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Resumen  

 
Los 2-desoxi-2-fluoro-β-D-arabinofuranósidos de pirimidina y de  purina son análogos 

de nucleósidos con   un amplio espectro de actividad biológica, y de entre ellos,  la 

clofarabina  ha sido aplicada con éxito para el tratamiento de la leucemia aguda 

pediátrica.  La síntesis química de este API (Ingrediente Farmacéutico Activo) requiere 

de múltiples pasos, lo que supone procesos costosos y no respetuosos con el medio 

ambiente.  De ahí la propuesta de este  trabajo de utilizar y evaluar la síntesis 

enzimática, como alternativa para simplificar el proceso de producción y reducir el 

coste económico y medioambiental de su producción actual.  

 

La proteína con actividad desosirribosiltransferasa de  Lactobacillus delbrueckii subsp. 

lactis  fue seleccionada,  luego de estudios in silico de acoplamiento molecular,  como 

candidata para llevar a cabo la síntesis. En este sentido, la enzima fue clonada, 

expresada y producida en cantidades suficientes para las pruebas de concepto y los 

estudios de optimización del proceso biocatalítico.  

 

Para  nuestro conocimiento, este trabajo (y la patente que le acompaña), es el primer 

reporte del uso de una nucleósido 2’-desoxirribosiltransferasa para la síntesis de 

clofarabina. En el trabajo se hace un análisis de los «cuello de botella» que, en el 

escenario actual, hacen que la síntesis enzimática no sea una opción, claramente 

competitiva, en relación a la síntesis química de este API y se hacen propuestas para 

alcanzar este objetivo. 
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Abstract. 

 
 2-deoxy-2-fluoro-β-D-arabinofuranosides of pyrimidine and purine are nucleoside 

analogues with a a broad spectrum of biological activity, and among them,  

Clofarabine has been successfully applied for the treatment of pediatric acute 

lymphoblastic leukemia. The chemical synthesis of this API (Active Pharmaceutical 

Ingredient) requires multiple steps, which implies costly and non-environmentally 

friendly processes.  Hence the proposal of this study is  to use and evaluate the 

enzymatic synthesis,  as an alternative to simplify the production process and reduce the 

economic and environmental costs of the current chemical process.  

 

The protein with 2′-deoxyribosyltransferase activity from Lactobacillus delbrueckii 

subsp. lactis was selected, after in silico molecular coupling studies, as a candidate to 

carry out the synthesis. In this sense, the enzyme was cloned, expressed and produced in 

sufficient quantities for the proof of concept studies and the process  optimization.  

 

To the best of our knowledge, the present study (and the accompanying patent 

application), is the first report of the use of a nucleoside 2′-deoxyribosyltransferase 

enzyme for the synthesis of clofarabine. In this study the main bottlenecks that, in the 

current scenario, make the novel enzimatic synthesis no longer competitive, when is  

compared to the chemical synthesis of clofarabine, and some proposals are made to 

reach this objective. 
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Prefacio  

 

 

Esta  Tesis  se  presenta  como  parte  de  los  requisitos  para  optar  al  grado  

Académico  de  Doctor  en Química Sostenible, en la Universitat Jaume I.  La misma 

contiene los resultados obtenidos en investigaciones llevadas a  cabo  en  el  ámbito  del  

Departamento Advanced Biotech de Inkemia IUCT group (http://www.inkemia.com/), 

bajo la supervisión del Dr. Rafael Montilla Arévalo, durante el período comprendido 

entre octubre del 2015 y julio del 2017.  

 

Los resultados forman parte de una de las tecnologías patentada por PLASMIA Biotech 

(http://www.plasmiabiotech.com), una compañía biotecnológica dedicada a investigar 

nuevas formas de síntesis, más eficientes, para diferentes tipos de fármacos. 

Específicamente, se describen estrategias basadas en el empleo de enzimas que 

catalizan las reacciones de síntesis de análogos nucleosídicos en un único paso. La 

obtención de análogos nucleosídicos, con esta tecnología,  supone una  mayor rapidez 

de síntesis, una reducción de costes y una menor producción de residuos, 

disminuyendo el  impacto económico y medioambiental de la producción de estos.  
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TSA Triptona de Soja Agar 

UFC Unidades Formadoras de Colonias 

UI Unidad internacional 

UP Uridina fosforilasa 

X-gal 5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-galactopiranósido 

 

 

 Aminoácidos  

Código 
1 letra 

Código 3 
letras 

Aminoácido 

A Ala Alanina 

R Arg Arginina 

N Asn Asparagina 

D Asp Ácido aspártico 

C Cys Cisteína 

Q Gln Glutamina 

E Glu Ácido glutámico 

G Gly Glicina 

H His Histidina 

I Ile Isoleucina 

L Leu Leucina 

K Lys Lisina 

M Met Metionina 

F Phe Fenilalanina 

P Pro Prolina 

S Ser Serina 

T Thr Treonina 

W Trp Triptófano 

Y Tyr Tirosina 

V Val Valina 
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1. INTRODUCCIÓN  

 
En febrero del 2014 el Centro Internacional de Investigaciones sobre el Cáncer (CIIC), 

que es el organismo de la Organización Mundial de la Salud especializado en la lucha 

contra dicha enfermedad, publicó un  Informe mundial sobre el cáncer  (World Cancer 

Report 20141),  en el que describían  aspectos relacionados con  investigación y la lucha 

contra el cáncer y mostraban las últimas estadísticas sobre la incidencia del cáncer y sus 

tasas de mortalidad en todo el mundo.  

Los avances en la investigación biomédica han 

provocado un aumento en la esperanza de vida 

de la población pero, al mismo tiempo, este 

envejecimiento de la población ha hecho que 

los casos de cáncer también hayan ido en 

aumento. Sin ir más lejos, en el año  2012 la 

carga mundial de cáncer alcanzó, según la 

OMS, los 14 millones de casos nuevos al año, 

una cifra que se prevé aumente hasta los 22 

millones anuales en los próximos dos 

decenios. En el mismo periodo, se prevé que las muertes por cáncer aumenten desde los 

aproximadamente 8,2 millones de casos anuales hasta los 13 millones de casos anuales1.  

En España, según los datos calculados a partir del proyecto GLOBOCAN 20122, de la 

International  Agency for Research on Cancer (IARC), la incidencia anual de cáncer 

calculada para el año 2015, excluyendo de este cálculo los casos de cáncer de piel no 

melanoma, será de 227076 personas (135954 varones y 91122 mujeres), siendo el tipo 

más frecuente el cáncer colorrectal, por delante, en términos globales, del cáncer de 

pulmón y el cáncer de mama. 

1.1. Cáncer en pediatría.  

El cáncer es la primera causa de muerte por enfermedad entre el primer año de vida y la 

adolescencia. En España se diagnostica anualmente un nuevo caso de cáncer por cada 

6500 niños menores de 15 años. Esto representa 1100 casos nuevos entre los 0 y 14 

años y 450 entre los 15 y 193.  En   menores   de   15   años   predominan   los   cánceres   
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no   epiteliales (leucemias,  tumores  del  sistema  nervioso  central  y  linfomas)  y  

tumores embrionarios (neuroblastomas,  retinoblastomas, nefroblastomas, 

meduloblastomas, rabdomiosarcomas    embrionarios,    tumores    de    células 

germinales),   mientras   que   los   carcinomas   raramente se   diagnostican,  

constituyendo cerca del 1,5% de tumores malignos a esta edad. Según el Registro 

Nacional de Tumores Infantiles, los tipos de cáncer más frecuentes en España son las 

leucemias (30%), los tumores del Sistema Nervioso Central (20%) y los linfomas (13%) 

(Figura 1)4.  

 

 

Figura 1: Distribución por grupo diagnóstico de los tumores infantiles en España. 

 

1.1.1. Leucemia. 

La leucemia  o leucosis es un grupo de enfermedades malignas de la médula ósea 

(cáncer hematológico) que provoca un aumento incontrolado de leucocitos (glóbulos 

blancos) clonales en la médula ósea, que suelen pasar a la sangre periférica aunque en 

ocasiones no lo hacen (leucemias aleucémicas). Ciertas proliferaciones malignas de 

glóbulos rojos se incluyen entre las leucemias (eritroleucemia)5. 

                                                 
 Leucemia: Literalmente, significa “sangre blanca”; la palabra está formada por  dos elementos griegos: 

leuc, una variante de leuco= λευκός, "blanco"; y emia, αἷμα = "sangre".  
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A. Tipos de leucemia en niños. 

Con frecuencia la leucemia se describe como aguda (que crece rápidamente) o crónica 

(que crece lentamente). Casi todas las leucemias en niños son agudas.  

 

Los dos tipos principales de leucemia aguda son:  

- Leucemia linfocítica aguda (linfoblástica) (acute lymphocytic leukemia, ALL): 

Alrededor de tres de cuatro leucemias en niños son ALL. Esta leucemia se 

origina de formas tempranas de linfocitos en la médula ósea.   

- Leucemia mieloide aguda (acute myelogenous leukemia, AML): este tipo de 

leucemia, también llamada leucemia mieloide aguda, leucemia mielocítica aguda 

o leucemia no linfocítica aguda representa la mayoría de los casos remanentes. 

La AML se inicia a partir de las células mieloides que forman los glóbulos 

blancos (que no son linfocitos), los glóbulos rojos o las plaquetas.  

- Leucemia de linaje híbrido o mixto: en estas leucemias poco comunes, las 

células tienen características de la ALL y de la AML. En niños, son 

generalmente tratadas como la ALL y usualmente responden a este tratamiento 

como la ALL. 

Las leucemias crónicas son mucho más comunes en los adultos que en los niños. Suelen 

crecer más lentamente que las leucemias agudas, aunque también son más difíciles de 

curar. 

 

Las leucemias crónicas se pueden dividir en dos tipos. 

- Leucemia mieloide crónica (chronic myelogenous leukemia, CML): Esta 

leucemia ocurre rara vez en niños. El tratamiento es similar al empleado en 

adultos. 

- Leucemia linfocítica crónica (chronic lymphocytic leukemia, CLL): Esta 

leucemia se presenta muy pocas veces en los niños. 

 

 

B. Leucemia Linfoblástica Aguda  

La ALL es la neoplasia más frecuente en la infancia. Su  prevalencia  es  de  un  40%  

del  total  de  las patologías oncológicas. Se caracteriza por la transformación maligna 

de una célula progenitora linfoide inmadura que da lugar a una proliferación clonal 

incontrolada de células bloqueadas en un punto de su diferenciación6. 
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La adquisición por parte de estos precursores linfoides de una serie de anomalías 

genéticas, hace que se altere su proceso de maduración normal, produciendo una parada 

madurativa en su proceso de diferenciación y favoreciendo la proliferación de las 

células transformadas. En consecuencia, se produce una proliferación clonal de estas 

células inmaduras o blastos que invaden la médula ósea y la sangre periférica, 

produciendo un fracaso de la función medular e infiltración blástica de órganos y 

tejidos, principalmente nódulos linfáticos, hígado, bazo y sistema nervioso. 

 

Las leucemias linfoblásticas son aquéllas cuya celularidad deriva de la estirpe linfoide, 

es decir, linfocitos B y T respectivamente. En otras palabras, las ALLs pueden ser de 

estirpe B o T.  Mientras que las leucemias mieloblásticas derivan de las células de la 

estirpe mieloide como los glóbulos rojos, neutrófilos, basófilos, eosinófilos y plaquetas 

(Figura 2). Así se diferencian entre agudas y crónicas de acuerdo con la funcionalidad 

de las células. Las leucemias agudas se caracterizan por tener una población celular no 

funcional  por estar absolutamente inmaduras a diferencia de las leucemias crónicas en 

en las que las células tienen un mayor grado de maduración. A partir de esta premisa 

podemos inferir que las leucemias agudas generalmente son más agresivas que las 

crónicas. El origen de este padecimiento se asocia fuertemente a factores genéticos 

como el síndrome de Down, síndrome de Li-fraumeni, síndrome de Klinefelter, 

enfermedad de Wiskott Aldrich, anemia de Fanconi, la exposición a radiaciones 

ionizantes, a agentes químicos en edades tempranas y a una predisposición citogenética 

específica como la presencia del cromosoma Filadelfia7.  

 

C. El tratamiento de la ALL infantil 

El tratamiento dado para el cáncer es muy variable y depende de varios factores 

incluyendo el tipo, el lugar y la extensión del cáncer, así como en el estado físico del 

paciente. Los tratamientos son diseñados para matar o extirpar  directamente a las 

células cancerosas o para llevarlas a su muerte por medio de la privación de las señales 

bioquímicas necesarias para la división celular o para estimular las  defensas propias. 
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Figura 2: Evolución de una célula sanguínea. Imagen que muestra las células que derivan la 

estirpe linfoide y la estirpe mieloide en condiciones de salud*. 

 

Los tratamientos pueden ser divididos en categorías basadas en su fin y modo de 

acción  e incluyen: 

- Cirugía: Muchas veces es el primer tratamiento, sobre todo cuando se trata de 

tumores sólidos. Si el cáncer es detectado en una etapa temprana, la cirugía 

puede ser suficiente para curar al paciente, al eliminar todas las células 

cancerosas. 

- Radioterapia: Tratamiento que usa altas dosis de radiación para destruir células 

cancerosas y reducir tumores.  

- Quimioterapia: Tratamiento que usa fármacos para destruir células cancerosas. 

- Inmunoterapia: Tratamiento que ayuda al sistema inmunitario a combatir el 

cáncer. 

- Terapia dirigida: Tratamiento que actúa sobre los cambios que promueven el 

crecimiento, la división y diseminación de las células cancerosas. 

- Trasplante de células madre: Procedimiento que restaura las células madre 

formadoras de sangre que se destruyeron por las dosis elevadas utilizadas en 

tratamientos del cáncer, como quimioterapia o radioterapia. 

                                                 
* https://www.mhealth.org  
 http://www.cancer.gov/.  

https://www.mhealth.org/
http://www.cancer.gov/
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El tratamiento principal de los niños con leucemia linfocítica aguda (ALL) es 

quimioterapia. La Tabla 1 muestra un listado de los medicamentos antileucémicos 

utilizados para tratar leucemias linfoblásticas y las dianas biológicas sobre los cuales 

actúan.  

 El tratamiento se divide usualmente en tres fases  

- Inducción. 

El objetivo principal de la primera fase del tratamiento o fase de inducción es 

conseguir la remisión de la enfermedad, es decir, que la médula ósea deje de fabricar 

células leucémicas o blastos y se instaure la hematopoyesis normal. La duración de 

esta fase es de 5-6 semanas y  los fármacos utilizados son la prednisona 

(glucocorticoide), vincristina (alcaloide de la vinca), asparraginasa, daunorrubicina 

(antraciclina) y ciclofosfamida (alquilante). 

- Consolidación (también llamada intensificación). 

La fase consolidación tiene como objetivo erradicar blastos residuales resistentes al 

tratamiento recibido. Por lo general, se basa en la administración de altas dosis de 

metotrexato (análogo del ácido fólico) en infusión de 24 horas junto con rescate con 

ácido folínico y mercaptopurina oral. El tratamiento se completa con citarabina y 

triple intratecal. 

-  Mantenimiento. 

Si la leucemia sigue en remisión después de la inducción y la consolidación, se puede 

comenzar la terapia de mantenimiento. La mayoría de los planes de tratamiento usan 6-

mercaptopurina diariamente y metotrexato semanalmente, administrados en forma de 

pastillas, frecuentemente junto con vincristina, que se administra intravenosamente, y 

un esteroide (prednisona o dexametasona). 

                                                 
 www.cancer.org  y  www.cancer.gov/espanol 

http://www.cancer.org/
http://www.cancer.gov/espanol
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En España, el protocolo LAL/SHOP aprobado por la Sociedad Española de 

Hematología y Oncología Pediátrica (SEHOP) ha sido uno de los protocolos más 

utilizados para el tratamiento de la ALL desde el año 1989.  En la Figura 3  se describe 

esquemáticamente el Protocolo LAL/SHOP 2005, que ha estado vigente en España 

desde 2005 a 2013. En este esquema los pacientes son asignados inicialmente a un 

grupo de riesgo, que está determinado por diagnósticos iniciales. En algunos pacientes 

este riesgo inicial puede ser modificado una vez se dispongan los resultados de los 

estudios de citogenética/molecular, de respuesta  al tratamiento de Inducción y del 

estudio de la enfermedad residual al final de la Inducción.  

 

Figura 3: Esquema de tratamiento LAL/SHOP 20058 

 

La aplicación de protocolos  de tratamiento estandarizados ha resultado en una  mejoría  

significativa  en  pacientes  de  todos  los grupos  de  riesgo. Sin embargo, uno de los 

principales problemas que presentan estos protocolos son las diferencias en la respuesta 

a la quimioterapia entre pacientes.  
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Tabla 1: Medicamentos antileucémicos utilizados para tratar leucemias linfoblásticas9. 

Clase Agente Diana 

 Análogo de nucleósido purínico 

 Clofarabina Ribonucleótido reductasa; ADN 

polimerasa; mitocondria 

 

 
 Nelarabina Ribonucleótido reductasa;  síntesis 

de ADN synthesis  Forodesina Purín nucleósido fosforilasa 

Alcaloides de la vinca 

 Sulfato de Vincristina  Tubulina  

Inhibidores de  quinasas 

Inhibidor de la quinasa ABL1  

 Dasatinib;  Nilotinib; 

Imatinib,  Ponatinib 

Quinasa ABL1; factor B de 

Crecimiento derivado de plaquetas 

 

Inhibidor Aurora quinasa 

 Alisertib Aurora quinasa A   

Inhibidor Quinasa Janus (JAK)  

 Ruxolitinib; TG101348; 

CYT387 

JAK  

Inhibidores de tirosina quinasa 

 Lestaurtinib; 

Midostaurin; Sorafenib; 

Quizartinib; 

Tandutinib; Sunitinib 

Tirosina Quinasa 3 Similar a FSM  

Otros inhibidores 

Inhibidor de proteasoma 

 Bortezomib Vía ubiquitina-proteasoma  

Diana de rapamicina en mamífero (mTOR) 

 Sirolimus; 

Temsirolimus; 

Everolimus 

mTOR  

 

Inhibidor de  Farnesiltransferasa 

 Tipifarnib; Lonafarnib Ras, lamin A  

 

Inhibidor de  γ-secretasa 

 RO4929097 γ-secretasa  
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Tabla 1: Medicamentos antileucémicos utilizados para tratar leucemias linfoblásticas 

(cont.) 

 

Clase Agente Diana 

 Inductor de la apoptosis 

   

Obatoclax; Oblimersen Bcl-2  

Antagonista del receptor de 

quimiocina (CXCR4) antagonist 

  

Plerixafor Ejes CXCL12 (SDF1)/CXCR4   

Terapia Epigenética 

. 

  

Inhibidor de la ADN 

metiltransferasas 

  

Azacitidina; Decitabina ADN metiltransferasas  

Inhibidor de la Histona 

metiltransferasa  

  

EPZ-5676 DOT1L 

Inhibidor de Histonas 

desacetilasa 

 

Vorinostat; Panobinostat; 

Depsipeptide; Ácido valproico  

Histona desacetilasa 

Terapia Inmune 

Anticuerpos monoclonales 

 

Blinatumomab CD19 (Presentador CD3 células 

T) SAR3419 CD19 

DT2219ARL CD19  y 22 

Rituximab CD20 

Epratuzumab, Moxetumomab; 

Inotuzumab ozogamicin 

CD22 

Alemtuzumab CD52 

Terapia Celular   

Células NK Receptores tipo inmunoglobulina 

de las células NK  

Células T con receptor de antígeno 

quimérico CD19 receptor 

CD19 
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D. El mercado de los medicamentos para el tratamiento de la leucemia 

linfocítica aguda10. 

El mercado de los medicamentos para el tratamiento de la leucemia linfocítica aguda se 

estima alcance los $11,3 millones para el año 2020, con una tasa anual compuesta de 

crecimiento (CAGR) del 4% de 2015 a 2020. Actualmente existen tres regímenes 

(Hyper-CVAD, Linker y  CALGB 8811) y tres medicamentos en monoterapia 

(Oncaspar, Clolar y Arranon) disponibles en el mercado. Además, hay tres fármacos: 

Graspa (ERYtech Pharma), Marqibo (Talon Therapeutics) e Inotuzumab ozogamicin 

(Pfizer, Inc.) en ensayos clínicos (fase III). 

