points, assuring coverage over the active center.
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All the grid maps used to represent the protein in the rigid docking
were calculated by AutoGrid.

Finally, the empirical free energy function and the Lamarckian
genetic algorithm were used, applying a standard protocol with an
initial population of 150 randomly placed individuals, a maximum
number of 2.4 x 107 energy evaluations, a mutation rate of 0.02, a
crossover rate of 0.80, and an elitism value of 1.

The results were clustered according to a RMSD criterion and
were classified taking the predicted energy of binding into account.
In all cases the most favorable conformations were selected
according to the following criteria: best energy and best super-
imposition with the crystallographic ligand. Suitable conformations
were used in molecular dynamic studies for assessing the stability
and the energy of the complex.

2.3. Molecular dynamics

The complexes ligand-enzyme were evaluated in molecular
dynamics simulation. All the topological parameters for the enzyme
were created by GROMACS programs and the parameters of ligands
were built by the Dundee PRODRG Beta Server (8). The complexes
were solvated in a box of SPC/E water, neutralized with sodium ions
and then energy minimized by a two-steps protocol as described
before for the enzyme.

Following the minimization, a simulation of 300 ps at 298K and
1 atm with pressure coupling using Parrinello-Rahman method (9)
was performed using the leapfrog algorithm (isobaric-isotherm, NPT
assemble and periodic boundary conditions) with constraints in all
bonds using LINCS algorithm (10). Particle-Mesh-Ewald (PME)
summation was applied dealing with long-range electrostatics (11)
and a 10 amstrong cut-off for van der Waals interactions was used.
Energy and coordinates were recorded each picosecond to estimate
the energy contribution and the possible interactions between ligand
and the protein.
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2.4. Linear interaction energy

The LIE method is based on the assumption that AG of the system
depends linearly on changes in the van der Waals and electrostatic
components. This is supported by observations that the free energy
of solvation on non-polar moieties often scale linearly with respect
to variables characterizing the size of the solute (12).

To perform the binding energy estimation for every complex, we
used this approach. LIE method evaluates separately the electrostatic
and van der Waals interaction energies of the ligand in bound and
free states. For this purpose, we carried out new molecular dynamics
simulations of all ligands in water to measure the coulombic and
van der Waals contributions of the free ligands with identical
protocol and considerations to the complex dynamics.

The approximated binding energy is obtained as it is shown:

_ vdw vdw qq aq
AC;bind - (X(<E >complex - <E >free) + B(<E >complex -<E >free)

where <E*™> = and <E'™>. . denote the average van der Waals
interaction energies in the bound and free forms, and <E*>_ . and
<E%>, . denote the average electrostatic interaction energies in the
bound and free forms. The value of o, strongly depends on the
system, the force field and the computational methods applied. For
this reason, a proper value should be determined by comparing the
experimental and calculated binding energies. In addition, B value
was originally fixed to 0.5, however the study of solvation energies
of various small substrates showed that B decreases with the number
polar groups like hydroxyl so a consideration to this point have to
be done.

Training set to determine the values of o and B, was composed
with dexamethasone, betamethasone and cortisol, all well known GR
ligands with Kd (constant of dissociation) experimentally measured
(Table 2). Exactly the same protocol for flavonoids was followed for
the three training compounds and 300 ps bound and free simulations
were carried out for each ligand.

To obtain binding energy values for the compounds in the
training set, we applied the equation:

AG,,, = -RT In Kd
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where R is the gas constant, T is temperature (Kelvin) and Kd is
the dissociation constant. The calculated AG,, , values were obtained
by the LIE approximation using the energy contributions retrieved
from MD trajectories of free and bound ligand and were used in a
linear regression test to determinate if they are statistically related
with the experimental AG,; , using the GNU/PSPP 0.6.1 program (13).

The use of PME (Particle-Mesh-Ewald) dealing with the long
range electrostatic interactions was specially considered as in LIE
method only short-range contributions are taking into account. The
results of the test yield in a very low energy contribution of the PME
to the total electrostatic energy so all effects of periodic boundary
conditions and PME can be neglected for the low size of the system.