 

En la actualidad el mercado está siendo impulsado por la creciente tasa de incidencia de 

los casos, las terapias  y esquemas de tratamiento innovadores, encabezados por los 

tratamientos multi-fármaco. Y además, por el vencimiento del período de validez legal 

de las patentes de los principales fármacos utilizados en el tratamiento de las ALLs. 

Así, por ejemplo, la patente del fármaco Arranon (nelarabina),  expiró en febrero de 

2013, mientras que la patente de Clolar (clofarabina) expira en  2018. Por otro lado, la 

patente de Gleevec, un fármaco utilizado como terapia combinada en el régimen de 

Hyper-CVAD, ha expirado en  2015. 

1.1.2. Análogos de nucleósidos como agentes anticancerígenos. 

El modelo terapéutico clásico para impedir la proliferación de células cancerosas se 

basa en estrategias que se limitan a evitar que estas células repliquen su ADN. La 

explotación de nuevos conocimientos sobre mecanismos bioquímicos en los que 

intervienen desoxinucleótidos ha llevado al desarrollo de grupos de fármacos usados 

como antimetabolitos, que constituyen una clase importante de compuestos con 

actividad terapéutica en el tratamiento del cáncer y cuya acción última consiste en 

interferir la síntesis del ADN11. 

Los análogos de nucleósidos  y de bases nitrogenadas  fueron los primeros agentes 

quimioterapéuticos utilizados para el tratamiento médico del cáncer. Esta familia de 

compuestos ha crecido para incluir una amplia variedad  de nucleósidos derivados de  

purinas y pirimidinas,  con actividad farmacológica sobre  tumores sólidos malignos y 
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trastornos hematológicos. Estos agentes se comportan como antimetabolitos, dado que  

compiten con los nucleósidos fisiológicos e interactúan con un gran número de dianas 

intracelulares para inducir citotoxicidad. (La mayoría de los nucleósidos con actividad 

farmacológica están constituidos, estructuralmente, por tres elementos fundamentales 

(Figura 4):  

El grupo hidroximetilo, que es necesario para la fosforilación de la molécula por las  

quinasas,  para conseguir que tenga la actividad biológica deseada. 

La base heterocíclica, implicada en el proceso de reconocimiento del nucleósido, 

mediante puentes  de hidrógeno específicos.  

El anillo furanósico, que al parecer actúa como una especie de espaciador que permite 

la correcta orientación del grupo hidroximetilo y de la base (Tabla 2).  

 

 

Tabla 2: Nucleósidos y nucleótidos naturales 

Base Nucleósido 

(=Base + pentosa) 

Nucleótido 

(=nucleósido + fosfato) 
 Ribo- 

nucleósido 

Desoxiribo- 

nucleósido 

NMP 

dNMP 

NDP 

dNDP 

NTP 

dNTP 

Purinas      

Adenina Adenosina Desoxiadenosina AMP 

dAMP 

ADP 

dADP 

ATP 

dATP 

Guanina Guanosina Desoxiguanosina GMP 

dGMP 

GDP 

dGDP 

GTP 

dGTP 

Pirimidinas      

Citosina Citidina Desoxicitidina CMP 

dCMP 

CDP 

dCDP 

CTP 

dCTP 

Timina Timidina Desoxitimidina TMP 

dTMP 

TDP 

dTDP 

TTP 

dTTP 

Uracilo Uridina Desoxiuridina UMP 

dUMP 

UDP 

dUDP 

UTP 

dUTP 
 NMP = nucleósido monofosfato; NDP = nucleósido difosfato; NTP = nucleósido trifosfato;  dNMP = 

dexosinucleósido monofosfato; dNDP = dexosinucleósido difosfato;  dNTP = dexosinucleósido 

trifosfato. 

                                                 
 Tomado de: http://www.web-books.com/MoBio/Free/Ch3A4.htm. 
 

http://www.web-books.com/MoBio/Free/Ch3A4.htm
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Figura 4: Estructura de los análogos nucleosídicos12. 

 

La introducción de modificaciones sobre  los nucleósidos naturales, les convierte en 

análogos modificados que mantienen una alta similitud estructural,  pero son capaces de 

bloquear los procesos enzimáticos celulares. Las modificaciones sobre la estructura 

pueden  afectar  a  la  parte  del  azúcar  (o  pseudoazúcar),  a  la  base  púrica   o 

pirimidínica, o bien a ambas partes. En la Figura 5 se muestran algunos ejemplos de 

modificaciones  comunes para la obtención de análogos de nucleósidos. Pueden, por 

ejemplo, insertarse heteroátomos (ej., F, Cl, I) en lugar de -H o -OH; o sustituir -H en 

la posición de  –OH (desoxiazúcares); inversión de la configuración en un carbono 

quiral (ej., C-2' o C-3'); sustitución del azúcar (desoxi) ribofuranosilo por una cadena 

alifática (ej., aciclovir); L-azúcares, o  la sustitución del oxígeno del anillo por C o S. 

 

Las células humanas tienen la capacidad de recuperar/reciclar  las bases purínicas y 

pirimidínicas necesarias para síntesis de los desoxirribonucleótidos que se utilizan en  la 

síntesis de ADN. Los análogos sintéticos de estos precursores han demostrado ser una 

clase importante de agentes anticancerígenos y de entre ellos 15 antimetabolitos 

purínicos y pirimidínicos han sido aprobados por la Food and Drug Administration 

(FDA) para el tratamiento del cáncer (Tabla 3). 
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Figura 5: Modificaciones químicas para la obtención de análogos de nucleósidos13 

 

 

Tabla 3: Análogos de nucleósidos (antimetabolitos) aprobados por la FDA14. 

 

 

Análogo de nucleósido 

Año de 

aprobación 

Trifluridina/tipiracil  2015 

Decitabina 2006 

Nelarabina 2005 

Clofarabina 2004 

Vidaza 2004 

Capecitabina 1998 

Gemcitabina 1996 

Cladribina 1992 

Fludarabina 1991 

Pentostatina 1991 

Floxuridina 1970 

Citarabina 1969 
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Análogo de nucleósido 

Año de 

aprobación 

6-tioguanina 1966 

5-fluorouracilo 1962 

6-mercaptopurina 1953 

 

 

1.1.2.1. Actividad Biológica de los análogos de nucleósidos 

anticancerígeros.  

Las vías principales de administración de los análogos nucleosídicos son  la intravenosa 

y por medio de  formulaciones orales. El transporte de los  nucleósidos hacia el interior 

celular puede ser activo o pasivo, por medio de transportadores equilibradores de 

nucleósidos (ENT) o de  transportadores concentradores de nucleósidos (CNT)15. Los 

transportadores CNT son proteínas de membrana ubicuas que median el transporte de 

purinas y pirimidinas a favor de gradiente. Los CNTs median el transporte activo 

(energético-dependiente) hacia el interior celular, aprovechando el gradiente de Na+. 

 

Los análogos de nucleósidos son administrados como profármacos por lo cual necesitan 

que el metabolismo celular los  convierta en los correspondientes metabolitos activos. 

Para ello, enzimas de la rutas de “salvamento” celular, específicamente del tipo 

fosforilasas,  llevan a cabo la fosforilación de  los análogos de nucleósidos  para generar 

los nucleósido-5'-monofosfato16. Esta fosforilación inicial, a menudo es  la etapa 

limitante en el proceso para generar metabolitos activos (Figura 6)17 y se han 

identificado  cuatro quinasas para llevar a cabo este proceso: la 2'-desoxicitidina 

quinasa, la timidina quinasa 1, la timidina quinasa 2 y la desoxiguanidina quinasa.  

 

A menudo la fosforilación inicial se realiza por la 2'-desoxicitidina quinasa, enzima que 

en las células cancerosas se suele expresar de 3 a 5 veces más que en la mayoría de las 

células normales.  

 

                                                 
 Rutas de recuperación, en las que se recuperan las bases para sintetizar los nucleótidos 
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Figura 6: Mecanismo General de los Análogos Nucleosídicos (ANs) antineoplásicos. RNAP: 

RNA polymerase 

 

Los nucleósido-5'-monofosfato se convierten en nucleósido-5'-difosfato y nucleósido-5'-

trifosfato mediante diversas quinasas celulares, y estos últimos constituyen los sustratos 

de las  ADN polimerasas y pudiendo ser incorporados en el ADN, en los procesos de 

replicación, síntesis  o reparación del ADN, lo que da lugar a horquillas de replicación 

bloqueadas y terminación anticipada de la cadena. Cuando esto ocurre, se  activan 

varios sensores de daño del ADN, que estimulan la reparación del ADN, detienen la 

progresión celular y, a menudo, conducen a la apoptosis18. Por otro lado, ciertos 

nucleósido-5 '-trifosfato pueden incorporarse en el ARN, dando lugar a la terminación 

de la transcripción, y provocando inestabilidad en  los  ARN mensajero (ARNm) y  los 

ARN ribosómicos (ARNr)19. 

 

En la Figura 6 se resume el modo en que los análogos de nucleósidos ejercen sus 

actividades citotóxicas  y que se puede resumir planteando que este sigue dos 

mecanismos generales. El primer mecanismo de acción (Mecanismo 1, Figura 6) 

comienza cuando el análogo entra en la célula y está trifosforilado. Una polimerasa 
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celular utiliza posteriormente el análogo como sustrato e incorpora el mismo en una 

hebra creciente de ADN o ARN. En el segundo mecanismo de acción (Mecanismo 2, 

Figura 6) el análogo actúa como inhibidor competitivo de enzimas esenciales, por lo 

general, sobre aquellos involucrados en la síntesis de nucleósidos/nucleótidos.  La 

inhibición de estas enzimas interrumpe la actividad intracelular. 

 

E. Análogos nucleósidicos antileucémicos.  

 

- Análogos purinicos: 

 

Cladribina (2-clorodesoxiadenosina, 2-CdA, 

LeustatinTM) Es un análogo de desoxiadenosina en el 

que el átomo de hidrógeno, en la posición 2 del anillo 

de Purina, se ha sustituido por un átomo de cloro20. 

Esta sustitución hace que la cladribina sea resistente a 

la desaminación por la enzima adenosina desaminasa. 

La cladribina, es un profármaco, que se convierte en 

2-cloro-2'-desoxiadenosina-5'-trifosfato, por la acción 

de la enzima desoxicitidina quinasa (DCK).  

 

Nelarabina (9-β-d-arabinofuranosilguanina, Ara-

G, Arranon, Atriance). Es un análogo de guanosina 

en el que el hidrógeno, en la posición 6 del anillo,  

está sustituido por un grupo metoxi21. Es un 

profármaco   del   análogo   de   desoxiguanosina,   

ara-G,   que   es desmetilado   y   fosforilado   

intracelularmente   hasta   ser convertido   a   la   

forma   activa   5 ́-trifosfato,   ara-GTP.    

 

Clofarabina (9-(2-desoxi-2-fluoro-β-D-arabinofuranosil)- 

2-cloroadenina, CAFdA, Clolar, Evoltra).  Es el análogo 

de purina más efectivo  en pacientes con leucemia aguda22, 23. 
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Fludarabina (9-β-d-arabinosil-2-fluoroadenina, Ara-U, 

Fludara). Es un análogo de la deoxiadenosina que se 

administra a los pacientes como profármaco en forma de 

fludarabina 5'-monofosfato, que luego entra en las células y 

se convierte en trifosforilado por desoxicitidina quinasa 

(dCK) o desoxiguanina quinasa (dGK) para ejercer sus 

acciones inhibidoras24.  

 

- Análogos pirimidínicos. 

 

 

Decitabina (5-aza-2′-desoxicitidine, 5-aza-dCyd, 

Dacogen)  Es un inhibidor de la metiltransferasa. De 

hecho,  en la actualidad, es el inhibidor de la 

metilación del ADN más utilizado en el tratamiento 

de  células cancerosas25.  

 

Citarabina (1-β-d-arabinofuranosilcitosina, Ara-

C, Cytosar-U). La   citarabina es   un   fármaco   

antineoplásico   análogo   de   la   pirimidina, que   

inhibe   la   síntesis   de   ácido desoxirribonucleico26. 

La   acción   principal   de   la   citarabina consiste   

en   la   inhibición   de   la   síntesis   de   

deoxicitidina, aunque   la   inhibición   de   las   quinasas  citidílicas   y   la 

incorporación   del   compuesto   en   ácidos   nucleicos   también podrían desempeñar 

un papel en sus acciones citostáticas y citocidas. 

 

 Gemcitabina (2′,2′-difluoro 2′-desoxicitidina, 

dFdC, Gemzar) Es un análogo del arabinósido de 

citocina (Ara-C), con potente actividad antitumoral. 

Penetra en la membrana a través de un mecanismo de 
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transporte de nucleósidos y es trifosforilado (dFdCTP). Este metabolito trifosforilado 

compite con el desoxicitidina trifosfato (dCTP)  y se comporta como un inhibidor de la 

ADN polimerasa. El dFdCDP es además un potente inhibidor de ribonucleósido 

reductasa, lo cual conduce al agotamiento de grupos de desoxirribonucleótidos 

necesarios para la síntesis de ADN, potenciando así los efectos de dFdCTP.  El dFdCTP 

se incorpora en el ADN, y luego de de la incorporación de un nucleótido extra, conduce 

a la terminación de la cadena de ADN27.  

 

La historia de estos análogos nucleosídicos nos lleva hasta finales de la década de los 

50´ cuando la citarabina (ara-C, arabinósido de citosina) fue sintetizada. El éxito de 

ara-C en el tratamiento de leucemias impulsó el  desarrollo de los otros análogos de 

nucleósidos,  purínicos y pirimidínicos, entre los que destacaron: ara-A, fludarabina (F-

ara-A, 2-fluoro-arabinosiladenina) y cladribina (2CdA, 2-cloro-2´- desoxiadenosina), 

que a principios de los 80´, entraban en la fase de ensayos clínicos.  

 

La presencia de un átomo  de cloro en el anillo purínico de la Cladribina mejora la 

estabilidad del nucleósido frente a la adenosina desaminasa, responsable de la 

degradación de la adenosina28. En la fludarabina, la sustitución por un átomo de flúor, 

en la misma posición,  tiene un efecto similar, pero la presencia de cloro en esa posición 

es la preferida, dado los severos efectos tóxicos  del  producto de hidrólisis, 2-

fluoroadenina29.  

  

Aunque las actividades de F-ara-A y de 2CdA han sido muy prometedoras en la terapia 

contra el cáncer, existen algunas limitaciones para su  uso generalizado. Por ejemplo,  

sus bajas biodisponibilidades  cuando se administran vía oral, debido a la inestabilidad 

de estos fármacos en solución ácida (tracto gastrointestinal) y sus susceptibilidades a la 

degradación bacteriana30.  Además, altas dosis de Cladribina y  de Fludarabina resultan  

a menudo  en  toxicidad neurológica grave31. 

 

Teniendo en cuenta estos resultados, a finales de los años 80´ en el Instituto de 

Investigación Birmingham (Alabama) se diseñó  un nuevo análogo de  2´-

desoxiadenosina, la Clofarabina (Cl-F-ara-A, 2-cloro-2´-fluoro-2´-

desoxiarabinosiladenina)32. El nuevo fármaco combinaba las farmacocinéticas más 

ventajosas de los dos prototipos anteriores y presentaba una actividad antitumoral en  
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dosis relativamente bajas.  Estas características  condujeron a la realización de  los 

ensayos clínicos con el fármaco29, que  culminaron quince años después, en 2004, con la 

aprobación de la FDA para el tratamiento de leucemia aguda en pacientes pediátricos 

(1-21 años). El fármaco, licenciado a Genzyme Corporation y manufacturado bajo el 

nombre comercial  ClolarTM,  fue aprobado en 2006  en Europa,  para el tratamiento de 

la leucemia linfoblástica aguda infantil.  

1.2. Síntesis  de análogos de nucleósidos. 

1.2.1. Síntesis química. 

Para la síntesis química de nucleósidos, normalmente se sigue un enfoque convergente, 

lo que significa que la base heterocíclica y el azúcar  se preparan de forma 

independiente y luego son acoplados. Un método comúnmente utilizado es la reacción 

de  Hilbert-Johnson (o Vorbrüggen), en el que una base heterocíclica sililada 

(nucleófilo) reacciona con el azúcar protegido (electrófilo) en presencia de un ácido de 

Lewis (normalmente, SnCl4 y TMSOTf)33,  aunque existen más posibilidades34.  

 
El método Vorbrüggen y otros  similares  han sido ampliamente aplicados para la 

síntesis de nucleósidos,  pero a menudo han sido cuestionados por los requerimientos de 

regio- y estéreo-específicidad  necesarios para la  actividad biológica de los 

nucleósidos. En los nucleósidos naturales el azúcar  está conectado al átomo  N9 de las  

bases purínicas o al  N1 de las  bases pirimidínicas.  Sin embargo, la presencia de 

múltiples sitios nucleofílicos en  las bases heterocíclicas, plantean dificultades para la 

formación regioselectiva del enlace glicosídico durante la síntesis química. Por otro 

lado, los nucleósidos naturales se encuentran, exclusivamente, en la configuración 

anomérica β,  en la que la base está orientada por encima del plano del azúcar. Este 

requisito se puede lograr fácilmente en la síntesis de ribonucleósidos, a través de la 

formación de un intermediario catiónico  cíclico de la ribosa,  antes de la formación del 

enlace glicosídico35. Pero, en el caso de la síntesis de desoxirribonucleósidos la 

situación es más complicada, debido a la ausencia de grupo hidroxilo en posición 2'. 

 

Como se mostrará en el siguiente apartado, utilizando la síntesis de 2-cloro-2´-fluoro-2´-

desoxiarabinosiladenina como ejemplo,  la síntesis química de análogos de nucleósidos 
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es, por lo general, un procedimiento con varios pasos, que requiere protección y 

desprotección de grupos funcionales y procedimientos sofisticados para conseguir 

regio- y estereoselectividad. 

 

1.2.1.1. Síntesis de clofarabina 

Se han establecido varios métodos para la producción de clofarabina y en ellos las rutas 

de síntesis se basan típicamente en reacciones  de acoplamiento entre los derivados de 

purina y  un fragmento arabinofuranosilo. Los dos principales esquemas de síntesis 

tienen que ver  con el método utilizado para introducir el átomo de flúor y comprenden 

aquellas metodologías en las que: (i) el átomo de flúor está previamente en el azúcar 

(ribofuranosa) y se introduce en la molécula final tras el paso de acoplamiento; (ii) el  

átomo de flúor se introduce luego de la  etapa de acoplamiento, mediante 

transformaciones químicas del nucleósido obtenido previamente.  

En la patente norteamericana US Patent 5034518 se describe el esquema del proceso 

original para la síntesis de clofarabina,  descrito por Montgomery y colaboradores36.  En 

la ruta de síntesis (Figura 7) se utiliza  bromuro de 3-O-acetil-5-O-benzoil-2-desoxi-2-

fluoro-D-arabinofuranosilo para el acoplamiento con 2,6-dicloropurina,  seguido de una 

secuencia de aminación/desprotección32.  Esta etapa de acoplamiento da como resultado 

una mezcla de nucleósidos del que se obtiene el intermediario anomérico deseado, el  9-

β, a un rendimiento de tan sólo 32%, seguida de  una complicada etapa de separación 

cromatográfica.  El rendimiento global de la reacción (6%) es, de hecho, la mayor 

desventaja de este  método, además de  la estabilidad  del bromuro de 3-O-acetil-5-O-

benzoil-2-desoxi-2-fluoro-D-arabinofuranosilo y de la dificultad de separar la mezcla de 

isómeros  en la etapa de purificación. 
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Figura 7: Síntesis de clofarabina. Método Montgomery36. 

 

El proceso resumido en la  Figura 7 se ha venido usando desde entonces, con muy pocas 

modificaciones, para la síntesis de clofarabina.  En el 2004, Bauta y col.37, 38 

propusieron una nueva metodología para la síntesis de clofarabina (Figura 8), el 

denominado proceso ILEX (ILEX Products Inc., San Antonio, TX, USA). El método 

utiliza como material de partida el anómero (-anómero), estereoquímicamente puro, 

del bromuro de 2-desoxi-2-fluoro-D-arabinofuranosilo, obtenido a partir de la 

fluorinación química de 1-O-acetil-2,3,5-tri-O-benzoil-α-D-ribofuranosa39, 40. El paso de 

conjugación, para formar el nucleósido,  se lleva a cabo a partir de  una 2-cloro-6-amino 

purina pre-formada,  con una excelente estereoselectividad (β/α = 21/1). El proceso de 6 

etapas consigue un rendimiento global de alrededor del 14%37. 
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Figura 8: Síntesis de clofarabina. Método ILEX37. 