3. RESULTS

3.1. Docking

In a first approach, dexamethasone was evaluated in a docking
assay to determine if the protocol was able to predict the
crystallographic position with an acceptable value of RMSD and to
validate the method for further evaluation of flavonoids. The docked
conformation with the best energy was found with a RMSD value
less than 1.0 amstrong, so the method was confirmed to be capable
of found the correct conformation. Identical experiments were
carried out with the rest of ligands in the training set (betamethasone
and cortisol) and similar results were obtained, and therefore a
binding mode for molecule in training set was identified.

Once the method was validated, we applied it to the compounds of
the test set (Table 1). The results of these experiments were evaluated
and were used to identify potential interactions with the GR. Mainly
two kinds of interactions were found in the training and test sets:
Hydrogen bonds and hydrophobic interactions. The first kind is due
to the interactions that occur between the hydroxyl and ketone groups
of the ligands and polar residues surrounding the cavity that binds the
ligand. The second kind occurs when aromatic rings of the ligands
interact with highly apolar residues around the cavity.
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Analyzing the docked conformations, we identified three zones
where hydrogen bonds can be found. The first one corresponds to
the residues of Arg81 and GIn40 where ketone groups of the ligands
tend to interact, the second one is placed near residues Gln111 and
Thr205 and bind with hydroxyacethyl chains. In the last one, Leu33
and Asn34 interact with hydroxyl group in the C ring of training
set molecules (Figure 1 and 2). Hydrophobic interactions in the
pocket are due to Met30, Phe31, Leu33, Val41, Trp70, Met71, Met74,
Met115, Tyr210, Leu219 and Ile 22 that surround the ligand and
form the cavity in which this binds. For the test set, the distance and
nature of the interactions are summarized in the Table 2. Apart from
the residues identified in the training set, new binding modes were
found that implies new hydrogen bonds with Cys202, Leul98 and
Met30 backbones.

3.2. Molecular dynamics

MD trajectories were inspected to check the stability of com-
plexes, using de RMSD values of Co atoms compared to the initial
conformation. After 60 ps of the production run, the complexes were
found stable in all cases, with values of RMSD ranging from 1.29A
+ 0.21 to 1.58A + 0.22 for the whole simulation. Despite of this short
time needed to stabilize complexes, first 100 ps of the MD run were
discarded as equilibration time in order to achieve even higher levels
of confidence in the position of the ligands and the aminoacids of
the binding pocket.

Hydrogen bonding during MD simulation between ligand and the
surrounding environment were analyzed with g_hbond (GROMACS
Hydrogen bond analysis tool) to check the stability in time of the
docking results. In addition, energy values of complexes and free
ligand forms were extracted and considered for LIE analysis.
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Table 1. Flavonoids included in the test set

No Compound R3 RS R6 R7 R3' R4 EC150*
1 Flavone H H H H H H 26.1
2 5-hydroxyflavone H OH H H H H 6.0
3 5-methoxyflavone H OCH3 H H H H 5.5
4 6-hydroxyflavone H H OH H H H 7.1
5 6-methylflavone H H CH3 H H H 3.6
6 6-methoxyflavone H H OCH3 H H H 0.7
7 6-Chloroflavone H H cl H H H 12.6
8 7-Hydroxyflavone H H H OH H H 3.1
9 7-methoxyflavone H H H OCH3 H H 21.9

10 3-hydroxy-6-

methoxyflavone OH H OCH3 H H 10.3

11 5,7 dihydroxyflavone H OH H OH H H 1.5

12 5,6,7 trihydroxyflavone H OH OH OH H 18.9

13 4'5,7 trihydroxyflavone H OH H OH H OH 5.2

14 5,7 dihydroxy-4'-

methoxyflavone H OH H OH H OCH3 2.1

15 3'4'5,7-tetrahydroxyflavone H OH H OH OH OH 18.0
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Figure 1. Dexamethasone-GR complex. Binding mode of dexamethasone is
shown with hydrogen bonds.

Figure 2. 6-methoxyflavone and dexamethasone. Flavonoid, in blue, superim-
posed on dexamethasone, in pink.
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Table 2. GR-flavonoids interactions.