 

Aunque el proceso ILEX es el proceso utilizado para la producción a escala de la 

clofarabina, Bauta y col.37 han propuesto mejoras que consiguen obtener rendimientos 

globales de entre 28-32%, sin necesidad de etapas de purificaciones mediadas por 

cromatografía. La Figura 9 resume este proceso, en el cual en la primera etapa se hace 

reaccionar 2-cloroadenina con el azúcar protegido (1-bromo-2-desoxi-2-fluoro-3,5-di-

O-benzoil--D-ribofuranosa) y terc-butóxido de potasio, en una mezcla de tres 

solventes. Luego en una segunda etapa se desprotege y recristaliza la clofarabina 

obtenida, con menos de un 0,1% del anómero . 
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Figura 9: Síntesis de clofarabina propuesta por Bauta y col.37. KOBu: terc-butóxido  de potasio; 

MeCN: acetonitrilo   ; t-AmOH: alcohol terc-amilico   ; DCE: dicloroetano. 

 

1.3. Química verde y Biocatálisis.  

Los recursos de la Tierra se están agotando continuamente para satisfacer las 

necesidades de la creciente población y, por otra parte, las actividades humanas han 

dado lugar a una enorme carga sobre el medio ambiente, por los desechos tóxicos y las 

emisiones de gases de efecto invernadero y el consiguiente cambio climático. En este 

contexto, el establecimiento de una era de Bioeconomía,  requiere no sólo un cambio 

de patrón de producción, sino también una profunda modernización de los procesos de 

producción donde, por ejemplo,  los subproductos puedan ser utilizados como materia 

prima en la producción de productos básicos como los biocombustibles y otros 

productos químicos de alto valor añadido. 

                                                 
 La bioeconomía es la ciencia de la gestión de la sustentabilidad. Su finalidad es alcanzar un desarrollo 

socio-económico sostenible, a través de un uso eficiente de los recursos naturales. 
(http://www.fundacionmelior.org/content/tema/que-es-la-bioeconomia-o-economia-ecologica) 
 

http://www.fundacionmelior.org/content/tema/que-es-la-bioeconomia-o-economia-ecologica
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En 1991 Paul Anastas y John Warner41  formularon el concepto de química verde y un 

plan para guiar a la industria química hacia prácticas menos peligrosas, que ha sido bien 

recibido por químicos, industriales y políticos. El creciente número de publicaciones y 

proyectos de investigación que tratan de desarrollar nuevas vías (más verdes) para la 

síntesis de  productos químicos y la creación de organismos, redes, instituciones, 

revistas y programas educativos para la consecución de sus objetivos, son una clara 

indicación de ello.  

 

La iniciativa es una propuesta novedosa para reducir y/o eliminar los problemas 

ambientales derivados de actividades industriales. Según la US Environmental 

Protection Agency (EPA), la química verde es el “uso de la química para la prevención 

de la contaminación, y el diseño de productos químicos y procesos benévolos  para el 

ambiente” 42.  La química verde plantea 12 principios para conseguir sus objetivos. 

 

1. Prevención  

Es mejor evitar la formación de residuos que tratarlos o limpiarlos después de que se 

hayan formado. 

2.  Economía de átomos 

Los métodos de síntesis deberían diseñarse para maximizar la incorporación de todos 

los materiales  utilizados en el producto final. 

3. Productos químicos intermedios menos tóxicos 

Siempre que sea posible, las metodologías sintéticas deberían diseñarse para usar y 

generar sustancias con poca o ninguna toxicidad para la salud humana y el medio 

ambiente. 

4. Productos finales más seguros 

Los productos químicos deberían diseñarse para mantener la eficacia de su función, a la 

vez que reducen su toxicidad. 

 

                                                 
 https://campushuesca.unizar.es/blog/los-doce-principios-de-la-quimica-sostenible  

https://campushuesca.unizar.es/blog/los-doce-principios-de-la-quimica-sostenible
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5. Reducción del uso de sustancias auxiliares 

El empleo de sustancias auxiliares (como disolventes, agentes de separación, etc.) 

debería evitarse en lo posible, y ser inocuo cuando se empleen. 

6. Reducción del consumo energético 

El impacto medioambiental y económico de los requerimientos energéticos debe ser 

reconocido y minimizado. Los métodos sintéticos deberían aplicarse a presión y 

temperatura ambiente. 

7. Uso de materias primas renovables 

Deben utilizarse materias primas renovables siempre que sea técnica y económicamente 

viable. 

8. Reducción de la derivatización innecesaria 

La derivatización innecesaria (grupos bloqueadores, etapas de protección/desprotección, 

modificaciones  temporales) debe evitarse en la medida de lo posible. 

9. Uso de catalizadores 

Los reactivos catalíticos (tan selectivos como sea posible) son superiores a los reactivos 

estequiométricos. 

10. Diseño para la degradación 

Los productos químicos deben diseñarse de forma que al final de su función no 

persistan en el entorno y  se degraden en productos inocuos. 

11. Desarrollo de tecnologías analíticas para la monitorización en tiempo real 

Deben desarrollarse metodologías analíticas que permitan el seguimiento y control de 

procesos en tiempo real, antes de que se formen sustancias peligrosas. 

12. Minimización del riesgo de accidentes químicos 

Las sustancias químicas y las formas en que se usan dichas sustancias en un proceso 

químico deben escogerse para minimizar el potencial de accidentes químicos, 

incluyendo vertidos, explosiones e incendios. 
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Las reacciones catalizadas por enzimas cumplen con la mayoría de los criterios de la 

química verde, ofreciendo más de una solución para cada problemática. Así, por 

ejemplo, los biocatalizadores  en lo referente  a la generación de residuos, contribuyen a 

la creación de procesos, más eficientes y  con menos consumo energético. 

A favor de los biocatalizadores podríamos mencionar numerosas ventajas: pueden 

actuar como catalizadores no tóxicos; generalmente  son muy selectivos, consiguiendo 

productos con una alta pureza; operan en condiciones de reacción moderadas (ej., a 

temperatura ambiente), lo que da como resultado un consumo de energía reducido;  el 

medio de reacción es por lo general acuoso, que «per se» es considerado como no 

tóxico; el uso de biocatalizadores evita el uso de metales y disolventes orgánicos; como 

catalizadores naturales, las enzimas pueden ser consideradas como renovables43. 

La Biocatálisis puede  considerarse como una herramienta atractiva para la síntesis 

orgánica, sin embargo, persiste cierto recelo de  muchos químicos en contra del uso de 

las enzimas en síntesis química. Muchas veces, estas reticencias  tienen que ver con las 

limitaciones (percibidas o reales) de la biocatálisis. Algunos de estos mitos, revisados 

por Wubbolts y cols.44,  refieren que: 

as enzimas son caras. Es uno de los mitos más extendidos, Sin embargo, 

Turvfesson y cols45, 46 han demostrado que el precio real de un biocatalizador 

depende de (i) la economía de escala de producción y (ii) la pureza y formulación de la 

enzima utilizada. Así, en fermentaciones a gran escala, se pueden obtener 

biocatalizadores a precios por debajo de los 200 euros por kg de biocatalizador.  Hay 

otras consideraciones que podrían influir en el coste de los biocatalizadores, por 

ejemplo,  si  son necesarias preparaciones altamente purificadas o inmovilizadas. En la 

Tabla 4 se muestran sugerencias, sobre la base del análisis económico de  Tuvfesson y 

col.45, para estimar la viabilidad económica de un proceso biocatalítico.  

as enzimas son ineficientes. Si medimos la "eficiencia" de los biocatalizadores, en 

términos de eficiencia catalítica, las enzimas son excelentes catalizadores. Pero si 

medimos la "eficiencia" en función de la calidad y la cantidad de producto, los 

biocatalizadores ganan en calidad, entre otras razones, por la selectividad intrínseca  de 

muchos enzimas, lo cual permite bioconversiones limpias y altamente selectivas. Pero, 

el criterio basado en la cantidad de producto, es el “punto débil” de la mayoría de los 

biocatalizadores. Muchas veces esto tiene que ver con la solubilidad de los sustratos, lo 

L 

L 
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cual hace que estas reacciones  biocatalíticas se lleven a cabo usando mezclas muy  

diluidas. En consecuencia, las cantidades de productos a menudo tienden a ser bajas, lo 

que requiere un proceso de recuperación/purificación extensivo y un uso ineficiente del 

espacio del reactor. 

Tabla 4: Requisitos para procesos enzimáticos viables. 

  
Precio del producto 

(Euro/ kg Producto) 

Contribución del 

catalizador al coste (Euro/ 

kg Producto) 

Fármaco  >100 10 

Química fina >15 1,5 

Especialidades químicas 5 0,25 

Productos químicos a granel 1 0,05 

 

as enzimas son altamente específicas «solo»  con sus sustratos naturales.  En 

realidad esto es cierto para los enzimas que participan en rutas anabólicas, en los 

que hay  un número muy limitado de sustratos (y muy similares, desde el punto de vista 

químico), por lo que su  uso sobre  sustratos  o reacciones diferentes a las naturales es 

muy difícil o inviable. Otras enzimas,  implicadas en vías catabólicas o de 

desintoxicación, pueden ser más versátiles, en lo referido al rango de sustratos 

(«promiscuidad catalítica») manteniendo  una alta (estéreo-) especificidad,  lo que les 

convierte en catalizadores muy útiles.  

a biocatálisis es intrínsecamente "verde". Esto, más que un mito, es una 

tendencia errónea, en la cual para muchos autores, "biocatálisis" y "química 

verde" son sinónimos.  En esto influyen argumentos como: «condiciones suaves de 

reacción »; «naturaleza renovable y biodegradable de los catalizadores»;  «el uso del 

agua como disolvente», entre otros. Sin embargo, en muchas ocasiones nos encontramos 

que muchos procesos biocataliticos son cuantitativamente  menos “verdes” que los  

procesos (químicos) de referencia en términos, por ejemplo, de residuos generados en la 

                                                 
 Las rutas anabólicas son divergentes (se forman muchos productos finales diferentes a partir de una 

pequeña variedad de precursores). 

L 

L 
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producción de un compuesto dado (Factor E), de disolventes empleados y los 

auxiliares de producción (por ejemplo, sistemas de filtración, etc.). 

En general, las reacciones biocatalíticas  tienen un enorme potencial y son una 

alternativa más ecológica a muchos de los procesos tradicionales de síntesis. Sin 

embargo, no se puede hacer una declaración ecológica general para la biocatálisis y el 

impacto ambiental debe evaluarse caso por caso, en lo que respecta a su amabilidad 

ambiental y viabilidad económica. La Tabla 5 resume algunas de las consideraciones y 

observaciones importantes sobre el uso de biocatalizadores en química verde.   

 

Tabla 5: Observaciones importantes sobre biocatálisis en química verde47. 

 

Observación Análisis crítico 

1. Uso de agua como 

solvente verde 

Algunos compuestos orgánicos presentan baja solubilidad en 

agua; La recuperación de productos a partir de soluciones 

acuosas, a menudo   requiere de la extracción con disolventes 

orgánicos. 

2. Posibilidades de la 

ingeniería enzimática 

Área muy  prometedora que, sin embargo, requiere mucho 

tiempo para su desarrollo desde la idea hasta la 

implementación a escala industrial. 

3. Productividad Considerando como aceptables,  una productividad 

volumétrica mínima de 0,1 gL-1h-1 y una concentración final 

mínima de producto de 1 gL-1, para su implementación a 

escala industrial, la optimización del proceso en términos de 

aumento de la concentración del sustrato y el modo de  

alimentación necesitan de la estabilización de los 

biocatalizadores 

4. Bajas concentraciones de 

sustratos. 

Debido a problemas de inhibición enzimática, se utilizan, por 

lo general,  concentraciones bajas de sustrato  dando como 

resultado reactores sobredimensionados y procesamientos 

ineficientes de  los resultados de la reacción biocatalítica. 

                                                 
 Factor E:     Relación del  peso de los desechos generados en una síntesis respecto al peso del producto 

final.    
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Observación Análisis crítico 

5. Potencial como proceso 

alternativo de procesamiento 

Aunque los procesos biocatalíticos son a menudo más 

ecológicos que los químicos, para la industria, las razones 

ecológicas no son los únicos temas a tratar para reemplazar 

un proceso existente. Por otro lado, a veces no hay 

alternativas químicas a una vía biotecnológica. 

6. Desarrollo farmacéutico La combinación de pasos químicos y biocatalíticos es el 

camino más prometedor para  algunos productos; Para la 

obtención de moléculas quirales, si la separación de 

racematos es compleja y/o  no es fiable, deben usarse 

biotransformaciones enantioselectivas. 

7. Precio del catalizador La contribución de los costes del biocatalizador está muy  

relacionada al  valor de los productos. Pueden variar desde 

0,05 € kg-1producto (productos químicos a granel) hasta 10  € 

kg-1producto (productos farmacéuticos)45, 46. 

8. Recuperación/purificación Las soluciones acuosas, comúnmente usadas en 

biotransformaciones, requieren una cantidad significativa de 

disolventes para el aislamiento del producto; Estrategias 

como la eliminación in situ de productos y la ingeniería de 

enzimas  para mejorar su tolerancia  a disolventes podría 

superar este problema. 

9. Uso de líquidos iónicos Los fluidos funcionales a menudo mejoran la solubilidad del 

sustrato, pero incurren en gastos adicionales en el 

procesamiento posterior. Se necesita más información sobre 

su toxicidad. 

10. Espectro de sustratos 

para biocatálisis 

Aunque se dice que la especificidad es una ventaja de las 

enzimas sobre los catalizadores químicos, algunos 

biocatalizadores, tales como las lipasas, presentan 

versatilidad de sustrato y diversas funciones catalíticas. 
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1.3.1. Síntesis enzimática de análogos de nucleósidos.  

La biocatálisis ofrece la posibilidad de llevar a cabo reacciones enantio-, regio- y/o 

quimio-selectivas, que podrían  reducir el número de etapas de reacción, la cantidad de 

subproductos, etc., y, de este modo, minimizar los costes de síntesis de bioproductos48.  

Aunque la biocatálisis puede utilizarse de muchas maneras, en los procesos de síntesis 

de análogos de nucleósidos, es en el área de glicosilación o de la  transglicosilación en 

la que se ha aplicado con más éxito. 

 De particular interés en la producción biocatalítica de análogos de nucleósidos son 2 

clases de enzimas: nucleósidos fosforilasas (NP) y N-desoxirribosiltransferasas 

(NdRT). Ambas enzimas catalizan la transferencia de un residuo glicosídico a partir 

de un nucleósido donante a una base heterocíclica. Así, usando  diferentes 

combinaciones de estas enzimas, es posible transferir azúcares de ribosa o 

desoxirribosa entre bases purínicas y pirimidínicas, así como entre bases de pirimidina 

o purina. A la vez que es posible transferir azúcares modificados entre bases 

nucleosídicas o nucleósidos modificados, dependiendo de la especificidad de la 

enzima utilizada49 . 

La reacción  global de ambas enzimas es esencialmente la misma (Figura 10), es decir 

ambas enzimas catalizan el intercambio  de la base de un nucleósido. No obstante, el 

mecanismo catalítico de la reacción de transglicosilación mediada por NPs y NdRTs es 

diferente. Las NdRTs (EC 2.4.2.6) catalizan la transferencia directa de un residuo 

desoxirribofuranosilo, mientras que con las NPs (EC 2.4.2.1,  EC 2.4.2.2,  EC 2.4.2.4  y 

EC 2.4.2.28) se forma el producto intermediario α-D-pentofuranosil-1-fosfato, de modo 

que la reacción catalizada NPs requiere la presencia de fosfato inorgánico. Además, las 

NPs y NdRTs difieren en sus especificidades de sustrato, ambos ribo- y 

desoxirribonucleósidos son sustratos naturales de las nucleósido fosforilasas, en cambio, 

las NdRT son específicas para 2'-desoxirribonucleósidos50, 51.  
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Figura 10: Esquema general de la reacción de transglicosilación. En el ejemplo el nucleósido 1 

actúa como donante del grupo pentofuranosilo y una nucleobase como aceptor. La reacción 

puede ser catalizada por una NdRT o por una o dos NPs. 

 

1.3.1.1. Reacciones de transglicosilación catalizadas por nucleósido 

fosforilasas. 

 

 

 
 

Figura 11: Esquema de la reacción catalizada por NPs. B: base heterocíclica. 

 

Las reacciones de transglicosilación mediadas por enzimas de la familia de las NPs                

Tabla 6) tienen lugar en dos etapas consecutivas: en la primera un nucleósido, que 

actúa como donante del grupo pentofunanosilo, es escindido  fosforolíticamente 

rindiendo ribosa-1-α-fosfato o 2′-desoxirribosa-1-α-fosfato, como intermediario 

reactivo, y la base heterocíclica correspondiente (Figura 11);  y en la segunda el 

intermediario reactivo se une a otra base heterocíclica que actúa como aceptora de del 

grupo pentofuranosilo.  
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               Tabla 6: Nucleósido fosforilasas. 

Nombre de la enzima Acrónimo Número EC 

Purin nucleósido fosforilasa         PNP 2.4.2.1 

Pirimidin nucleósido fosforilasa         PyNP 2.4.2.2 

Uridina fosforilasa           UP 2.4.2.3 

Timidina fosforilasa           TP 2.4.2.4 

5′ -Metiltioadenosina fosforilasa         MTAP  2.4.2.28 

 

Algunos autores han realizado clasificaciones de las NPs basadas en diferentes 

parámetros, de las cuales, la más aceptada es la propuesta por Pugmire y Ealick, 

elaborada a partir de análisis estructurales52: 

NPs tipo I: Este tipo incluye a las purín-nucleósido 

fosforilasas (PNPs, EC 2.4.2.1), específicas de purinas, y a 

las uridín fosforilasas (UPs, EC 2.4.2.3), específicas de 

uridina y 2’-desoxiuridina. Las configuraciones oligoméricas 

más comunes observadas en estas enzimas son: a) PNPs 

homotriméricas específicas de 6-oxopurinas (guanina e 

hipoxantina); b) PNPs homohexaméricas que aceptan tanto 6-

aminopurinas (adenina) como 6-oxopurinas; c) UPs 

homohexaméricas. 

 

        NPs tipo II: Todas las NPs incluidas en este tipo son 

específicas de pirimidinas, y se dividen en uridín fosforilasas 

(UPs, EC 2.4.2.3), timidín fosforilasas (TPs EC 2.4.2.4) y 

pirimidín-nucleósido fosforilasas (PyNPs, EC 2.4.2.2), que 

reconocen indistintamente uracilo y timina. 

 

La estrategia de síntesis más explotada, usando NPs incluye la transferencia de un 

resto de pentofuranosa desde nucleósidos de pirimidina a bases de purina (Figura 12). 

                                                 
 El nombre de cada enzima puede ser identificado por un código numérico, encabezado por las letras 

EC (enzyme commission), seguidas de cuatro números separados por puntos. El primer número indica 

a cual de las seis clases pertenece el enzima, el segundo se refiere a distintas subclases dentro de cada 

grupo, el tercero y el cuarto se refieren a los grupos químicos específicos que intervienen en la reacción. 
http://www.biorom.uma.es  
 

http://www.biorom.uma.es/
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Desafortunadamente, un enfoque similar no es práctico para la producción de 

nucleósidos de purinicos. Además, las distinciones en la especificidad por los sustratos 

de la TP y UP, supone una mayor diversidad  de nucleósidos donantes de 

pentofuranosa, para la reacción de transglicosilación. En el esquema de la Figura 11, 

por ejemplo, si el nucleósido es: 1-(2-desoxi-2-fluoro-β-D-ribofuranosil) uracilo (es 

decir, X = Y = OH, Z = ribo F) o  es: 1-(2-desoxi-2-fluoro-arabinofuranosil) timina 

(es decir, X = Y = OH, Z = arabino F) no serían  sustratos de UP,  por lo tanto esta 

enzima no puede ser empleada como biocatalizador en esta reacción. Sin embargo, 

ambos nucleósidos, pueden ser  sustratos de TP, lo cual es posible el uso de  TP en 

reacciones de transglicosilación de bases purinicas53, 54.  

 
 

Figura 12: Esquema general de la reacción de transglicosilación. En el ejemplo el nucleósido. 

UP y TP: uridina y timidina fosforilasa, respectivamente; PNP: purin nucleósido fosforilasa. 

 

 

1.3.1.2. Reacciones de transglicosilación catalizadas  por Nucleósido 

2′-desoxirribosiltransferasas. 

 

 
Figura 13: Reacción de transglicosilación catalizada por las nucleósido 2’-   

desoxirribosiltransferasas. B1: purina o pirimidina; B2: purina o pirimidina. 

 

Las nucleósido-desoxirribosiltransferasas, o NdRTs (EC 2.4.2.6) son enzimas que 

catalizan el intercambio de bases entre 2′-desoxirribosilnucleósidos (Figura 13). La 

reacción se lleva a cabo a través de la formación de un intermedio covalente en el que el 

hidroxilo glicosídico de la 2’-desoxirribosa es esterificado por el ácido glutámico del 

sitio activo de las nucleósido 2’-desoxirribosiltransferasas55.  Esta enzima fue descrita 

por primera vez por MacNutt en Lactobacillus helveticus56 y posteriormente en otras 
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especies del mismo género, como L. leichmanii57, 58, L. helveticus59 L. fermentum60, L. 

reuteri61 y L. animalis62 y están implicadas, sobre todo en bacterias lácticas , en la ruta de 

salvamento de purinas para la síntesis de ADN, aunque esto no está claro en el caso 

Lactococcus lactis63. Se han encontrado NDTs también en algunas especies de Bacillus 

psychrosaccharolyticus55, 64,  y organismos parasitarios unicelulares eucariotas como 

Crithidia luciliae65  y Borrelia burgdorferi66. 

 

Las nucleósido 2′-desoxirribosiltransferasas, también denominados trans-N-

desoxirribosilasas (NDT) exhiben una especificidad estricta hacia 2’-desoxirribosa, 

regioselectivas (glicosilación a través del N1 de pirimidinas y N9 de purinas) y 

estereoselectivas (se forma únicamente el anómero β)67. Aunque son muy específicas, 

en lo referido a la 2’-desoxirribosa, se han observado diferencias en las especificidades 

hacia la base nitrogenada, lo que ha permitido su clasificación en dos subclases: 

 

NDTs tipo I: son enzimas que catalizan la transferencia de las bases solo entre 2′-

desoxirribonucleósidos purínicos y una purina59 (comúnmente llamadas NDTs tipo I, o 

PDTs). 

dRib-Pur(1) + Pur (2)  d Rib-Pur (2) + Pur (1)  

 

Con el siguiente orden de preferencia por el sustrato donante del grupo 2’-

desoxirribosilo59:  desoxiinosina (dIno) > desoxiadenosina (dAdo) > desoxiguanosina 

(dGuo). 

 

NDTs tipo II: son las enzimas que catalizan la transferencia de bases entre 2′-

desoxirribonucleósidos independientemente del tipo de base. Comúnmente llamadas 

NDTs tipo II, o NDTs 68.  Las enzimas pertenecientes a este grupo pueden llevar a cabo 

la transglicosilación entre nucleósidos y bases de citosina, a diferencia de la 

transglicosilación mediada por nucleósido fosforilasas, que no pueden hacerlo. 

 

dRib – Pur (1) + Pur (2)  d Rib-Pur (2) + Pur (1)  

dRib-Pur + Pyr   d Rib-Pyr + Pur 

                                                 
 dRib = 2′-desoxi-D-ribosa, Pur = base púrica y Pyr = base pirimidínica 
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dRib – Pyr (1) + Pyr (2)  d Rib – Pyr + Pyr (2)  

 

Esta subclase de NDT tiene una fuerte preferencia por desoxipirimidinas como sustrato 

donante del grupo 2’-desoxirribosilo69 

El mecanismo catalítico descrito para las nucleósido 2′-deoxirribosiltransferasas 

generalmente es un mecanismo ping-pong bi-bi, en la que el producto resultante tiene 

la misma configuración anomérica del 2′-desoxirribosinucleósido de partida70, 71  

Analizando la estructura de los centros activos de nucleósido 2’-

desoxirribosiltransferasas cristalizadas, ejemplo: NDT  de tipo II de Lactobacillus 

leichmannii (PDB 1F8X) o la NDT de tipo I de Lactobacillus helveticus (PDB 1S2L), 

se ha identificado al ácido glutamico como residuo esencial en la actividad (en el caso 

de  Lactobacillus leichmannii, glutámico 98)69, 72.  Además, estos estudios han 

revelado que las DRTs presentan dominios α/β y, aunque hay un centro activo en cada 

subunidad, el sitio activo completo requiere las cadenas laterales de residuos situados 

en dos subunidades distintas orientadas de forma antiparalela. 

Fresco-Taboada y col73 indicaron que las DRTs, aunque aceptan distintas bases 

naturales y no naturales, son altamente específicas para la 2’-desoxirribosa, debido a 

que  la interacción del OH en posición 2’ con el  residuo catalítico de  ácido glutámico 

(Glu) impide la catálisis. En la Figura 14 se muestra el centro activo de la 2’-

desoxirribosiltransferasa II de Lactobacillus leichmannii (LlNDT) en ella puede 

observarse  que el sitio de unión de la 2’-desoxirribosa se alinea con tres residuos 

ácidos, Asp92, Glu98 y Asn123 de la  LlNDT, formando un  núcleo  hidrofílico.  El 

O5’ de la 2’-desoxirribosa forma puentes de hidrógeno con el carboxilo de la cadena 

lateral del Asp92 y el grupo amino de la cadena lateral de la Asn123. El O3’ 

interacciona con uno de los oxígenos del carboxilato del Glu98, mientras que el otro 

actúa como nucleófilo que ataca al C1’ de la 2’-desoxirribosa en una catálisis general 

ácido-base (Figura 14). Cuando el donador es un ribonucleósido, el oxígeno nucleófilo 

del Glu catalítico forma un enlace de hidrógeno con el O2’ de la ribosa y la enzima es 

inactiva.55  

                                                                                                                                               

 
 
 dRib = 2′-desoxi-D-ribosa, Pur = base púrica y Pyr = base pirimidínica. 
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Figura 14: Estructura del centro activo de la NDT de LlNDT empleando 2’- desoxiuridina 

como sustrato55.  La flecha indica el ataque nucleofílico del carboxilato del Glu catalítico al C1’ 

de la 2’-desoxirribosa. 

 

 

A. Ventajas de la Biocatálisis usando  nucleósido 2′-desoxirribosiltransferasas.  

La reacción de transglicosilación catalizada tanto por NPs como por NDTs  es en 

esencia muy similar (Figura 10), es decir ambas enzimas catalizan la transferencia del 

azúcar de un nucleósido a una base heterocíclica. Pero, como ya se ha expuesto en 

apartados anteriores, el mecanismo catalítico de la reacción de transglicosilación 

mediada por NPs y NdRTs es diferente.  Entonces, ¿qué ventajas ofrece el uso de  

NdRTs en la síntesis biocatalítica de análogos de nucleósidos? 

 

 Las NdRTs catalizan la transferencia directa de un residuo 

desoxirribofuranosilo, mientras que con las NPs se forma el producto 

intermediario α-D-pentofuranosil-1-fosfato, de modo que la reacción catalizada 

NPs requiere la presencia de fosfato inorgánico. 
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 En las NPs, el equilibrio termodinámico para PNP, aunque no para PyNP, se 

encuentra desplazado hacia la síntesis del nucleósido,  por lo que 

frecuentemente la reacción de transglicosilación consiste en la combinación de 

PyNP-PNP o UP-PNP para sintetizar nucleósidos púricos a partir de 

nucleósidos pirimidínicos como donadores y bases púricas  como aceptores. 

Esto quiere decir, que son necesarios dos pasos y el empleo de dos enzimas 

distintas para la síntesis del nucleósido de interés. Por el contrario, la reacción 

de transglicosilación empleando nucleósido 2’-desoxirribosiltransferasas se 

produce en un solo paso, empleando una única enzima. 

 

 Si se opta por la inmovilización de las enzimas, en el caso de las NPs deben co-

inmovilizarse dos  enzimas, lo que  produce una disminución en la efectividad 

del proceso y la obtención de un  biocatalizador heterogéneo; mientras que la 

inmovilización de una única DRT asegura la obtención de un biocatalizador 

homogéneo73. 

 

1.3.2. Síntesis quimioenzimática de clofarabina 

Los 2-desoxi-2-fluoro-β-D-arabinofuranósidos de pirimidina y de  purina son análogos 

de nucleósidos con un amplio espectro de actividad biológica74 y de entre ellos  la 

clofarabina74, 75,  (9- (2-desoxi-2-fluoro-β-D-arabinofuranosil) -2-cloroadenina,  ha sido 

aplicada con éxito para el tratamiento de  de la leucemia aguda pediátrica29, 76.  Para este 

análogo, varios procesos de síntesis han sido propuestos, muchos de ellos, basados en  

la condensación de 2,6-dihalopurinas con bromuro de 3-O-acetil-5-O-benzoil-2-desoxi-

2-fluoro-α-D-arabinofuranosilo o 1,3,5- tri-O-benzoil-2-desoxi-2-fluoro-α-D-

arabinofuranosa77. En la mayoría de los casos con bajos rendimientos globales,   

formación de las mezclas α/β de glucósidos, etc.,  lo cual supone etapas de 

purificaciones cromatográficas para separarlos, además del uso de grandes volúmenes 

de disolventes orgánicos. 
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La búsqueda de alternativas “verdes”, más eficientes, ha conducido a proponer a las 

enzimas para llevar a cabo la transferencia de un residuo  de pentofuranosa 2′-fluorinado 

obtenido a  partir de un nucleósido pirimidina (donante) a una base purínica (aceptora).  

En este contexto,  en la patente de Krenitsky y col.78 (Wellcome Res. Labs) se describe 

la primera síntesis enzimática de 2-desoxi-2-fluoro- D-arabinofuranosil nucleósidos. En 

este estudio se transfiere un residuo de pentofuranosa, a partir de 1- (2-desoxi-2-fluoro-

β-D-arabinofuranosil) timina, usando la timidina fosforilasa (TP) de E. coli y una purín 

nucleósido fosforilasa (PNP) de E. coli.  Este proceso tenía dos “cuello de botella”: i) 

baja actividad de la TP, lo que suponía el uso de grandes cantidades de las  enzimas: TP 

(160.000 unidades) y PNP (290.000 unidades) y, ii) largos tiempos de reacción. 

Recientemente, Fateev y col.79, 80 han publicado dos estrategias para la síntesis de 2-

cloro-9-(2-desoxi-2-fluoro-β-D-arabinofuranosil) adenina. La primera consistía en la 

síntesis química de 2-desoxi-2-fluoro-α-D-arabinofuranosa-1-fosfato y su condensación 

con 2-cloroadenina, en una reacción catalizada por una PNP recombinante de E. coli 

(Figura 15), con un 67 % de  rendimiento. 

 
Figura 15: Síntesis quimioenzimática de clofarabina. araF-1P: 2-desoxi-2-fluoro-α-D-

arabinofuranosa-1-fosfato; 2Cl-Ade: 2-cloroadenina; PNP: purín nucleósido fosforilasa. 

 

Para la segunda estrategia proponían una cascada de reacciones catalizadas por varias 

enzimas relacionadas con la síntesis de nucleósidos, con un 45% de rendimiento. En la 

propuesta se parte de 2-desoxi-2-fluoro-D-arabinosa que es convertida al derivado 

fosfatado (2-desoxi-2-fluoro-D-arabinofuranosa-5-fosfato) usando la enzima 

riboquinasa (RK), luego una fosfopentomutasa (PPM), que convierte el derivado 5-

fosfato en 2-desoxi-2-fluoro-α-D-arabinofuranosa-1-fosfato, que finalmente es 

condensado con 2-cloroadenina usando una PNP (Figura 16). 

                                                 
 Una unidad se define como la cantidad de enzima que fosforila un nucleósido para rendir 1 μmol de la 

base correspondiente por minuto. 
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Figura 16: Cascada para la transformación 2-desoxi-2-fluoro-α-D-arabinofuranosa  en 

clofarabina. araF: 2-desoxi-2-fluoro-α-D-arabinofuranosa; araF-5P: 2-desoxi-2-fluoro-α-D-

arabinofuranosa-5-fosfato;  araF-1P: 2-desoxi-2-fluoro-α-D-arabinofuranosa-1-fosfato; 2Cl-

Ade: 2-cloroadenina; PNP: purín nucleósido fosforilasa; PPM: fosfopentomutasa,; RK: 

riboquinasa. 

 

En la publicación de Fernández-Lucas y col.81 se describe por primera vez el 

reconocimiento de arabinonucleósidos por enzimas de tipo NdRTs. En el mismo, 

utilizando una nucleósido 2′-desoxirribosiltransferasa de tipo II de Lactobacillus 

reuteri (LrNDT), lograron transferir  un residuo 2′-desoxi-2′-fluoro ribofuranosilo, 

usando como donante, 2′-fluoro-2′-desoxiuridina y como base aceptora, adenina. Este 

resultado, en principio,  no era esperado, las NDTs son muy específicas para 2′-

desoxirribosa  debido a que  la interacción del 3′-OH del azúcar con la Glu del centro 

activo es vital para una orientación correcta del azúcar y por tanto para la actividad 

(Figura 14). De acuerdo con los experimentos de  Anand  y col.82, cuando se utilizan 

ribonucleósidos como donantes, el átomo nucleofílico del oxígeno de la Glu98 del 

centro catalítico forma puentes de hidrógeno con el O-2′ de la ribosa y la enzima se 

inactiva. Al parecer, en algunas NDTs, como ocurre con la LrNDT, este puente de 

hidrógeno no ocurre cuando se utilizan como sustratos arabinonucleósidos y 2′-fluoro-

2′-desoxirribonucleósidos y LrNDT puede reconocerlos como sustratos y transferir el 

azúcar, aunque  con tiempos de reacción muy largos, en comparación a los sustratos 

naturales de la enzima. 
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HIPÓTESIS Y 

OBJETIVOS. 
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2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS    

2.1. Planteamiento del problema  

La catálisis enzimática es, hoy por hoy,  una de las tecnologías más verdes para la 

síntesis de moléculas de alto valor añadido. En procesos multietapas, el uso de 

biocatalizadores altamente activos y específicos, evita etapas de 

activación/desactivación, protección/desprotección de grupos funcionales, lo cual se 

traduce en menos subproductos y/o desechos, menor consumo energético, etc.83  En 

particular, la síntesis de ingredientes activos farmacéuticos (API), está asociada 

generalmente al uso y a la generación de grandes cantidades de sustancias peligrosas, 

por lo que están considerados entre los  peores,  en términos de Factor E (relación de 

masa de residuos respecto al producto deseado)84.  

 

Para la síntesis de clofarabina, un análogo de nucleósido de purina de segunda 

generación autorizado por la EMEA  para su uso en el tratamiento de la leucemia 

linfoblástica aguda en pacientes pediátricos, se han establecido varios métodos de 

síntesis.  Muchos de ellos, basados en  la condensación de 2-cloroadenina con una 2-

desoxi-2-fluoro-D-arabinofuranosa protegida77.  Estos métodos de síntesis, en general, 

implican rendimientos globales bajos, la  formación de las mezclas α/β de glucósidos, 

etc.,  lo cual supone etapas de purificaciones cromatográficas para separarlos, además 

del uso de grandes volúmenes de disolventes orgánicos. Estos inconvenientes afectan el 

rendimiento del proceso, en términos de pureza y costes del producto final, así como de 

impacto ambiental.  

 

La producción de clofarabina,  usando reacciones de transglicosilación enzimática,  ha 

sido abordada usando nucleósido fosforilasas (NPs; EC: 2.4.2.n)53, 80, 85-87, sin embargo, 

no existe una  metodología (publicada) en la que se describa una reacción biocatalítica, 

comercialmente viable, para la producción de clofarabina. Entre otras razones, cuando 

se usan  NPs no es factible utilizar como materia prima, un  nucleósido como donante 

del  pentofuranosilo activado (2-desoxi-2-fluoro-α-D-arabinofuranosa-1-fosfato), 

                                                 
 La Agencia Europea de Medicamentos, EMA o EMEA (por sus siglas en inglés), es una agencia de 

la Unión Europea que se encarga de la evaluación de las solicitudes de autorización de comercialización 

de medicamentos en la Unión Europea y su supervisión. 
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necesario para la reacción  de  transglicosilación. En este sentido, la estrategia usando 

NPs, pasa por suministrar el pentofuranosilo activado, ya sea  usando un paso previo de 

síntesis química88, 89,  o usando una cascada de reacciones catalizadas por varias 

enzimas relacionadas con la síntesis de nucleósidos. En ambos casos, con muy bajos 

rendimientos,  hecho al que también contribuye la extremadamente baja solubilidad de 

la base aceptora, la 2-cloroadenina. 

 

En la literatura consultada encontramos que una nucleósido 2′-desoxirribosiltransferasa 

de tipo II, como lo es la NDT  de Lactobacillus reuteri, es capaz de reconocer 

arabinonucleósidos como sustratos81. Esto hecho fue considerado por estos autores 

como algo “inusual”, dado que a este tipo de enzimas  se les suponía una estricta 

especificidad por nucleósidos  2'-desoxirribosílicos. En esta misma publicación se 

demostró que esta enzima  es  capaz de transferir  un residuo 2′-desoxi-2′-fluoro 

ribofuranosilo a adenina,  aunque con muy bajos rendimientos (aproximadamente: 3,8 x 

10-4 %).   

 

2.2. Hipótesis de investigación 

¿Podrían las enzimas de tipo NdRTs llevar a cabo la síntesis biocatalítica  de 

clofarabina (9-(2-desoxi-2-fluoro-β-D-arabinofuranosil)-2-cloroadenina), en 

condiciones ambientalmente sostenibles,  además de viables desde el punto de vista de 

la economía del bioproceso? 

  

                                                 

 Calculado a partir de los datos de Fernández-Lucas y col.81., en el que 1 mM del sustrato se 

transforma en 24 horas, con  la LrNDT (0,0085 mg.mL-1), lo cual resulta en una  actividad específica, 

para la síntesis de 2′-desoxi-2′-fluoroadenosina de 0,3 x 10-3 U.mg-1, que según nuestros cálculos sería 

un rendimiento de conversión de 3,75 x 10-4 %. 
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2.3. Objetivos 

Para probar la hipótesis indicada, en el presente trabajo se plantearon los siguientes 

objetivos de investigación:   

 

 Estudios de acoplamiento (docking) molecular para estimar la posibilidad de que 

enzimas del tipo NdRTs puedan llevar a cabo la reacción de síntesis 

biocatalitica  de clofarabina. 

 Clonaje  del gen de la NdRT candidata  en un microorganismo heterólogo con el 

fin de obtener  niveles de expresión que permitan la aplicación industrial de la 

misma. 

 Aplicación  de la  NdRT a en la síntesis de clofarabina. 

 Evaluar la viabilidad técnica, ambiental y económica de la síntesis biocatalítica 

de clofarabina usando NdRT. 





 

 47 

 

 

MATERIALES Y 
MÉTODOS. 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS  

3.1. Cribado virtual de  NDTs para la síntesis biocatalítica 
de clofarabina 

3.1.1. Selección de las NDTs candidatas. 

En este apartado se utilizaron tres estructuras cristalinas (Tabla 7) de proteínas con 

actividad nucleósido desoxirribosiltransferasa (EC 2.4.2.6), tomadas de la base de datos 

Protein Data Bank (PDB)90. Específicamente, se escogieron las anotadas como 

Nucleósido 2-desoxirribosiltransferasa , es decir, aquellas que presuntamente catalizan 

la transferencia de desoxirribosa entre purinas o pirimidinas (Pur  Pur, Pur   Pyr, 

o Pyr  Pyr), aunque con una gran preferencia por desoxipirimidinas como sustrato 

donante69.  La visualización de las moléculas en tres dimensiones se llevó a cabo usando 

el programa Chimera91. 

 

Tabla 7: Estructuras cristalinas utilizadas en este apartado. 