Compound LEU33 ASN34 GLN40 ARGS81 GLN111 THR205 Others

1 — — — — — 2.2 —
2 — 2.8 — — — 1.9 2.7-3
3 — 2.9-3.5 — — — 3.0 33
4 — — 32 3.0 — — —
5 _ _ _ _ _ _ _
6 2.8 — 3.0 2.7 — — —
7 _ _ _ _ _ _ _
8 — 2.9-3.0 — — — — 2.8-2.6-3.3
9 — — — — — 2.7 —
10 — — — — — 3.0 —
11 — — — — — 29 3.0-2.7
12 — — — — 3.1 2.5 2.9-3.1
13 — 2.4-2.9 32 3.0 — — 3.1-2.8
14 — 2.7 3.0 3.2 — 3.0 2,7-3.1-3.1
15 2.9 2.7 3.0 32 — 3.0 3.1-3.1-2.7
Dexamethasone 3.5 3.0 3.0 2.6 3.1 2.6-2.7 —
Betamethasone 3.3 3.0 2.9 2.7 33 2.9-3.0 —
Cortisol 3.0 3.0 3.1 2.8 3.1 2.6-3.1 —

Distances are shown in amstrong. Other summarizes Cys202, Leu198 and Met30 interactions.

Prior to extract energies from flavonoids complexes, we
constructed a training set as described before. The values of the
calculated and experimental energies are shown in Table 3, and the
results for the best regression test can be seen in Figure 3. Best
correlation was found for the pair values o = 0.42 and B = 0.5. The
value of o for van der Waals contribution is in good agreement with
the fact that hydrophobic interactions in the case of GR are of great
importance and the value of B is the same in the original method
proposed for Aqgvist et al. (6). However, according to Aqvist et al. (12)
hydroxyl (OH) groups may affect B, decreasing its value the greater
their number, hence a correction for the number of hydroxyl groups
in molecules of the test set should be done, as in test set all the
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ligand have 3 OH groups. To correct the underestimation of the
electrostatic contribution in the molecule with less than 2 OH groups,
B = 0.52 was chosen and to correct the overestimation of the same
contribution in the case of more than 4 OH, B = 0.48 was selected.

After best coefficients were chosen, we used them to calculate the
binding energy of the test set, checking obtained values with expe-
rimental values of activity in an in vitro gene assay (4) expressed as
EC150 or the concentration of substance to produce 150% stimula-
tion of luciferase (GR induced expression) activity.

Table 3. Training set energy values.

Compound Log Kd AG,,, (KJ/mol) AG_,. (KJ/mol)
Dexamethasone 8.47* -48.3 -48.38
Betamethasone 8.45° —48.75 -47.56
Cortisol 8.15° -46.5 -48.96

(a) Values from EMEA (14). (b) Values from Eliard et al. (15).

As can be seen in Table 4, higher electrostatic contributions are
found when more than 2 OH groups are present in the molecule.
Indeed, this effect is due to an overestimation of the force field of
the electrostatic interactions because the polarization effects are not

46,5
f{(x) = -0,54% - 74,04
a7 Rz2=0,83

AT5 3

-48.5

495
-49 485 -48 4TS a7 485 45

Figure 3. Training set regression test of calculated and experimental binding energies.
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properly described, so lower values of b should be required in some

cases.

Table 4. Test set energies and LIE parameters.

Compound Free Evdw Free Eqq OH AG,,,.
(KJ/mol) (KJ/mol) A B Groups (kcal/mol)

1 12.727 78.981 0.42 0.52 0 -10.73

2 12.817 79.792 0.42 0.52 1 -11.21

3 12.830 79.787 0.42 0.52 0 -11.21

4 13.328 82.810 0.42 0.52 1 -11.64

5 13.147 81.671 0.42 0.52 0 -11.48

6 13.586 84.418 0.42 0.52 0 -11.87

7 13.327 82.770 0.42 0.52 0 -11.24

8 12.874 79.895 0.42 0.52 1 -11.23

9 12.710 78.919 0.42 0.52 0 -10.72

10 13.599 84.461 0.42 0.52 1 -11.47

11 12.846 79.876 0.42 0.50 2 -11.41

12 13.299 82.791 0.42 0.50 3 -10.84

13 13.762 85.701 0.42 0.50 3 -11.63

14 13.683 85.101 0.42 0.50 2 -11.55

15 13.686 85.188 0.42 0.48 4 -10.75

Dexamethasone 13.805 85.706 0.42 0.50 3 -11,57

Betamethasone 13.578 84.266 0.42 0.50 3 -11.38

Cortisol 13.874 86.480 042  0.50 3 “11.71

Figure 4 shows the regression test performed between the values
of calculated energy of binding and the experimental values of
EC150. The squared correlation coefficient was found significant
(R*> = 0.74 and p = 0.000), hence a good correlation between
calculated energy values and the agonist effect of the compounds
can be expected.