PDB ID UNIPROT Descripción 

2A0K Q57VC7 
Estructura cristalina de la Nucleósido 2-desoxirribosiltransferasa 

de Trypanosoma brucei 

1F8X Q9R5V5 
Estructura cristalina de la Nucleósido 2-desoxirribosiltransferasa 

de Lactobacillus leichmannii 

3EHD Q831Y8 
Estructura cristalina de la proteína PF05014 de  Enterococcus 

faecalis V583 

 

3.1.1.1. Estudios de acoplamiento (docking) molecular. 

Los procedimientos de docking se llevaron a cabo usando la tecnología KIN,  de la 

plataforma SAAS (Mind the Byte, S.L., Parc Cientific de Barcelona). Para determinar 

el sitio activo de la enzima se empleó el método de  docking ciego o  acoplamiento  

molecular  ciego92,  que  consistió  en  realizar  un  docking en  una cuadrícula (grid)  

que  cubriera toda la  superficie  de  la  proteína para que los  sustratos  buscaran los 

                                                 
 http://www.cgl.ucsf.edu/chimera/ 
 UniProt (www.uniprot.org/) es una base de datos de secuencias de proteínas anotadas 
 https://saas.mindthebyte.com 

http://www.cgl.ucsf.edu/chimera/
http://www.uniprot.org/
https://saas.mindthebyte.com/
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mejores sitios para su unión. Posteriormente, tomando como base el  análisis de la 

energía  libre de Gibbs de unión (ΔG unión), representativo de la afinidad por dicho 

sitio,  y criterios de geometría (lo suficientemente cerca del  nucleófilo Glu en el centro 

activo de la enzima, se determinó el lugar más  apropiado (de entre las poses 

generadas) para el acoplamiento.  

A. Preparación de las proteínas. 

Las moléculas de agua, los ligandos, metales e inhibidores fueron eliminados de las 

estructuras cristalinas de las  proteínas evaluadas (Tabla 7), utilizando los programas 

Pymol y Chimera91. Con estos programas se generan ficheros *.pdb modificados de 

estas proteínas. 

B. Preparación de los ligandos. 

Las estructuras 2D y 3D  de desoxiuridina (1-(2-desoxi-β-D-ribofuranosil)uracil) 

(Figura 17)   y de  Ara F (1-(2-desoxi-2-fluoro-β-D-arabinofuranosil)-uracilo) (Figura 

18), fueron obtenidas de la base de datos ChemSpider.   Estas estructuras luego fueron 

descargadas en formato MOL y convertidas a ficheros: .sk2, .mol2 y .pdb, con la ayuda 

del  programa MarvinSketch (ChemAxon Ltd.). 

 

Figura 17: Estructura de la 2'-desoxiuridina. A: Estructura bidimensional (2D) de la dUrd. B: 

Estructura tridimensional (3D) de la dUrd. 

 

 

                                                 
 Pose – Un candidato al modo de enlace. 
  http://www.chemspider.com  
 (http://www.chemaxon.com/products/marvin/marvinsketch/    

http://www.chemspider.com/
http://www.chemaxon.com/products/marvin/marvinsketch/
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Figura 18: Estructura del 2-desoxi-2-fluoro-α-D-arabinofuranosa A: Estructura bidimensional 

(2D) de  AraF.  B: Estructura tridimensional (3D)  de AraF.  

 

3.2. Síntesis de Clofarabina usando la nucleósido 2′-
desoxirribosiltransferasa de Lactobacillus delbrueckii 
subsp. lactis. 

3.2.1. Obtención del vector de expresión. 

3.2.1.1. Aislamiento del gen de interés 

A. Crecimiento del microorganismo. 

Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis DSM 20072 se cultivó en 10 mL de caldo MRS 

(Biokar, Bioser, Barcelona, España) durante 48 h a 32 oC.  La composición del medio 

de cultivo MRS se muestra en la Tabla 8. 

 

Tabla 8: Composición del medio MRS. 

Ingrediente Cantidad Unidad 

Peptona de soja 18 g/L 

Extracto de levadura 4 g/L 

Glucosa 20 g/L 

Tween 80 1 mL/L 

K2HPO4 2 g/L 

Citrato triamónico 2 g/L 

Acetato de sódio 3 g/L 

Sulfato de magnesio  7H2O        0,2 g/L 
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B. Extracción de ADN genómico. 

Para aislar el ADN genómico se utilizó el kit comercial ATPTM Genomic DNA Mini Kit 

(ATP biotech Inc.), siguiendo las instrucciones proporcionadas por el fabricante para 

bacterias Gram positivas. Al final del procedimiento, la concentración e integridad del 

ADN extraído se determinaron usando el  equipo y los  reactivos  del Qubit® DNA 

Assay Kit, Qubit® 2.0 Fluorometer (Life Technologies, CA, USA) y mediante 

electroforesis en geles de agarosa. 

C. Plásmidos y oligonucleótidos 

Los oligonucleótidos utilizados como cebadores en las reacciones en cadena de la 

polimerasa (PCR) fueron sintetizados por la empresa Biolegio BV† y se especifican 

en la Tabla 9. El diseño de los oligonucleótidos  para la amplificación y posterior 

clonaje de los genes de las enzimas se basó en la secuencia del gen  de la nucleósido 

2′-desoxirribosiltransferasa de Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis, depositada en 

GenBank‡, con el número de acceso WP_003616023.1 (ver  secuencia en la Tabla 

10). A estas secuencias se les adicionaron  secuencias  de  corte  de  las  enzimas  de  

restricción  seleccionadas para poder clonar la  construcción  genética  (vector de 

expresión):  

-  Ldndt2Fw, que corresponde al extremo 5´ del gen ndt2 y que presenta un sitio de 

restricción NdeI. 

- Ldndt2Rv, que corresponde al extremo 3´ del gen ndt2 y que presenta sitio de 

restricción  SalI. ´ 

Tabla 9: Secuencias de oligonucleótidos empleados en este apartado. 

Nombre Secuencia (5' a 3') Descripción 

Ldndt2fw 5´- catatgccaaaaaagacgatctacttc -3′ 

 

Empleado en la clonación de Ldndt2 

Ldndt2rv 5'- gtcgacttagtatacggcacc-3' Empleado en la clonación de Ldndt2 

T7 5'-taatacgactcactataggg-3' Secuenciación de contrucciones en 

pET22b  y pGEM  

T7-term 5'- ctagttattgctcagcggt -3' Secuenciación de contrucciones en 

pET22b 

SP6 5'- catacgatttaggtgac actatag -3' Secuenciación de contrucciones en 

pGEM 

Los nucleótidos subrayados se corresponden a las dianas de restricción añadidas para el clonaje 

                                                 
† www.biolegio.com  
‡ www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank  

http://www.biolegio.com/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank
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Tabla 10: Secuencia de la  nucleósido 2′-desoxirribosiltransferasa de Lactobacillus 

delbrueckii subsp. lactis. 

> Nucleósido desoxirribosiltransferasa de Lactobacillus 

delbrueckii subsp. lactis DSM 20072.  

ATGACGGCAACAGCACGTATTTATTTAGGTTCATCTTTTCACCGTGACCACCATCAAGCC 

CGGGCCAAGCAGGTCCGCGAATACCTGGCGGCCAACCCGACGGTTGAACATGTCCACTTT 

CCCTTTGACCAGCAGGTAACCGACCCGGCTGAAGACCCGAATGTCGGCTTTGGCGACGAA 

CGCAGCCTGCTTTGGAAGCAGCAGACCTACCAAAACGATATCAACGGCCTGTCCATGGCC 

AACTGCGGGGTCTTCCTCTACGACATGGATGAACTGGATGACGGCTGCGCCTTTGAAATC 

GGCTTTTTGCGGGCGCAGAACAAGCCGGTCATCATCGTGCCTTTCACTAACCAGCCGGAA 

AAGAAGCCAATCATGAACTTGATGCTGTCTGAAGGGGCAACTGCTTTTATCAAGGGTGAC 

CAGGAACTGGAACTCTTAAAGACTTACGACTTTAACAACTGCCCATGCCGGCTGCTGACT 

GGCTACGGCACTATTTAA 

 

Los plásmidos  empleados en este apartado y sus características más relevantes  se 

detallan en la Tabla 11. 

Tabla 11: Plásmidos utilizados. 

 

Plásmido Genotipo relevante o propiedades Fuente o 

referencia 

pGEM-T- Easy 
Apr, vector para clonar fragmentos de ADN 

 
Promega 

pET-22b(+) 

Apr, vector de clonación e hiperexpresión, 

oriColE1 

 

Novagen 

pGEMT - Ldndt2 
Fusión entre pGEM-T- Easy  y el gen Ldndt2 de 

L. delbrueckii Este trabajo 

pET-22b- Ldndt2 
Fusión entre pET-22b(+) y el gen Ldndt2 de 

L.delbrueckii Este trabajo 

 

D. Subclonaje del  gen  ndt2 de  Lactobacillus delbrueckii 

El vector plasmídico empleado como vector de clonación de productos de PCR es 

pGEM®-T easy (Promega)  (Figura 19).  El vector se suministra cortado y con 

extremos 3’T protuberantes, de modo que actúan como extremos cohesivos con los 

extremos 3’ de los amplificados por PCR que contienen adeninas. Los subclonajes con 

este  plásmido solo exigen la ligación del inserto mediante la enzima T4 ligasa, no 

requieren de la presencia de enzimas de restricción y permiten la identificación de las 

colonias positivas mediante color.  

                                                 
 https://www.promega.es/resources/protocols/technical-manuals/0/pgem-t-and-pgem-t-easy-vector-

systems-protocol/  

  

https://www.promega.es/resources/protocols/technical-manuals/0/pgem-t-and-pgem-t-easy-vector-systems-protocol/
https://www.promega.es/resources/protocols/technical-manuals/0/pgem-t-and-pgem-t-easy-vector-systems-protocol/
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3.2.2. Clonaje del gen ndt2  en  vector  “pGEM-T Easy” (pGEM-

Ldndt2). 

A. Amplificación del gen ndt2 mediante PCR. 

El gen codificante de la enzima  N-desoxirribosiltransferasa de Lactobacillus 

delbrueckii subsp. lactis fue amplificado, mediante PCR, empleando los 

oligonucleótidos Ldndt2fw y Ldndt2rv (Tabla 9), utilizando el ADN genómico de L. 

delbrueckii como molde,  en las condiciones descritas en la Tabla 12.    

 

Figura 19: Esquema del vector pGEM-T Easy (Promega®). En la tabla de la derecha se 

describen los  principales elementos de este vector. 

 

Tabla 12: Programa de amplificación por PCR. 

Paso Temp. (ºC) Duración 

1 94ºC 2 min 

2 46ºC 5 min 

3 72 ºC 2 min 

4 95ºC 1 min 

5 46ºC 2 min 

6 72 ºC 2  min 

7 Repetición pasos 4-6 30 ciclos 

8 72 ºC 10 min 
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La amplificación del DNA mediante PCR se realizó en un termociclador PTC-100 (MJ 

Research),  utilizando la mezcla de reacción descrita en la  

Tabla 13. 

 

Tabla 13: Mezcla de reacción de la  PCR. 

Componente Volumen 

ADN genómico de  (20 ng/μL) 5 μL 

Tampón de la Taq polimerasa (10X)  5 μL 

Ldndt2fw (10 µM) 1 μL 

Ldndt2rv (10 µM) 1 μL 

dNTP mix (10 mM dNTPs)    1 μL 

Taq polimerasa (5 U/μL)  0,25 µL 

H2O  libre de nucleasas hasta 50μL 

 

B. Extracción del producto de PCR. 

Para  extraer las secuencias amplificadas tras la PCR,  la mezcla de reacción se somete 

a una electroforesis en geles de agarosa 1% (p/v), Electroforesis de DNA en tampón 

TAE utilizando la cubeta de electroforesis horizontal Enduro 7.10 (Labnet 

International), a 120V durante aproximadamente 40 minutos. La tinción de los geles  

llevó a cabo con Sybr safe™ (Invitrogen, Life Technologies) bajo luz UV, utilizando 

para ello el sistema Gel-doc™ (Bio-Rad Laboratories). Una vez teñido el gel, el corte 

de las bandas se llevó a cabo sobre un transiluminador de luz ultravioleta que permite 

su visualización.  La purificación de los fragmentos de ADN a partir de geles de 

agarosa se llevo a cabo con el kit ATPTM  Gel/PCR extraction kit (ATP biotech Inc.). 

C. Clonaje  producto de PCR. 

Con el producto de PCR purificado, se llevó a cabo la clonación en el plásmido 

pGEM
®
-T (Promega), usando para la reacción de ligación la ligasa del fago T4, 

siguiendo el protocolo recomendado por Promega. En general, las reacciones de 

ligación realizadas en este trabajo, se hicieron en volúmenes de 10 μL, en relaciones 
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molares vector:inserto 1:3 y en tiempos de incubación de 12 h a 4ºC. La construcción 

obtenida se denominó pGEM-Ldndt2. 

 

D. Transformación de E. coli competentes y selección de clones. 

La transformación de las células competentes  de Escherichia  coli TOP  10 (Invitrogen) 

se realizó mediante choque térmico, utilizando 5μL del producto de ligación (pGEM-

Ldndt2).  El choque térmico se llevo a cabo mediante la incubación de  la  suspensión  

en  hielo,  durante  20  min,  seguido  de la  incubación  a  42  ºC  durante  45  seg.  e  

incubación  final  en  hielo  durante  2  min.  A  continuación  se  añadieron  600  μL  de  

medio  LB (triptona, 10 g L-1; extracto de levadura, 5 g L-1; NaCl, 10 g L-1, pH 7,0)  a  la  

suspensión  de  células transformadas  y  se  completó  con  la  incubación  a  37  ºC  

durante  1 h  en agitación.  Finalmente  las  bacterias  transformadas  se  sembraron  en  

placas  de  LB  agarizado suplementado con ampicilina (100 μg/mL), IPTG (0,5 mM) y 

X-Gal (80 μg/mL). Las colonias que incorporaron el vector intacto fueron de color azul, 

mientras que las que incorporaron el plásmido recombinante (pGEM-Ldndt2) fueron 

blancas; esto debido a la interrupción del gen de la β-galactosidasa.  

  

E. Selección de colonias con inserto mediante PCR de colonia (“Colony PCR”) 

En la mayoría de los casos los clones que contienen productos de PCR producen 

colonias blancas. En este trabajo, la presencia del inserto y su orientación también 

fueron comprobadas mediante PCR, con los oligonucleótidos T7 y SP6, que flanquean 

el sitio de inserción, con los oligos del “amplicón”, o una combinación de oligos del 

amplicón y del vector§.    

 

Para la  PCR de colonia se utilizó como molde 5 μL de suspensiones bacterianas (una 

colonia en 20 μL de agua destilada) en reacciones de PCR convencionales, con los 

oligonucleótidos seleccionados. En la  

 

Tabla 14 se muestra la mezcla de reacción utilizada, usando los dos oligos del vector  

y en la Tabla 15,  el perfil térmico utilizado.  Para las amplificaciones usando los 

oligos del “amplicón” se utiliza el perfil térmico descrito en la Tabla 12. 

                                                 
§ Dependiendo de la pareja de oligos utilizada, el perfil térmico utilizado fue modificado convenientemente.  
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Tabla 14: Mezcla de reacción de  PCR para detección de plásmidos con  inserto. 

Reactivo   Volumen por reacción (µL) 

Agua purificada 9,87 

Tampón de la Taq polimerasa (10X) 2,5 

Mezcla dNTP (10 mM) 0,5 

Oligo T7 (10 μM) 1 

Oligo SP6 (10 μM) 1 

Taq polimerasa (5 U/μL) 0,125 

 

Tabla 15: Perfil térmico de PCR para detección de plásmidos con  inserto. 

Paso Temp (ºC) Duración 

1 95ºC 5 min 

2 95ºC 1 min 

3 48ºC 1 min 

4 72 ºC 1  min 

5 Repetición pasos 2-4 30 ciclos 

6 72 ºC 10 min 

 

Los resultados de la amplificación se  visualizaron en geles de  de agarosa al 1%. Solo  

aquellas colonias que habían incorporado el plásmido con el inserto dieron resultado 

positivo de amplificación.  Las colonias que presentaron un inserto del tamaño 

esperado fueron recuperadas y sus plasmidos se aislaron  para su secuenciación. 

F. Minipreparaciones de DNA plasmídico y secuenciación de los productos. 

Las colonias positivas, seleccionadas mediante PCR de colonia,  se hicieron crecer  en 

medio LB-amp, para  aislar el DNA plasmídico,  mediante purificación por mini- 

preparaciones o “mini-preps”.  En este trabajo se empleó el kit  ATP™ Plasmid DNA 

Mini Kit  (ATP Biotech),  para la obtención de “mini-preps” plasmídicas, siguiendo  la 

metodología  propuesta  por el fabricante. 
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Para la secuenciación se utilizaron los oligonucleótidos  universales:   T7       y      SP6. 

La secuenciación de ADN se realizó en el Servei de Genòmica i Bioinformàtica de 

la Universitat Autónoma de Barcelona. 

3.2.3. Clonaje del  gen ndt2 en el vector de expresión. 

Como vector  de expresión en este capítulo se eligió el plásmido pET22b(+) (Figura 20). 

El vector pET-22b(+) posee la secuencia de una señal  pelB  en  el  extremo  N-terminal    

para  una localización  de la proteína en el espacio periplasmático. El vector permite 

opcionalmente obtener la proteína de interés fusionada con una etiqueta de histidinas en el 

extremo C-terminal.  El vector pET-22b(+) puede ser secuenciado con los primers T7 y T7   

terminator y confiere resistencia a ampicilina. 

 

Figura 20: Representación esquemática del vector de expresión pET-22b93.  La transcripción es 

iniciada por el promotor T7, regulada por el operador lac/lacI y terminada por T7 ter. 

 

Para obtener las construcciones recombinantes en el vector de expresión se llevaron a 

cabo dobles digestiones de las construcciones en  pGEM-T y de los vectores de 

expresión, con endonucleasas de restricción (New England Biolabs), empleando los 

tampones y las condiciones de digestión  recomendados por el fabricante. Los 

productos de digestión se purificaron y se ligaron en proporción inserto:vector 3:1 

utilizando la ligasa del fago T4 en las mismas condiciones. Los productos de ligación 

se transformaron en células competentes de E. coli Top10 (Invitrogen) y se 

seleccionaron en placas de agar LB con ampicilina (100 µg/mL).  Los plásmidos 

recombinantes extraidos a partir de los clones positivos (Apr), se estudiaron mediante 

análisis de restricción, PCR y secuenciación, para seleccionar aquellos que hayan 

incorporado la construcción con el gen ndt2.  El plásmido purificado a partir de estas 
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células se usó para transformar las células BL21(DE3), en las cuales se llevó a cabo la 

expresión de proteína recombinante. 

 

3.2.3.1. Preparación y validación del banco celular de la cepa 

recombinante E. coli BL21 (pET22-Ldndt2). 

A. Crecimiento y crioconservación del clon recombinante 

Una colonia de la cepa recombinante crecida en medio LB con ampicilina (100 µg/mL), 

se inoculó en 50 mL de medio TB líquido (Tabla 16). El medio líquido inoculado se 

incubó a 37 °C, hasta que se alcanzó una DO600nm = 1,0. A continuación,  el caldo de 

cultivo se mezclo asepticamente con 50 mL de una solución de glicerol esteril al 25% y 

alícuotas  de 1 mL de esta mezcla se transfierieron a crioviales (Cryo.sTM, Greiner bio-

one) estériles y se conservaron a -80ºC.   

 

Tabla 16: Composición del medio TB (Terrific Broth). 

Ingrediente Cantidad Unidad 

Peptona de soja 12 g/L 

Extracto de levadura 24 g/L 

KH2PO4 2,32 g/L 

K2HPO4 12,54 g/L 

Glicerol 5,04 g/L 

 Ampicilina        100 g/mL 

 

B. Viabilidad del cultivo 

Para la determinación de la viabilidad se seleccionaron aleatoriatoriamente tres 

crioviales del banco celular y se inocularon diluciones (diluciones seriadas) de las 

mismas  en placas con medio LB agar suplementadas con  ampicilina.  La pureza del 

cultivo se determinó tras el análisis micro y macroscopico de colonias previamente 

crecidas en TSA (agar triptona de soja, Scharlau).  

 

C. Curvas de crecimiento y determinación de la velocidad de crecimiento. 
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Para evaluar la producción de la proteína recombinante LdNDT2 se ensayaron medios 

que se usan comúnmente para cultivar E. coli recombinantes.  Específicamente, los 

cultivos  se llevaron a cabo en cuatro medios: caldo de Luria (LB), caldo Terrific (TB),  

medio mínimo M9 (M9, Tabla 17) y medio mínimo modificado (MMM, Tabla 18). 

Todos los medios fueron formulados como se especifica en el Handbook of 

Microbiological Media94.  Se añadió inoculo (1 mL) a 50 mL de cada uno de los cuatro 

medios en matraces de 250 mL, incubados con agitación, a 180 rpm y 37ºC. Se tomaron 

muestras cada hora y  graficando el log de los valores de  DO600nm versus  tiempo, se 

pudo determinar la velocidad de crecimiento (Ecuación  1) y el tiempo de generación 

(Ecuación  2). 

   

Ecuación  1                                                      µ =  
𝒅𝐥𝐧 𝐃𝐎𝟔𝟎𝟎𝐧𝐦

𝒅𝒕
                                                               

              

Ecuación  2                                                       𝐆 =
𝒍𝒏𝟐

µ
            

 

                                                                                   
                                                                                                                     
Tabla 17: Composición del medio mínimo  M9. 

Ingrediente Cantidad Unidad 

Na2HPO2 12,8 g/L 

KH2PO4 3 g/L 

NaCl 0,5 g/L 

NH4Cl 2 g/L 

Glucosa 20 g/L 

CaCl2 0,01  g/L 

MgSO4 0,12  g/L 

FeCl3 0,002  g/L 

Antibiótico 
(Ampicilina) 

       100 g/mL 
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Tabla 18: Composición del medio mínimo modificado (MMM). 

 

Ingrediente Cantidad Unidad 

Glucosa 30 g/L 

MgSO4 × 7H2O 1,2 g/L 

KH2PO4 13,3 g/L 

(NH4)2HPO4 4 g/L 

Ácido cítrico 1,7 g/L 

Sol. Elementos traza 10  g/L 

Tiamina HCl 100 µL  mL/L 

Antibiótico 
(Ampicilina) 

       100 g/mL 

 

 

D. Perfiles de inducción y estabilidad de los plásmidos. 

Se inocularon dos matraces Erlenmeyer con 50 mL de medio, con crioviales de la cepa 

recombinante (ver apartado 3.2.3.1). Los matraces fueron incubados, toda la noche, a 

37ºC, en agitación (200 rpm). Estos crecimientos sirvieron para inocular matraces 

Erlenmeyer con 700 mL de medio seleccionado. Las cepas fueron incubadas a 37ºC, 

con agitación y el crecimiento fue monitorizado, cada hora, a DO600nm.  Adicionalmente 

se tomaron alícuotas de 1 mL, para determinar la concentración de proteínas (ver 

apartado 3.2.8) y la actividad enzimática (ver apartado 3.2.9). Para ello, las muestras 

fueron lisadas y el debris celular eliminado mediante centrifugación (13000 rpm, 5 

min).  La concentración de proteínas en el sobrenadante fue analizada usando el método 

de  Bradford, siguiendo las instrucciones del fabricante (ver apartado 3.2.8) y la 

actividad nucleósido desoxirribosiltransferasa se determinó de acuerdo al método 

descrito en el apartado 3.2.9.  

Basándonos en los resultados de las curvas de crecimiento, los cultivos fueron inducidos 

con 1,0 mM IPTG, en la fase exponencial de crecimiento. El crecimiento y la toma de 

muestras se prolongaron 4 horas tras la inducción.   

Para la determinación de la estabilidad del plásmido, se tomaron muestras del cultivo a 

intervalos  regulares de tiempo y diluciones de las mismas  fueron sembradas en placas 

de agar LB (sin ampicilina) y en placas de LB selectivas (con ampicilina). Las placas 

fueron incubadas a 37ºC, durante 16 horas. La relación  entre el número de UFC 
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(unidades formadoras de colonias) en el medio selectivo y las UFC en el medio  no 

selectivo fue usada para determinar el porcentaje de células portadoras del plásmido, y 

como indicador de la estabilidad plasmídica95.  

3.2.4. Producción de la nucleósido 2´-desoxirribosiltransferasa 

(LdNDT2)  de Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis DSM 

20072. 

Para llevar a cabo la producción de NDT de L. delbrueckii, se utilizaron los medios LB 

y TB suplementados con ampicilina (100 µg/mL). Se hizo crecer el microorganismo 

recombinante E. coli BL21 (pET22-Ldndt2) en 50 mL de medio de cultivo 

(suplementado con ampicilina), en un matraz de 250 mL a 37º C, con una agitación de 

200 rpm en un incubador termostatizado con agitación orbital incubador orbital 

WY200 (IvyMen System), durante 18 horas. Este crecimiento sirvió para inocular, en 

una relación 1/100, matraces Erlenmeyer de un litro que contenían 450 mL de medios 

LB o TB  suplementados con ampicilina (100 µg/mL). Los  medios  se incubaron en 

las mismas condiciones  hasta observar una densidad óptica (DO600nm) de  entre 0,6 y 

0,8;  momento en el cual se adicionó IPTG a una concentración final de 1 mM y se 

mantuvo creciendo, en estas condiciones,  4 horas adicionales a 37ºC. Tras  la 

inducción, se tomaron muestras (1mL del caldo fermentativo) cada hora, estas se 

centrifugaron (12000 rpm, 2min) y el sedimento se conservó a -20ºC, hasta el 

momento de ser analizadas mediante SDS- PAGE  (apartado 3.2.8).  Al final de la 

inducción,  el caldo de cultivo se centrifugó a 4000g durante 15 minutos a 4 ºC y, tras 

separar el sobrenadante de las células, se procedió a la lisis del sedimento celular (ver 

apartado 3.2.6). 

Se usaron matraces de agitación para probar el efecto del tiempo de inducción (fase 

exponencial temprana y fase exponencial media) sobre la producción de LdNDT2. Se 

inocularon (por duplicado) matraces de 250 mL que contenían 50 mL de TB 

suplementados con  ampicilina. Estos cultivos fueron inducidos con 1 mM de IPTG. 

Todos los cultivos se incubaron a 180 rpm y 37ºC. La proteína total, la proteína 

recombinante y la densidad celular final se midieron tras de 8 h de fermentación. 

 



 

 63 

3.2.5. Producción de la nucleósido 2´-desoxirribosiltransferasa 

(LdNDT2)  de L. delbrueckii en cultivo discontinuo (batch) y  

discontinuo alimentado (fed-batch). 

El escalado de la producción de la nucleósido 2´-desoxirribosiltransferasa (LdNDT2)  

de L. delbrueckii se llevó a cabo en sistemas de cultivo discontinuos y discontinuos 

alimentados.  Para estas fermentaciones se inoculó el contenido de un criovial del banco 

celular en un matraz Erlenmeyer de 250 mL con 50 mL de medio LB suplementado con 

ampicilina. Este inóculo se hizo crecer en agitación (200 rpm) a 37ºC entre 12-16 h y 2 

mL de este cultivo sirvieron para inocular  un matraz de 2L que contenía 400 mL de 

medio TB suplementado con  antibiótico. La cepa recombinante en medio TB se hizo 

crecer, toda la noche, a 180 rpm (37ºC). 

Para las fermentaciones en batch, 125 mL del crecimiento overnight se inocularon 

asépticamente en un biorreactor de 5L (BioFlo®, New Brunswick Scientific) con 2,5 L 

de medio TB estéril. El programa Biocommand Bioprocessing (New Brunswick 

Scientific) se usó para  controlar las fermentaciones y registrar los datos de las 

fermentaciones. Durante las fermentaciones discontinuas el oxígeno disuelto se 

mantuvo  al 30% de  saturación y fue controlado mediante la agitación (hasta 500 rpm) 

y/o suministrando oxígeno puro. La agitación, el pH, la temperatura  y el flujo de aire 

fueron establecidas al inicio de las fermentaciones: 200 rpm; 7,0;  37 °C y 4 L/min, 

respectivamente. El pH del cultivo durante la fermentación se controló entre 6,8 -7 

usando una solución de hidróxido de amonio al 25%.  La formación de espuma se 

controló usando agentes antiespumantes (Antifoam 289, Sigma). En las fermentaciones 

en batch, los cultivos fueron crecidos entre 4-6 horas después de la inoculación e 

inducidos a una concentración final de IPTG (1mM). Cuatro horas después de la 

inducción, la biomasa producida fue recuperada mediante centrifugación a 4000 x g 

durante 30 min. y lisada utilizando homogenizador de alta presión (Panda Plus 2.000, 

GEA-Niro Soavi). 

  

En el caso de las fermentaciones  discontinuas alimentadas, 200 mL del crecimiento 

overnight se inocularon asépticamente a un biorreactor de 5L (BioFlo®, New Brunswick 

Scientific), con 2,5 mL de medio TB. Los cultivos se iniciaron con los siguientes 

parámetros: aireación, 3–7 L/min; agitación, 200–800 rpm; pH, 6,8–7 y a 37 °C. El 
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oxígeno disuelto se controla a una saturación de ~30 %. Al principio, el cultivo se operó 

en modo batch, a 37°C, hasta que prácticamente se ha consumido todo el glicerol del 

medio (esto también se pone de manifiesto, por un fuerte  incremento del oxígeno 

disuelto). En este punto (~ 5 h después de la inoculación) se comienzó a alimentar con 

un “medio de alimentación”, que contenía: extracto de levadura, glicerol, sulfato de 

magnesio y una solución de elementos traza. La alimentación se realizó  durante un 

periodo de aproximadamente 9 horas. Si el oxígeno disuelto caía por debajo del 30 % de 

saturación, se detenía esta alimentación, hasta que recuperaran los niveles de saturación 

establecidos.  Cuando el cultivo alcanzó niveles de DO600nm cercanos a 30 (aprox. 10 

horas), se indujo la expresión mediante la adición de IPTG (a una concentración final 

de 1,0 mM) y el cultivo se mantuvo  a 37ºC durante 4-8 horas. El medio de 

alimentación contenía (por litro) 120 g de extracto de levadura, 5 g de (NH4)SO4, 5 g de  

MgSO4.7H2O y 500 g de glicerol. Y éste se alimentó usando la estrategia   DO-stat bajo 

el control automático  del programa  BioCommand (New Brunswick Scientific). La 

biomasa producida fue recuperada mediante centrifugación a 4000 x g durante 30 min. y 

lisada utilizando un homogeneizador de alta presión (Panda Plus 2000, GEA-Niro 

Soavi).  

3.2.6. Preparación y tratamiento  de la biomasa. 

A. Disrupción celular a pequeña escala. 

Para analizar los niveles de expresión mediante SDS-PAGE, las muestras, post-

inducción (1mL),  tomadas durante  la expresión de la proteína recombinante (apartado 

3.2.3.1) fueron lisadas (sonicadas) a pequeña escala usando un sonicador Branson 

Digital Sonifier 450 (Branson Ultrasonics Corp.). Para ello, los sedimentos se 

resuspendieron  en 100 µl de tampón de lisis (Tris-HCl, 20 mM, pH 7,2;  5 mM de  

EDTA y   1 mM de DTT)  y se  lisaron usando  3 pulsos de sonicación de 5 segundos 

con una  amplitud del 30%. El resultado de la lisis se centrifugó a 12,000 rpm durante 

2 min., el sobrenadante se analizó mediante SDS PAGE y  el contenido de proteína 

total se obtuvo mediante el método de Bradford (apartado 3.2.8). 
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Para la preparación del extracto celular, el sedimento resultante de la expresión de la 

NDT (apartado 3.2.6)  se resuspendió en 20 mL del tampón de lisis (Tris-HCl, 20 

mM; pH 7,2;  EDTA,  5 mM, DTT, 1 mM) y se  enfrió, en hielo, durante 20 min. La 

suspensión fue entonces sonicada según las siguientes condiciones: 10 ciclos de 10 

segundos con una amplitud del 30 %, a intervalos de 10 segundos. Tras lisar 

totalmente las células, se centrifugó la suspensión durante 20 min a 17.000 x g a 4 ºC y 

se procedió a analizar mediante electroforesis en geles de poliacrilamida, tanto el  

extracto (sobrenadante) como los sedimentos obtenidos después de centrifugar el 

lisado, con el fin de determinar si la enzima se expresaba de forma soluble o en forma 

de cuerpos de inclusión. La cantidad de proteína total en el extracto se cuantificó 

mediante el método de Bradford (ver apartado 3.2.8). La eficacia de la lisis celular se 

analizó mediante SDS-PAGE (ver apartado 3.2.8). 

B. Disrupción celular a gran escala. 

Para la preparación del extracto celular, el sedimento resultante de la expresión de la 

NDT  en el biorreactor, usando el sistema discontinuo alimentado, (apartado 3.2.4)  se 

resuspendió en tampón de lisis (Tris-HCl, 20 mM,  pH 7,2;  EDTA,  5 mM; DTT, 1 

mM) y se  enfrió, en hielo, durante 30 min. La suspensión se disruptó usando un 

homogeneizador de alta presión a escala de laboratorio (Panda Plus 2000, GEA-Niro 

Soavi), a 1000 bar (4 pases). 

C. Determinación de Biomasa 

Con  el  fin  de  determinar  la  equivalencia  de  la  absorbancia  de  una  muestra  en  

términos de  peso  seco  se  construyó  una curva  de  calibración,  tomándose la  

absorbancia  de las diluciones de una solución madre de biomasa de absorbancia 1 

medida a una longitud de onda de 600 nm. Posteriormente se filtráron  suspensiones 

(diluciones) usando filtros de  en membrana (tamaño de poro de 0,22 μm) previamente 

pesados. La biomasa filtrada se seca, hasta peso constante, y se pesa. El valor de peso 

seco de la biomasa es el resultante de sustraer entre al peso final de la membrana (con 

biomasa)  el peso inicial de la membrana (sin biomasa).  Graficando el peso seco  vs. la 

                                                 
 Por lo general se resuspende el sedimento celular para obtener una concentración final de 

aproximadamente 4DO600nm  por mL. 
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absorbancia de la muestra, se obtiene la ecuación que relaciona la  absorbancia  de  una  

muestra  y peso  seco de la biomasa. 

3.2.7. Purificación de la nucleósido 2´-desoxirribosiltransferasa 

(LdNDT2) de L. delbrueckii. 

La fracción soluble obtenida tras centrifugar los lisados celulares  se sometió a un 

proceso de precipitación fraccionada usando sulfato de amonio, como primer paso para 

la purificación de la enzima NDT de L. delbrueckii.  Para ello se utilizaron dos 

concentraciones de  sulfato  amónico  para  precipitar  las proteínas de forma 

fraccionada.  En el primer paso (20 % de saturación), este fue añadido lentamente a la 

solución enzimática, en condiciones de agitación suave y a 4 ºC. Una vez disuelto 

completamente se dejaron transcurrir 20 min y se centrifugó a 15,000 rpm a 4 ºC 

durante 20 min. El precipitado se resuspendió en tampón Tris-HCl, 20 mM, pH 7,2, y 

se continuó añadiendo sulfato amónico para alcanzar el punto de 70%  de saturación. 

Una vez centrifugado el sedimento, se resuspende en tampón Tris 20 mM, pH 7,2. 

Ambas fracciones fueron diafiltradas utilizando filtros AmiconTM (Millipore), con un 

tamaño de poro de 10 kDa. 

 

Como segundo paso para la purificación de la enzima, después de la precipitación 

fraccionada en sulfato amónico, se realizaron dos purificaciones sucesivas usando un 

intercambiador aniónico HiTrap Q Sepharose FF (GE healthcare life sciences). La 

fracción  proveniente de la precipitación con sulfato de amonio, una vez dializada, 

fue centrifugada a 17,000  g, durante  20 min y ajustada a una concentración de 1 

mg/mL con tampón AQ-seph (Tris-HCl, 20 mM, pH 7,2). La solución se pasó por la 

columna de Q-sepharose  (5 mL, a una velocidad de flujo 1mL/min),  previamente 

equilibrada con 5 volúmenes de columna (VC) de tampón BQ-seph (igual al tampón AQ-

seph, pero con una concentración final de NaCl de 1M) y 10  VC de tampón AQ-seph.  

Los aluatos resultantes de la fase de carga fueron colectados y la columna fue lavada 

con 5VC de tampón AQ-seph y los lavados fueron colectados como fracciones de 5 mL. 

La proteína fue entonces  eluida con un gradiente escalonado de NaCl (0,2;  0,4; 0,6;  

0,8 y 1 M.), a una velocidad de  2 mL/min. Los eluatos fueron colectados, esta vez, 

en fracciones de 2,5 mL y analizados por SDS-PAGE, para detectar la presencia de la 

LdNDT2. La segunda cromatografía se realizó con las fracciones positivas de la 
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primera y se realizó con las siguientes  concentraciones de cloruro sódico (gradiente): 

0,2;  0,25;  0,3;  0,35 y 0,4M. 

3.2.8. Análisis de Proteínas. 

A. Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE). 

Las fracciones solubles e insolubles y los eluatos de los resultados de las etapas de 

purificación fueron analizados mediante SDS-PAGE. Para este propósito se usaron 

geles preformados (NuPAGE™ Novex™ 4-12 % Bis-Tris Protein Gels). Las muestras 

provenientes de los cultivos fueron normalizadas sobre la base de sus densidades 

ópticas y preparadas para el análisis electroforético siguiendo  protocolos estándar96.   

Brevemente, las fracciones solubles y de proteínas totales proteicas se combinaron con 

1 volumen de tampón de carga 2x (Tris·Cl, 100 mM pH 6,8; DTT, 200 mM; SDS, 4 

%; bromofenol azul,  0,2 % y  glicerol, 20 %).  Luego las mezclas se calientaron a 

95ºC, durante 5 min, se dejaron enfriar a temperatura ambiente.  Las muestras fueron 

procesadas electroforéticamente (aprox. 90 min a 150 V) y las proteínas separadas se 

detectaron  utilizando el protocolo propuesto en el kit GelCode Blue Safe Protein Stain 

(Thermo scientific). 

B. Determinación de la concentración de proteínas. 

La concentración de proteína presente en las disoluciones se determinó según el método 

de Bradford97, que se basa en la variación en el espectro de absorción visible del 

colorante azul brillante de Coomasie G-250 en presencia de una proteína. La adsorción 

de proteína provoca que el valor del máximo de absorción se desplace de 465 nm a 595 

nm. La preparación del reactivo de Bradford se llevó a cabo partiendo de un 

concentrado comercial de Bio-Rad (Dye reagent) siguiendo las instrucciones del 

fabricante (dilución 1:5 para el método estándar y sin dilución para el método micro). 

Como patrón de proteína se utilizó una solución de albúmina de suero bovina (BSA) de 

concentración 1 mg/mL en agua purificada (Grifols) o en el tampón de muestra, según 

fuera el caso. Se realizaron disoluciones sucesivas de la proteína patrón como se 

muestra en la Tabla 19, completándose con agua purificada (o tampón) hasta un 

volumen total de 0,1 mL. A continuación se añadieron 5 mL de reactivo de Bradford y 

se homogenizó la mezcla. La adsorción de la proteína al colorante se produce 

instantáneamente siendo máxima y estable entre los 5 y 20 primeros minutos. Todos los 
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ensayos se realizaron a temperatura ambiente y por duplicado según la tabla de dilución 

utilizada (Tabla 19). Los resultados de absorbancia en función de la concentración de 

proteína, en μg/mL para el volumen final de 5,1 mL, se ajustaron por regresión lineal al 

modelo de una recta de primer grado, cuya linealidad se valoró según el valor de R2. 

 

Tabla 19: Disoluciones sucesivas de proteína patrón para construir la recta de 

calibración (método de Bradford). 

Nº 

L de 

Proteína 

(1 mg/mL) 

μL de Agua 

purificada 

o tampón 

mL de 

Bradford 

BSA 

(μg/mL) 

0  0 100 5,00 0 

1 20 80 5,00 2,94 

2 30 70 5,00 4,41 

3 40 60 5,00 5,88 

4 50 50 5,00 7,35 

5 60 40 5,00 8,82 

6 70 30 5,00 10,29 

7 80 20 5,00 11,76 

8       90      10    5,00 13,23 

9     100        0    5,00 14,71 

 

C. Determinaciones densitométricas de la concentración de proteínas. 

Los valores de área e intensidad de  las bandas de interés obtenidas en los geles de 

poliacrilamida, se analizaron densitométricamente,  usando un el sistema de 

documentación (Gel Doc™ EZ System, BIO-RAD).  La concentración de proteínas en 

las bandas se determinó por interpolación de los valores de intensidad en una curva 

estándar realizada con varias concentraciones,  en mg/mL,  de BSA. 