However, although an acceptable value of correlation was found,
in line with similar recent studies (16), some authors found slight
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precision enhancements taking all possible orientations of ligands in
the binding pocket into account (17), at the cost of reducing the time
of the molecular dynamic simulations and obtaining less confidence
in the stability of complexes. Thus, in this work, we chose improved
security in the stability of complexes to an increase of conformations
to be considered while maintaining computational costs affordable.

f(x) = 19,06x + 224,2

2=0.74 E
- R2=0,

20
15

10

1}
-12 -11.8 -116 -114 -112 11 -108 -10,6

Figure 4. Correlation between calculated binding energy and EC150 for the test set.

3.3. Binding modes and molecular structure considerations

Evaluated flavonoids have a high shape similarity with natural
agonist of GR. Indeed, in almost all cases a good overlap between
cortisol and the test set molecules can be observed. In order to extract
the most relevant structural features of the ligands, the presence of
hydrogen bonds, the shape and the calculated binding energy were
considered as the principal components when reviewing its capacity
as agonists.

Analyzing the test set, two key factors can be identified: number
and disposition of OH groups. Figure 5 shows the dependence
between the number of OH groups and the energy of binding. In
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fact, between 2 and 3 hydroxyl groups the best average energy of
binding can be found, due to a better disposition for hydrogen
bonding interactions with cavity residues.

gl B PP e Lol P RsER

- _

- —
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Figure 5. Statistical analysis of Arg81 interaction and energy dependency of num-
ber of OH groups.

Regarding the spatial arrangement of the groups, the analysis of
the values in Table 2 clearly shows a trend towards better energy
when introducing interactions that mimic those produced by the
ligands in the training set, especially with the residues Arg81 and
GIn40 and with Thr205. A statistical analysis of the two samples
(with and without interaction at Arg81-Gln40) was carried out to
identify the relevance of the interaction (t-value). The difference
in average energy values was found within a significance of 95%
(p = 0.0049). The rest of interactions were not found relevant to
achieve lower energies of binding.

4. CONCLUSIONS

Here, we developed a computational model to describe the
interactions of flavonoids with glucocorticoid receptor in high detail,
allowing the design of new anti-inflammatory agents based on
the hydroxyflavone skeleton. Hydrogen bonding was found to be the
most important type of interaction, in special with residues Arg81
and GIn40 (with statistical significance) and Thr205.
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In addition a new method is presented to predict the relative

potency of flavonoids as glucocorticoids receptor agonists, with a
good correlation with in vitro experimental values (R* = 0.74 and

p:

0.000), and with the advantage of the LIE method, that allows

to include the effects of solvent.
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SESIONES CIENTIFICAS

25 de marzo

Conferencia de la Doctora Consuelo de la Torre Quintana, Acadé-
mica Correspondiente de la RANF, titulada: «La primera farmacolo-
gia de minerales en espafol».

8 de abril

Conferencia del Excmo. Sefior Don César Nombela Cano, Acadé-
mico de Nimero de la RANF: «Antimicrobianos y pared celular: ex-
ploracién racional de nuevas dianas farmacolégicas de antifangicos».

15 de abril

Mesa Redonda en colaboracién con la Fundacion José Casares
Gil de Amigos de la RANF, sobre: «Actualizaciones en la enfermedad
de Alzheimer». Ponentes: Doctor Javier de Felipe, Laboratorio de Cir-
cuitos Corticales (CTB) e Instituto Cajal (CSIC): «Las espinas dendri-
ticas y cognicion: alteraciones de la enfermedad de Alzheimer»; Doc-
tor Juan Alvarez, Director Médico del Laboratorio PFIZER Espana:
«Investigacion de nuevos medicamentos en la enfermedad de Alzhei-
mer», y Doctor Rafael Blesa, Director del Servicio de Neurologia del
Hospital de la Santa Creu i San Pau de Barcelona: «Tépicos tipicos y
expectativas mundanas acerca de la investigacion del diagnéstico pre-
coz y tratamiento de la enfermedad de Alzheimer».