3.2.9. Ensayo de  actividad nucleósido 2’-desoxirribosiltransferasa 

El método para la determinación de la actividad nucleósido 2’-desoxirribosiltransferasa 

empleado en este trabajo se basó en la cuantificación mediante HPLC de los 2’-

desoxirribonucleósidos formados a partir de un 2’-desoxirribonucleósido y una base de 

partida61. Específicamente, en este apartado se utilizó como reacción estándar la 

obtención de 2’-desoxiadenosina, a partir de 2’-desoxiuridina como sustrato donador de 
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2’-desoxirribosa y adenina como base aceptora (Figura 21). La actividad enzimática se 

cuantificó mediante el empleo de la unidad internacional (UI), definida como la 

cantidad de enzima que produce 1 µmol de 2′-desoxirribonucleósido por minuto en las 

condiciones de ensayo.  

 

El ensayo para la determinación de la actividad enzimática se llevó a cabo a 40ºC, en 

tampón MES  50 mM (morpholineethanesulfonic acid),  pH 6,5.  Una solución de 

adenina 10 mM y desoxiuridina a 10 mM se incubó a la temperatura de reacción, 

durante 10 min. La reacción se inició tras adicionar la enzima purificada o los extractos 

(30 µL; 0,068 µg proteína total/mL) para obtener un volumen final de reacción de 240 

µL. Después  de 5 min de reacción, se detuvo la  reacción adicionando 240 µL de 

metanol frio y la mezcla se calentó a 95ºC durante 5 min. Finalmente la mezcla se 

centrifugó durante dos minutos a 9700 rpm. El sobrenadante de esta centrifugación se 

diluyó 1/3 en agua de calidad HPLC y se filtró por un tamaño de poro de 10 KDa para 

poder ser analizada posteriormente por HPLC. 

 

La mezcla de reacción filtrada se analizó por HPLC en una columna C18 Tracer Excel 

ODSA, 5 µm, 250 x 46 mm (Teknokroma). Las condiciones de elución fueron 

agua/metanol 96/4 como fase móvil inicial y posterior gradiente aumentando el 

porcentaje de metanol, flujo de 1 mL/min, volumen de inyección de 10 µL y detección a 

254 nm. 

 

Figura 21: Esquema de la reacción del ensayo de actividad para LdNDT2. 
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3.2.10. Reacciones  de Síntesis de clofarabina usando la 

nucleósido 2’-desoxirribosiltransferasa de Lactobacillus 

delbrueckii subsp. lactis.  

En este apartado se sintetizó el análogo de nucleósido clofarabina, en ambientes acuosos 

y usando cosolventes, para mejorar la solubilidad de las materias primas y empleando 

extractos  crudos con actividad NDT o LdNDT2 purificada. Las reacciones a pequeña 

escala (200-1000 L) se llevaron a cabo en tubos Eppendorf incubados en  incubador 

orbital, a 300 rpm.  A escalas superiores las reacciones se realizaron en reactores de 

vidrio de fondo redondo, equipados con un puerto para toma de muestras, condensador 

de reflujo y un termómetro y agitación magnética  Los reactores se colocaron en  un 

baño de aceite mineral, con un controlador capaz de mantener la temperatura en el 

intervalo de ±1ºC con respecto al punto de consigna (set point). 

 

A. Producción de clofarabina en medio acuoso. 

Para la síntesis enzimática de clofarabina  se termostatizaron (50ºC) suspensiones de 2-

cloroadenina, 10-50 mM  y 2'-fluoro-arabinofuranosil-2'-desoxiuridina (araF), 20-50 

mM  en Tampón MES, pH 6,5, durante 30 min. Para iniciar la reacción de síntesis, la 

enzima o los extractos enzimáticos fueron adicionados (0,9-20 U/ µmolaraF) y la 

reacción se mantuvo a 50ºC.  La duración de las reacciones osciló entre 2-72 horas. 

 

B. Producción de clofarabina en medio acuoso y cosolventes orgánicos. 

Para la síntesis enzimática de clofarabina  se termostatizaron (50ºC) suspensiones de 2-

cloroadenina, 20-50 mM  y 2'-fluoro-arabinofuranosil-2'-desoxiuridina (araF), 20-50 

mM  en Tampón MES, pH 6,5, suplementado con un cosolvente orgánico,  durante 30 

min. Para iniciar la reacción de síntesis, la enzima o los extractos enzimáticos fueron 

adicionados (0,9-20  U/ µmolaraF) y la reacción se mantuvo a 50ºC.  La duración de las 

reacciones osciló entre 2-72 horas. 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN. 

 

La clofarabina es un análogo de nucleósido de purina de segunda generación, autorizado 

por la EMEA para su uso en el tratamiento de la leucemia linfoblástica aguda en 

pacientes pediátricos.  Su síntesis química ha sido desarrollada y optimizada37, 40, 

aunque su producción a gran escala está ligada al uso de grandes volúmenes de 

disolventes orgánicos y a etapas de purificación para obtener el anómero deseado, con el 

consiguiente efecto sobre el rendimiento global del proceso. 

 

En este sentido, en este trabajo nos propusimos la búsqueda de  alternativas, "verdes", 

para la obtención de este análogo de nucleósido, usando nucléosido 

desoxirribosiltransferasas como biocatalizadores (Figura 22).  

 

 

Figura 22: Síntesis de clofarabina usando nucléosido desoxirribosiltransferasas como 

biocatalizadores. 

 

Los primeros estudios sobre N-desoxirribosiltransferasas revelaron que estas enzimas 

tienen una amplia tolerancia hacia las modificaciones de la purina o la pirimidina68, 98, 99 

y,  aunque son muy específicas para 2-desoxirribosa, Kaminski y col.100 han demostrado 

que una simple mutación en el centro activo de esta enzima puede ampliar esta 

especificidad, por ejemplo, para utilizar 2,3-didesoxirribosa y 2,3-didehidro-2,3-

didesoxirribosa. También se ha descrito el reconocimiento de  2'-desoxirribonucleósidos 
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con flúor en la posición 2'C101, de esta manera usando una   LlNDT recombinante se ha 

transferido la  2'-desoxi-2 '- fluoro--D–ribofuranosa,  a partir de 2'-desoxi -2 ' 

Fluorouridina (dFUrd),  a 1,2,4 - triazol -3–carboxamida para de esta forma obtener 2'-

desoxivirazol , aunque con bajos rendimientos, en una reacción con una duración de 14 

días.  Y, finalmente, los resultados obtenidos por Fernández Lucas y col.61 con la NDT 

de  L. ruteri , dan argumentos para pensar en la plasticidad de estas enzimas, toda vez 

que la LrNDT puede reconocer arabinonucleósidos y 2'-fluorodesoxirribonucleósidos 

como sustratos.  

4.1. Estudios de acoplamiento (docking) molecular  

Con el objetivo de valorar la potencialidad  de enzimas del tipo NDT para llevar a cabo  

la reacción de síntesis de clofarabina, se realizó un cribado, mediante estudios de 

acoplamiento (docking) molecular, de estructuras cristalinas anotadas en la base de 

datos Protein Data Bank como:  “Nucleoside 2-deoxyribosyltransferase”, usando 

como ligandos: i) un sustrato natural de estas enzimas, la 2’-desoxiuridina (dUrd) y ii) 

el sustrato propuesto para la síntesis de clofarabina, 2'-fluoro- arabinofuranosil-2'-

desoxiuridina (araF). 

 

En la selección de las estructuras cristalinas, se ha tenido en cuenta su pertenencia a las   

DRTasas de la clase II (NDTs), es decir, aquellas que catalizan la trasferencia de 

desoxirribosa entre purinas o pirimidinas (Pur  Pur, Pur   Pyr, o Pyr  Pyr), 

aunque con una gran preferencia por desoxipirimidinas como sustrato donante69.  En 

este sentido, se escogieron tres estructuras (Tabla 7) que, a pesar de no tener una 

elevada identidad entre ellas, si que muestran una gran similitud estructural.   

 

En la Figura 23 se muestra un alineamiento de estas tres secuencias y analizando en 

detalle las mismas, observamos la conservación de los residuos involucrados en la 

actividad biocatalítica de las 2´-desoxirribosiltransferasas59, 69, 72, 102, es decir, los que 

intervienen en el reconocimiento de la 2´-desoxirribosa en Lactobacillus leichmannii, 

que son Tyr7, Asp72, Asp92, Glu98 y Asn123.  De éstos, en el alineamiento de las 

secuencias, se pueden identificar, en la NDT  de Enterococcus faecalis, que los residuos 

Tyr5, Asp80, Glu86 y Asn130 podrían estar involucrados en el reconocimiento de  la 2´-
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desoxirribosa;  y en la NDT de Trypanosoma brucei, se pueden identificar  los residuos 

Tyr5, Asp76, Glu82 y Asn126.  Aunque las principales diferencias se observan en  la 

conservación de los residuos que participan en la el reconocimiento de la base (residuos 

Glu 46, Asp72 y Tyr157 en Lactobacillus leichmannii). Aquí se sustituye la Glu (de la 

LlNDT) por Ala42, en 3EHD y Glu42 en 2A0K, en tanto que los otros dos están 

ausentes en estas  secuencias. 

 

A partir de los resultados del alineamiento no se puede asegurar que 3EHD y 2A0K 

sean NDTs de tipo II, toda vez que en ambas faltan 2 de los 3  residuos polares y 

aromáticos implicados en la correcta orientación y estabilización de la base, tal y como 

ocurre en la proteína  LlNDT,  Gln y Tyr.  Fresco-Taboada y col.64 indicaron que la 

Gln en las NDT se localiza en un bucle que actúa como tapa  del centro activo y que 

asegura el ajuste del sustrato en el mismo. En el caso de las NDTs, la presencia de la 

Gln fuerza a que ese bucle se cierre sobre el sitio activo y lo aísla del medio; mientras 

que en las PDTs, en las que el residuo Gln está ausente,  el bucle se encuentra en una 

conformación más abierta y sólo se produce ese ajuste cuando la base es voluminosa, 

una purina, ya que las pirimidinas  tienen un tamaño menor. El otro residuo ausente, la 

Tyr terminal, es según trabajos de mutagénesis dirigida realizados por  Short y col.72 

más crítica en el caso de las PDTs, ya que es este residuo el que forma los  enlaces de 

hidrógeno con la purina, mientras que en las NDTs estos puentes los forma la Gln, 

ausente en las PDTs. 

 

A la luz de estos resultados, las nucleósido 2-desoxirribosiltransferasas de 

Enterococcus  faecalis  y Trypanosoma brucei podrían tener mayor preferencia por las 

purinas. De todas maneras, otros aminoácidos podrían interaccionar con la base y  

suplir la ausencia de los residuos determinantes de la actividad en LlNDT. Así, por 

ejemplo,  al comparar la disposición del centro activo de BpNDT con el de otras 

NDTs, Fresco-Taboada y col.64 concluyeron que BpNDT podría tener mayor 

preferencia por las purinas, pero que puede llevar a cabo la reacción de transferencia 

con aceptores pirimidínicos dado que el carboxilato de la Lys142, en esta enzima, 

interviene en el mecanismo de reacción. 

                                                 
 2′-desoxirribosiltransferasa de Bacillus psychrosaccharolyticus. 



 

 75 

 

 

Figura 23: Alineamiento con ClustalW de las secuencias de NDTs utilizadas. 1F8X: 

Nucleósido 2’-desoxirribosiltransferasa tipo II de Lactobacillus leichmannii; 3EHD: proteína 

PF05014 de  Enterococcus faecalis V583; 2A0K: Nucleósido 2-desoxirribosyltransferasa de 

Trypanosoma brucei. El grado de conservación se indica con los símbolos ClustalW. Las 

regiones señaladas con el cuadro blanco, indican los sitios de reconocimiento del sustrato 

pirimidinico. 

 

 

Figura 24: Centro activo de LlNDT. A: Complejo (in silico) de dUrd unida a LlNDT; B: 

Complejo LlNDT con AraF.  Se muestra  un mapa de la densidad electrónica de los sustratos en 

el interior del centro activo (modelo semitransparente). 

 

En este sentido, se realizaron estudios de acoplamiento molecular con la dUrd y con 

AraF  y se estimaron  las posiciones de estas moléculas en el centro activo de las 

NDTs seleccionadas. Los criterios de selección de la enzima para llevar a cabo la 

reacción propuesta fueron: i): el de la cercanía geométrica a los residuos involucrados 
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en el centro catalítico y ii): criterios energéticos (energía favorable) para finalmente 

establecer un enlace covalente entre el residuo Glu nucleofílico y el pentofuranosilo. 

La Tabla 20  muestra los resultados del estudio de acoplamiento ciego de las mejores 

“poses” y sus principales interacciones con los residuos de los centros activos de las 

tres enzimas seleccionadas. Analizando los datos de la energía libre de unión de los 

dos ligandos utilizados en este estudio  se puede apreciar que dUrd (-7,5 Kcal/mol) es 

capaz de formar un complejo 0,6 Kcal/mol más estable que la AraF (-6,9 Kcal/mol) 

cuando el receptor es la LlNDT. Este resultado puede estar relacionado al hecho de 

que  dUrd es capaz de establecer un mayor número de interacciones con los residuos 

involucrados en el centro activo.   

Sin  embargo,  esto no ocurre así cuando se analizan  los resultados del acoplamiento 

con los otros dos receptores. El centro activo de estas dos enzimas es más volumétrico 

dado que sus sustratos, los nucleósidos purínicos, son más voluminosos. Esto hace que 

la ubicación de los sustratos en estudio (dUrd y AraF), encuentre posibilidades de 

establecer puentes de hidrógeno con residuos diferentes a los esperados para el caso de 

una NDT de tipo II. En la Tabla 20 se puede apreciar que las “poses” que se acercan a 

los criterios energéticos y de cercanía al  Glu catalítico, no se corresponden con los 

residuos típicos del centro catalítico de una dRTasa de tipo II. 

 

En la Figura 24 se puede apreciar que ambos sustratos (dUrd y AraF) se posicionan en 

el centro activo del enzima LlNDT, de manera que pueden ser reconocidos por las 

cadenas laterales de los residuos Asp72, Asn323, Glu98 (residuo catalítico, 

posicionado por Tyr7), Asn92, Glu46 y Tyr7, que pueden formar una densa red de 

puentes de hidrógeno con este sustrato natural (Figura 24 A).  AraF, Figura 24 B, 

también se ubica de manera que, espacialmente, puede ser reconocido por los residuos 

antes mencionados, aunque la presencia del flúor impone torsiones adicionales en 

AraF que hace que determinados residuos en el centro activo no puedan establecer 

puentes de hidrógeno (Tabla 20). 
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Tabla 20: Resultados del estudio de acoplamiento ciego. dUrd: desoxiuridina; AraF: 

2'-fluoro- arabinofuranosil-2'-desoxiuridina. A: y B: cadena en la cual se localiza el 

residuo. 

PDB ID Ligando 

Energía de 

unión 

(kcal/mol) 

Residuos involucrados 

1F8X 

 

dUrd 
-7,5 

Gln46A, Glu98A, Asp72A, Asp92A, Asn323B, 

Tyr357B 

AraF -6.9 Ala10A, Glu98A, Gln46A 

2A0K 

dUrd 
-6,9 

Gly16A, Gln50A, Asn61A, Thr87A, Glu90A, 

Asn134B 

AraF -7,5 Gln50A, Glu90A, Asn134B 

3EHD 

dUrd -6.5 Gly8B, Asp60B, Asn130B, Tyr132B 

AraF 
-6,8 Gly8B, Asp60B, Asn130B, Tyr132B 

 

A la luz de estos resultados, en este trabajo se estima el uso de la NDT de Lactobacillus 

leichmannii (1F8X), para la síntesis biocatalítica de clofarabina.  

 

 

4.2. Síntesis de Clofarabina usando la nucleósido 2′-
desoxirribosiltransferasa de Lactobacillus delbrueckii 
subsp. lactis 

4.2.1. Obtención de la nucleósido 2´-desoxirribosiltransferasa 

recombinante de Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis. 

4.2.1.1. Amplificación,  clonación  y  secuenciación  del  gen  Ldndt2    

 

Una vez seleccionada, en los estudios in silico, la enzima de  Lactobacillus leichmannii,  

en este trabajo se ha clonado y expresado esta enzima (específicamente, la de L. 

delbrueckii), con el objetivo de disponer del biocatalizador para las reacciones de 

transglicosilación. En la base de datos Genbank, el gen ndt2 (número de acceso: 

EGD27012.1) codificaría para una proteína de 163 residuos aminoacídicos, con una 

masa molecular de 18,741 kDa. Observando detalladamente el producto del gen ndt2 

(proteina NDT2 de L. delbrueckii), encontramos que contiene dos metioninas, muy 
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cercanas (Met1 y Met7) en la región N-terminal (Figura 25), es decir dos posibles 

codones de inicio (ATG), en este gen. No obstante, en el alineamiento de ambas 

secuencias (las secuencias de L. delbrueckii y de L. leichmannii; (Figura 25), a partir de 

la segunda metionina, las secuencias son prácticamente idénticas. En este sentido se 

diseñaron oligos para amplificar la secuencia evitando los 7 primeros residuos, 

incluyendo  la Met7, pues los trabajos de Kaminsky y col.59, Porter y col.69 y Short y 

col.104 indican que este residuo no está presente en la proteína  de L.  leichmannii 

madura, una vez expresada en E. coli. 

 

Para la amplificación del gen ndt2 por PCR  se añadieron los sitios de restricción NdeI y 

SalI en los extremos del gen.  La amplificación por PCR permitió la obtención de un 

fragmento de 483 pb, que concuerda con el tamaño del gen ndt2 que codifica para la 

síntesis de la NDT de Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis. El producto génico se 

purificó y se subclonó en el vector pGEM-T-Easy y se obtuvo la construcción 

recombinante, pGEM-Ldndt2 (Figura 26).  

 

 

Figura 25: Alineamiento de las secuencias de las NDT de Lactobacillus delbrueckii (LdNDT2) 

y Lactobacillus leichmannii (LlNDT). Se muestran los residuos (sombreado claro) diferentes en 

estas secuencias. 

Para la expresión recombinante se utilizó el sistema E. coli BL21(DE3)/pET22b(+). En 

este caso, a  partir del vector recombinante  pGEM-Ldndt2, se obtuvo, tal y como se 

describe en el apartado 3.2.1.1, el fragmento 483 pb. Dicho fragmento se purificó y se 

clonó utilizando como vector el plásmido pET22b(+) para obtener el vector 

recombinante pET22b-Ldndt2  (Figura 27). 

                                                 
 Las cepas tipo, Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus lactis, Lactobacillus leichmannii y Lactobacillus 

bulgaricus exhiben homologías de ADN-ADN de 90-100% entre sí. Estas cepas se consideran así pertenecientes a 

una misma especie que, según las reglas de prioridad, conservarían el nombre de Lactobacillus delbrueckii103.. 
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Con la a nueva construcción, con el gen ndt2,  se transformaron células competentes 

de E. coli BL21(DE3 y el producto de transformación se sembró en placas de Petri con 

medio LB con ampicilina. Los clones positivos se analizaron para comprobar la 

incorporación del inserto y para estudiar su capacidad de expresar la proteína 

recombinante LdNDT2 en medio LB según los protocolos del apartado 3.2.4. 

La Figura 28 muestra una banda muy significativa (carril I, Figura 28) de 

aproximadamente 18 kDa, que corresponde con el peso molecular esperado de la 

proteína de NDT2, la cual apenas se observa en el control no inducido (carril NI, 

Figura 28). Por otro lado, el estudio densitométrico de los geles de proteínas teñidos 

con Coomassie para determinar el porcentaje de proteína recombinante soluble 

demostró que  aproximadamente el 50 %, de las proteínas solubles en el extracto, 

corresponden  a la proteína recombinante NDT2, en comparación con un 4 % de las 

células no inducidas). Esto indica que el mecanismo de regulación de la expresión del 

gen clonado, en el sistema de expresión E. coli BL21(DE3)/pET22b(+) funciona de 

manera adecuada y que la proteína se está expresando en forma soluble en el 

citoplasma de las células. 
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Figura 26: Subclonaje del gen ldndt2. A: Plásmido recombinante pGEM-Ldndt2. B: PCR-screening de clon recombinante con la construcción pGEM-Ldndt2. 

Kb: marcador;  Carril 2: Se observan la banda de 483pb, que indica la presencia del inserto. 
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Figura 27: Esquema del plásmido pET22b-Ldndt2 

 

 
Figura 28: Análisis de proteínas citosólicas solubles por SDS-PAGE y teñidas con Azul de  

Coomassie. M: Marcadores de peso molecular; NI: No inducido I: Inducido. 