o o
* *

Conferencia por el Doctor Herbert Zimmermann, Académico
Correspondiente de la Real Academia Nacional de Farmacia, titula-
da: «A functional role for extracellular nucleotides in neurogenesis».
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22 de abril

Mesa Redonda sobre: «Sintesis de farmacos: ¢Es la biotecnologia
una alternativa real?» Coordinador y Presentador: Doctor José Maria
Sanchez Montero, Profesor Titular del Departamento de Quimica
Orgéanica y Farmacéutico en la Facultad de Farmacia de la UCM y
Académico Correspondiente de la RANF. Ponentes: Doctor José
Carlos Menéndez, Profesor Titular del Departamento de Quimica
Orgénica y Farmacéutica en la Facultad de Farmacia de la UCM y
Académico Correspondiente de la RANF, y Doctor Andrés Alcantara
Leo6n, Profesor Titular del Departamento de Quimica Organica y
Farmacéutica de la Facultad de Farmacia en la UCM.

29 de abril

Conferencia del Doctor Rafael Sentandreu, Académico Corres-
pondiente de la RANF, titulada: «Morfogénesis: Organizacion y bio-
sintesis de la pared celular de Candida albicans».

6 de mayo

Conferencia de la Profesora Doctora Maria Vallet Regi, Catedra-
tica del Departamento de Quimica Inorgéanica y Bioinorganica en la
Facultad de Farmacia de la UCM, titulada: «Bioceramicas y farma-
cos: una buena simbiosis».

13 de mayo
Conferencia del Ilmo. Sefior Don Antonio Rodriguez Artalejo, Aca-
démico Correspondiente de la RANF, titulada: «Caracterizacién fun-

cional del receptor nicotinico alfa9alfal0 de la médula adrenal: plas-
ticidad inducida por estrés».

310



NOTICIAS

Nuestra Académica correspondiente, Doctora Consuelo de la To-
rre Quintana, fue entrevistada por el Instituto Gemoldgico espariol,
con motivo de una conferencia que impartié en dicho Centro en
enero de 2010 sobre «El Lapidario de Alfonso X el Sabio».

o
*

El 7 de abril fallecié en Madrid nuestra Académica correspon-
diente, la Doctora Margarita Lorenzo Balado, Catedratica de Bioqui-
mica de la Facultad de Farmacia de la Universidad Complutense. La
Doctora Lorenzo era una gran investigadora, especializada en proce-
sos metabdlicos.

El pasado dia 7 de abril, dentro de las Sesiones Cientificas con-
juntas que organizan la Real Academia Nacional de Farmacia, el
Colegio Oficial de Farmacéuticos de Madrid y el Instituto Tomaés
Pascual para la nutricién y la salud, tuvo lugar una Jornada sobre
«Inflamacién y patogenidad. La respuesta inflamatoria en patologias
cardiovasculares y en el envejecimiento», con la participacién del
Doctor Lisardo Bosca Gomar, Director del Instituto de Investigacio-
nes Biomédicas Alberto Sols, Centro Mixto CSIC, Facultad de Medi-
cina, Universidad Auténoma de Madrid, quien pronuncié una charla
titulada: «La inflamacién como causa de patogenicidad en enfer-
medades cardiovasculares». A lo largo de su intervencién se abordé
la patologia inflamatoria como causa de un 70-80% de enfermeda-
des, entre las que destacan Alzheimer, anafilaxias, aterosclerosis,
enfermedad de Crohn, dafio isquémico/perfusiéon. También se puso
de manifiesto la importancia de células como monocitos, macroéfa-
gos y neutréfilos, y de factores de transcripciéon como PPAR y LXR
en los procesos inflamatorios. En la segunda intervencién: «Efectos
beneficiosos de la alimentacién con complementos de soja sobre
genes de longevidad», a cargo del Doctor José Vifia Ribes, Cate-
dratico de la Facultad de Medicina y Odontologia de la Universi-
dad de Valencia, Facultad de Medicina y Odontologia de Valencia.

311



REAL AcADEMIA NACIONAL DE FARMACIA AN. R. Acap. Nac. Farwm.

Se hablé de que la longevidad estd asociada a los antioxidantes, a
la hormona del crecimiento, a genes como P53, a una restriccién
calérica, al factor GRF1, etc. Actualmente su labor esta centrada en
encontrar genes asociados a longevidad e investigar cémo activarlos.
Se sabe que los estrogenos y los componentes de la soja son capaces
de activar estos genes. El empleo de estrégenos en mujeres meno-
pausicas puede ser perjudicial y por eso se utilizan isoflavonas de
soja. En este sentido, se pronuncié a favor de alimentos suplemen-
tados con soja frente al uso de genisteina como farmaco. Nos advir-
tié que se deben consumir estos alimentos en pequenas cantidades
y varias veces al dia. La soja, como terapia hormonal sustitutiva, se
debe emplear inmediatamente después de la menopausia. La soja,
ademas de reducir la osteoporosis, protege contra la toxicidad del
péptido B-amiloide en la enfermedad de Alzheimer y se esta estu-
diando un posible efecto preventivo frente a la diabetes tipo 2.

* * *

El Profesor Doctor Antonio Doadrio Villarejo, Académico Secreta-
rio de nuestra Corporacién, ha sido investido Caballero de la Real
Orden del Monasterio de Yuste, en una sesién solemne de la Orden
celebrada en la Catedral-Mezquita de Cérdoba y oficiada por el Vica-
rio General. Esta Real Asociacion tiene sus origenes cuatro afnos des-
pués de la muerte del Emperador Carlos V (1558) y fue refundada en
1957, siendo su misién la guarda y custodia del Monasterio de Yuste
y la transmision del espiritu europeista del emperador Carlos V.

K o o
* x *

El pasado 22 de marzo, en Sesién Ordinaria del Pleno de la
Academia de Farmacia Santa Maria de Espafa de la Regién de
Murcia, fue nombrado Académico Correspondiente electo nuestro
comparfiero José de Vicente Gonzalez, Académico Correspondiente
de nuestra Corporacion.

El Doctor Eduardo L. Marifio, Catedratico de Farmacia Galénica
de la Facultad de Farmacia de la Universidad de Barcelona y Acadé-
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mico Correspondiente de nuestra Corporacién ha tomado posesién
como Académico en la Academia Iberoamericana de Farmacia el pa-
sado dia 12 de abril en Sevilla. El titulo de su discurso de ingreso fue:
«De la Farmacia Galénica a la Farmacia Clinica y Atencién Farmacéu-
tica con el horizonte de “Medication Therapy Management”».

El pasado 23 de abril nuestra Académica de Nuimero, la Doctora
Maria Cascales Angosto, ha recibido el titulo de «Hija Predilecta de
Cartagena», en un acto celebrado en la Casa Consistorial donde,
rodeada de numerosos familiares y amigos, se lo entregé la alcaldesa
Pilar Barreiro. Policias de gala y maceros custodiaban la entrada al
Ayuntamiento. Primogénita de doce hermanos, Maria Cascales nacio
en Cartagena en agosto de 1934. Su padre era ingeniero naval de la
sociedad de construcciones navales y su madre procedia de una
familia muy conocida. A pesar de haber desarrollado la mayor parte
de su actividad cientifica en Madrid, como investigadora del CSIC,
siempre ha llevado muy dentro su Cartagena natal. A ella regresa
asiduamente para ver a familiares y amigos, y en ella disfruta «del
mar y de los amaneceres y atardeceres que extasian el alma y calman
el espiritu», subrayé la cientifica en su discurso. El de hijo predilecto
es el mayor titulo que el Ayuntamiento da a personas nacidas en
Cartagena que han destacado por su labor mas alla del municipio.

* * *

El pasado dia 26 de abril se celebroé, en sesién puablica extraordi-
naria en el Salén de Actos de la Real Academia de Farmacia de
Catalunia, el ingreso como Académico Correspondiente del Excmo.
Doctor Fidel Ortega Ortiz de Apodaca, con la lectura del discurso:
«Analisis y control de medicamentos: su trascendencia en el ciclo de
vida de un medicamento». Presenté al nuevo académico la Iltre.
Doctora M.* Asuncién Alsina Esteller.

El pasado dia 28 de abril se celebraron en la RANF unas jornadas
sobre Nutrigenémica y Metabolémica Nutricional, organizadas por
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el Colegio Oficial de Farmacéuticos de Madrid, la Real Academia
Nacional de Farmacia y el Instituto Tomas Pascual Sanz para la
Nutricién y la Salud, con la participaciéon del Doctor J. Alfredo
Martinez Hernandez, Catedratico de Nutricién de la Universidad de
Navarra, quien se refiri6 a los aspectos mas interesantes de la Nu-
tricién personalizada y Nutrigenémica, tema de gran actualidad en
este campo. También se conté con la participaciéon de la Doctora
Isabel Bondia Pons, colaboradora investigadora de la Universidad de
Navarra, quien expuso los ultimos avances en metabolémica nutri-
cional. El acto conté con gran asistencia de publico.

* * *

El pasado jueves 29 de abril fue presentado el libro «<Recomenda-
ciones en nutricién y habitos de vida saludable desde la Oficina de
Farmacia», en la Real Academia Nacional de Farmacia, con la pre-
sencia de Maria Teresa Miras, Presidenta de la Real Academia de
Farmacia; Alberto Garcia Romero, Presidente del Colegio Oficial de
Farmacéuticos de Madrid, y Ricardo Fluxa, Presidente del Instituto
Tomas Pascual. El libro responde a la necesidad de dar respuestas
a muchos ciudadanos preocupados por mejorar su salud y la de su
entorno y proviene de unas jornadas sobre nutricién celebradas en
la Real Academia Nacional de Farmacia. Las jornadas, celebradas
con gran éxito, demostraron el creciente interés de nuestros profe-
sionales y la gran oportunidad que se les brinda de una formacién
continuada y exigente que redunda en beneficio de todos. El libro
contiene 16 capitulos, donde 22 especialistas en los diversos aspec-
tos de la nutricién dan una visién actualizada en sus areas de com-
petencia. La primera parte esta dedicada a las alergias e intoleran-
cias alimentarias, problemas con cada vez mayor incidencia por la
inclusién de componentes novedosos en la alimentacién. Contintia
con la importancia de los productos lacteos y el calcio en el control
de la obesidad. Prosigue con los consejos y el seguimiento nutricio-
nal desde la oficina de farmacia. Finalmente recoge una serie de
recomendaciones de habitos de vida saludable.

* * *

El Defensor del Pueblo, Enrique Mugica, imparti6 el 5 de mayo
una conferencia en la Real Academia Nacional de Farmacia, dentro
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de los actos que ha organizado el Centro Farmacéutico Nacional,
para conmemorar el centenario de su creacién. Enrique Mugica
estuvo acompanado en el acto por el presidente de Centro Farma-
céutico Nacional, Rafael Conde y la Presidenta de la Real Academia
Nacional de Farmacia, Maria Teresa Miras.

* * *

El pasado dia 6 de mayo fue inaugurado oficialmente el canal
privado de televisién de la RANF con la Conferencia de la Profesora
Doctora Maria Vallet Regi, Catedratica del Departamento de Quimi-
ca Inorganica y Bioinorganica en la Facultad de Farmacia de la
UCM, titulada: «Bioceramicas y farmacos: una buena simbiosis».
Este nuevo portal constituye una apuesta importante de esta institu-
cién por las nuevas tecnologias, asi como una poderosa herramienta
de difusién de la ciencia.

Nos comunican el fallecimiento, ocurrido el pasado dia 23 de
febrero de 2010, del Profesor Emérito Wolfang A. Ritschel en Cincin-
nati a los setenta y siete afios de edad después de una larga enfer-
medad. El Profesor Ritschel era Académico Correspondiente extran-
jero de nuestra Corporaciéon y miembro del Comité Cientifico
Internacional de la Academia.

El pasado 13 de mayo se celebré una Junta General Extraordina-
ria para la elecciéon de Vicepresidente de la Real Academia Nacional
de Farmacia, resultando elegido el Excmo. Senor Don Antonio R.
Martinez Fernandez (Medalla n.° 45). En la sesion cientifica celebra-
da esa misma tarde, la Excma. Sefiora Presidenta de la RANF, Dofia
Maria Teresa Miras, elogi6 y agradeci6 publicamente la labor desem-
pefiada por la viecepresidenta saliente, la Excma. Sefiora Dofia Ana
Maria Pascual Leone.
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