 

4.2.2. Producción de la proteína recombinante.  Fermentaciones. 

La cepa recombinante   E. coli BL21 [pET22-Ldndt2] fue crecida, sin inducción, para  

determinar sus perfiles de crecimiento, en  fermentaciones sumergidas, y obtener 

parámetros relacionados con el crecimiento, a partir de las curvas de crecimiento 
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(Figura 29).  En los 4 medios utilizados (LB, TB, M9 y MMM), el clon recombinante 

entró en la fase de crecimiento logarítmico 2h después de la inoculación y en fase 

estacionaria después de 6 horas. La velocidad máxima de crecimiento (µmax) del 

cultivo en medio LB fue de 0,4995 y de 0,6438  en medio TB y el tiempo de 

duplicación de  1,387 h en medio LB y de 1,076 h en medio TB. En cuanto a los medios 

sintéticos, la µmax en M9 fue de 0,4847 y en el medio mínimo modificado (MMM) de 

0,4821; con tiempos de duplicación de 1,430 h y de 1,437 h, respectivamente.  

Finalmente, en los cutro medios, la estabilidad del plásmido estuvo por encima del 90% 

tras 16 horas de fermentación. 

   
Figura 29: Perfiles de crecimiento del clon recombinante en los medios Terrific broth (TB), 

Luria broth (LB), medio mínimo  (M9) y medio mínimo modificado (MMM). 

 

Para  determinar el efecto de la composición del medio de cultivo sobre el crecimiento 

del clon recombinante E. coli BL21 [pET22Ldndt2], se analizó además la producción de 

biomasa, la producción de proteína total  y la expresión de la enzima. La Tabla 21 

muestra una comparativa de los cuatro medios ensayados en lo referido a densidad 

celular y nivel de expresión proteica. En los medios complejos (LB y TB), se observó 

un incremento de la densidad celular, siendo el medio TB el medio con mejores 

resultados. En cambio, en los medios minerales (MMM y M9) se obtuvieron menores 

rendimientos de biomasa. De la Tabla 21 se puede además concluir que  se obtienen 

concentraciones superiores de proteína total (por gramo de biomasa celular) en los 

medios complejos, en comparación con los medios sintéticos. Sin embargo, la relación 

proteína total/biomasa para todos los medios es muy similar. 
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Figura 30: Análisis de proteínas citosólicas solubles por SDS-PAGE en los cuatro medios 

ensayados. TB: Terrific broth; LB: Luria–Bertani;  M9: medio mínimo; MMM: medio mínimo 

modificado; M: Marcadores de peso molecular; NI: No inducido I: Inducido. A: BSA,    

 

Tabla 21: Proteína total y producción de biomasa de los cultivos del clon recombinante 

E. coli BL21 (DE3)/ [pET22Ldndt2] en diferentes medios de cultivo. 

Medio 
Proteína total 

(g/L) 

Biomasa 

(g/L) 

Relación Proteína 

total/Biomasa 

LB 1,85 ± 0,21 9,69 ± 0,22 0,19 

TB 2,62 ± 0,24 14,20 ± 0,65 0,18 

M9 1,42 ± 0,14 7,48 ± 0,50 0,19 

MMM 1,47 ± 0,13 7,35 ± 0,38 0,20 

 

Teniendo en cuenta los resultados del análisis de los perfiles de crecimiento, se decide 

continuar los estudios utilizando medio TB. La alta producción de biomasa en este 

medio tiene que ver con la presencia, entre sus componentes, de nutrientes de fácil 

digestión y ricos en péptidos y oligoelementos y de glicerol como fuente de carbono.  

De hecho, el medio TB contiene un poco más de Bacto® Tryptone,  pero casi 5 veces 

más de extracto de levadura, en comparación con el medio LB, lo cual se traduce en un 

mayor suministro de factores de crecimiento y de precursores de ácidos nucleicos. Por 

otro lado, contiene tampón fosfato para mantener un pH fisiológico durante el 

crecimiento exponencial;  y el glicerol (que al metabolizarse no genera ácidos), a una 

concentración que no limita la velocidad de crecimiento.  

                                                 
 Es un digerido pancreático de caseína, se utiliza como fuente de nitrógeno en los medios de cultivos 
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Figura 31: Perfiles de crecimiento y actividad volumétrica del clon recombinante E. coli BL21 

(DE3)/ [pET22Ldndt2] inducido en fase exponencial temprana (A) y en fase exponencial media 

(B).  La  flecha señala el momento aproximado de la inducción (Ind.). 

 

Teniendo en cuenta el perfil de crecimiento, en medio TB,  se valoró el mejor momento 

para la inducción.  Los cultivos fueron entonces inducidos en fase exponencial temprana 

(2h) y en fase exponencial media (3,5 h) (Figura 31), con IPTG (1mM).  En la Tabla 22 

se resumen los resultados  obtenidos.   La comparación denota que,  induciendo en estos 

dos momentos de la fase exponencial, la productividad de biomasa  (gBS/L/h)  es muy 

similar, lo que podría indicar que la expresión de la proteína no afecta la velocidad de 

crecimiento. No obstante, inducir los cultivos en fase exponencial media, parece ser más 

efectiva, a juzgar por la actividad volumétrica (U.L-1), 54480 unidades de actividad 
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enzimática por litro de caldo fermentativo, que es un 54,5% superior a la obtenida 

cuando se induce al inicio de fase exponencial.   

 

 

Tabla 22: Resumen de los resultados de las inducciones en medio TB (matraz). BS: 

Biomasa seca; DO: densidad óptica. 

Parámetro* 

Fase log 

temprana 

Fase log 

media 

Máxima DO (600nm) 8,31 9,35 

Biomasa  (g BS.L-1)  3,24 3,64 

Productividad (g BS.L-1.h-1) 0,40** 0,45** 

Actividad volumétrica (kU.L-1) 35,25 54,48 

Productividad enzimática  (kU.L-1.h-1) 4,40 6,81 

                 *4 horas post-inducción. 

               **8 horas de fermentación. 

 

4.2.3. Ensayos preliminares de producción en biorreactor. 

Operación en discontinuo. 

El objetivo de estos ensayos preliminares es extrapolar los resultados obtenidos  a nivel 

de matraz a un  biorreactor de 7L con un volumen de trabajo de 5L para, por una parte 

tener una idea de los costes de producción y además, disponer de suficiente cantidad de 

la enzima para los ensayos de purificación y síntesis de clofarabina. Para ello, se utilizó 

el medio TB, en  condiciones similares a las  empleadas en los ensayos a pequeña 

escala, controlando la concentración de O2 disuelto, fijándola en 30 % (agitación en 

cascada) y el pH, fijándose en 7,0 mediante la adición de NaOH (2N) o HCl (2N). Por 

otro lado, teniendo en cuenta los resultados obtenidos a nivel de matraz, las inducciones 

se realizaron cuando el cultivo alcanzó la fase exponencial media, esto es a una  

densidad óptica de DO600nm = 1,0 (Figura 32), añadiendo 1 mM de IPTG al biorreactor. 

                                                 
 El método empleado de rutina para medir la biomasa de los cultivos se basa en la  determinación 

espectrofotométrica a 600 nm de la turbidez de la solución del medio de  cultivo. Luego, se puede convertir este valor 

a concentración de biomasa (gBSL-1) multiplicando el valor de DO600 nm por 0,39 g/L (un factor obtenido a partir de 

una correlación entre turbidez y peso seco celular).  
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Figura 32: Curva de crecimiento y perfil de inducción de E. coli BL21 [pET22ldndt2], en 

medio TB en biorreactor de 7 L (volumen operacional: 5 L).  La inducción se realizó con 1 mM 

de IPTG. En rojo, la actividad volumétrica y en azul la biomasa. Act vol: actividad volumétrica. 

 

A esta escala se reproducen los perfiles de crecimiento y de expresión obtenidos a nivel 

de matraz,  obteniéndose una  velocidad máxima de crecimiento (µmax) del cultivo en 

medio TB de  0,6137  h-1 y un tiempo de duplicación de  1,129 h-1. Por otra parte, la 

actividad volumétrica muestra un incremento constante,  desde el momento de la 

inducción (4,3-5h) hasta 4 horas post-inducción. A partir de este punto se observó una 

rápida disminución (degradación) de la actividad volumétrica, lo que podría indicar  

deficiencia de  nutrientes, presumiblemente,  de uno o más aminoácidos esenciales.  El 

agotamiento de ciertos aminoácidos puede conducir a cambios en los flujos 

metabólicos, en la síntesis proteica y, posiblemente, también conduce a determinadas 

respuestas, a corto plazo, antes de que la célula induzca el conjunto de enzimas para la 

síntesis de este aminoácido esencial. Éstas podrían incluir,  la degradación de la proteína 

recombinante,  para proporcionar los aminoácidos necesarios para la síntesis de 

proteínas esenciales.  El nivel de producción de LdNDT2, en estas condiciones alcanzó 

163 mg/L, en el punto más alto de producción. Por lo tanto, las células deben ser 

cosechadas antes de que se produzca la deficiencia de nutrientes).  En la  Tabla 23 se 

resumen los resultados  obtenidos a nivel de biorreactor operado en batch, sin 

alimentación. 

                                                 
 Calculado a partir del análisis densitométrico de la fracción soluble, en geles de poliacrilamida. 

Aproximadamente, la banda correspondiente a la proteína LdNDT2 representaba, en este caso, el 31-32 % 

del total de las proteínas solubles. 
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Tabla 23: Resumen de los resultados de las inducciones en medio TB (Biorreactor 

operado en batch). BS: Biomasa seca; DO: densidad óptica. 

          Parámetro  

Máxima DO (600nm) 21,8 

Biomasa  (g BS.L-1)  8,50 

Productividad (g BS.L-1.h-1) 1,06 

Actividad volumétrica (kU.L-1) 62,50 

Productividad enzimática (kU.L-1.h-1) 7,81 

 

 

4.2.4. Ensayos preliminares de producción en biorreactor. 

Operación en discontinuo alimentado 

El rendimiento de la producción de proteínas recombinantes depende tanto de la 

concentración de la biomasa como de la productividad celular específica. En este 

contexto,  para lograr una alta concentración de biomasa en el cultivo, el sistema de 

cultivo discontinuo alimentado es la opción preferida para obtener cultivos de alta 

densidad105.  Las estrategias de alimentación incluyen métodos de retroalimentación 

indirecta (tales como pH-stat y DO-stat), métodos de alimentación predeterminados 

(tales como alimentación exponencial) y alimentación de acuerdo con la absorción o 

demanda del substrato106. 

Durante la fermentación,  a medida que el cultivo bacteriano crece, la pO2 disminuye 

debido  al aumento en la captación de O2 por el cultivo. En la Figura 34 se muestra una 

representación de la evolución de  este (pO2) y otros  parámetros  en el biorreactor 

operado en discontinuo. En la  misma se puede apreciar  que el cultivo comenzó con 

una saturación de oxígeno cercana al 80%,  y con el avance de  la fermentación,  la pO2 

fue disminuyendo hasta estabilizarse, entre las 4-5 horas (punto A de la Figura 34),  al 

30% de saturación. En este punto, la velocidad de agitación comienzó a aumentar 

exponencialmente, y 4-5 horas después, se estabiliza (punto B de la Figura 34), 

coincidiendo con una disminución brusca del consumo de oxigeno.   

                                                 
 Alimentación de nutriente cuando el pH empieza a aumentar, debido a el agotamiento del sustrato. 
 Alimentación  de  nutriente  cuando  el  oxígeno disuelto (OD) empieza a aumentar, debido a el 

agotamiento de la fuente de carbono. 
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En base a los perfiles de consumo de oxígeno observados, se consideró iniciar los  

ensayos de producción del enzima LdNDT2, en discontinuo alimentado, controlando la 

alimentación en base al nivel de oxigeno disuelto, el denominado DO-stat. Bajo esta 

estrategia de alimentación, las células de E. coli se cultivaron durante 20 h, desde 0,02 

g.L-1 hasta 35,23 g.L-1,  y se obtuvieron unas 90 unidades de Densidad Óptica. 

 El crecimiento y la alimentación en este cultivo se dividieron en tres fases (Figura 33). 

Una fase de crecimiento no limitante, en “batch”,   que duró  hasta que se alcanzaron 

alrededor de 6 gramos de biomasa seca por litro de cultivo (BS.L-1), a una velocidad de 

crecimiento de 0,60 h-1,  momento  en el cual comienzó la fase de alimentación “pre-

inducción”, con el medio de alimentación concentrado. Este punto coincidió con el 

mencionado punto A de la Figura 34 y la tercera fase, la de alimentación “post-

inducción”, comenzó aproximadamente a las 10 horas de cultivo, cuando la 

concentración de biomasa alcanzó los 14 gramos de peso seco por litro de medio de 

cultivo, momento en el que se indujo el cultivo con IPTG.  

El cultivo inducido se mantuvo creciendo exponencialmente durante cuatro horas, 

aunque con una tasa de crecimiento menor (µ= 0,1 h-1).  Al final de esta fase se 

obtuvieron aproximadamente 35 g de BS.L-1, unas 90 unidades de densidad óptica, es 

decir se cuadruplicó el rendimiento (en biomasa) respecto a la fermentación discontinua, 

no alimentada (Tabla 24). Por otro lado, la actividad enzimática volumétrica fue 

máxima a las cuatro horas post inducción (Figura 33), a partir de este momento la 

actividad volumétrica dejó de aumentar, a pesar de que la biomasa aun continuó 

aumentando. En este caso, la explicación del cultivo no alimentado, referida a 

deficiencia de  nutrientes, no es factible, toda vez que el cultivo ha estado alimentado, 

con soluciones concentradas de nutrientes (extracto de levadura, (NH4)SO4, MgSO4. 

7H2O y glicerol), que consiguen mantener el crecimiento exponencial del cultivo. 

Por otro lado, la explotación comercial de cepas recombinantes depende, en gran 

medida, de la estabilidad de los plásmidos y de los niveles de expresión.  La estabilidad  

de las construcciones recombinantes está determinada por factores como: el número de 

copias del plásmido, los patrones de replicación, el tipo de sustrato, la composición del 

medio, la temperatura del cultivo y toxicidad de la proteína expresada.  En la Figura 33 

junto a los perfiles de crecimiento, se ha graficado la estabilidad (retención) del 

plásmido recombinante, durante el cultivo. Cuando el cultivo  en matraz y en 
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biorreactor fue operado en modo discontinuo (batch), la retención de los plásmidos al 

final de los ciclos fermentativos estuvo por encima del 90%, pero  en las fermentaciones 

semicontínuas (batch-alimentado), a las 4-5 horas post-inducción, la inestabilidad 

plasmídica comienzó a hacerse significativa, al punto de que una tercera parte de las 

células podría no tener plásmidos y por tanto, no eran productivas (Figura 33).   

Una de las posibles explicaciones para la inestabilidad del plásmido esta en la  

existencia de  un diferencial, significativo, de velocidad de crecimiento entre las células 

que contienen y las que no contienen plásmidos.  Las células que retienen  plásmidos 

están obligadas a asignar una parte de sus recursos para apoyar actividades relacionadas 

con plásmidos que incluyen mantenimiento y replicación del ADN plasmídico y 

expresión de genes plasmídicos. De cualquier manera, el cómo estabilizar la 

construcción recombinante parece ser una de las vías para incrementar la productividad 

(actividad volumétrica) de la LdNDT2  producida en modo semicontínuo.   

 

Figura 33: Producción de LdNDT2 en un cultivo discontinuo alimentado. En cultivo se 

alimenta antes  y después de la inducción con IPTG. Act. Enz.: Actividad volumétrica (kU/L); 

Estab. Plasm.: Estabilidad del plásmido (%). 
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4.2.5. Comparación    de    la    producción    de    LdNDT2   en    

cultivos    en    discontinuo y discontinuo alimentado. 

La Tabla 24 presenta los resultados obtenidos en relación con la productividad de 

LdNDT2 en las  tres estrategias utilizadas, es decir, usando fermentaciones discontinuas 

(en matraz y en biorreactor) y en fermentaciones discontinuas alimentadas (en 

biorreactor).  En cultivos semicontinuos se alcanzaron 90 unidades de densidad óptica, 

unos 35 g BS.L-1, unas 4 veces superior al rendimiento obtenido sin alimentación. 

Aunque los parámetros de productividad (de biomasa y de enzimas) no mejoraron al 

mismo nivel, lo cual significa que estas fermentaciones preliminares, aun no son 

óptimas. Para futuras fermentaciones se podrían resolver cuestiones como: ¿Cuándo se 

debe inducir el cultivo semicontínuo? 

 

Cuando analizábamos los rendimientos obtenidos en los cultivos discontinuos, 

observamos  que inducir a diferentes tiempos, modificaba los perfiles de crecimiento y 

de expresión. En el semicontinuo, una vez adicionado el IPTG, también se observó una 

disminución de la velocidad de crecimiento. Se conoce que el uso de un promotor fuerte 

dentro del sistema de expresión, a menudo conduce a una síntesis brusca de proteína 

recombinante. Esto tiene como resultado la inhibición del crecimiento celular producto 

de la síntesis de una gran cantidad de proteína recombinante107. Luego, observamos que 

en la fermentación semicontinua, a las 4 horas después de la inducción, se alcanzó la 

máxima actividad volumétrica y el cultivo aún continuaba creciendo. En este sentido, 

estudiar la posibilidad de inducir 4 horas antes de alcanzar el máximo de biomasa 

teórico, podría suponer una alta producción volumétrica de la enzima. 

 

El nivel de producción de LdNDT2, en estas condiciones alcanzó 606 mg de la proteína 

por litro de caldo fermentativo, en el punto más alto de producción, unas 189 kU/L, lo 

que supone un incremento significativo (casi 4 veces)  en comparación con la proteína 

obtenida en el cultivo en discontinuo. 

 

                                                 
 Calculado a partir del análisis densitométrico de la fracción soluble, en geles de poliacrilamida. Aproximadamente, 

la banda correspondiente a la proteína LdNDT2 representaba, en este caso, el 32 % del total de las proteínas solubles. 



 

 91 

Tabla 24: Comparación    de    la    producción    de    LdNDT2  en    cultivos    en    

discontinuo (matraz y biorreactor)  y discontinuo alimentado (biorreactor). 

Parámetro* 

Discontinuo 

(matraz) 

Discontinuo 

Biorreactor 

Discontinuo 

alimentado 

Biorreactor*  

DO 600nm Máxima  9,35 21,8 90,34 

Biomasa 
  (g BS.L-1) 

3,64 8,50 35,23 

Productividad 
(g BS.L-1.h-1) 

0,45 1,06 2,20 

Actividad volumétrica 
(kU.L-1) 

54,48 62,50 189,02 

Productividad enzimática 
(kU.L-1.h-1) 

6,81 7,81 11,81 

*A las 16 horas de fermentación. 
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Figura 34: Registro gráfico de la evolución  de los parametros fermentativos a escala de bioreactor de 5L. A: 30% de saturación de O2, inicio de la 

alimentación pre-inducción; B: Alimentación post-inducción.
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4.2.6. Purificación de la LdNDT2  recombinante producida en E. coli 

El crudo (lisado celular clarificado) contiene, además de la proteína LdNDT2 otras 

proteínas acompañantes  que podrían de alguna manera afectar la actividad de la 

enzima, por ejemplo, compitiendo por los sustratos.  Se ha documentado que la 

promiscuidad de las NPs, puede hacer que estas enzimas acepten un amplio rango de 

sustratos (nucleósidos) con modificaciones en la porción del azúcar, ej. 2’- o 3’-NH2, 

2’-F (ribo- o arabino-) y  2’-OH (arabino)108. De hecho, nucleósidos antileucémicos 

como Cladribina, Fludarabina, Clofarabina y  Nelarabina han sido sintetizados usando 

enzimas del tipo NPs109, 110.  De modo que la presencia de estas enzimas en el crudo 

podría afectar el rendimiento de la reacción. En este trabajo para demostrar, por un lado,  

que la actividad 2’-desoxi-2’-fluororibosil-transferasa de interés se corresponde con la 

acción de la  LdNDT2 y además,  valorar aspectos relacionados con las cinéticas y las 

especificidades de esta, se ha procedió a la purificación de la enzima.  

A. Precipitación fraccionada con sulfato amónico. 

Uno de los objetivos en la purificación de proteínas es la obtención del máximo 

rendimiento de proteína pura en el menor número de pasos, lo cual no solo favorece la 

estabilidad de la proteína, sino también disminuye los costes de producción. La mayoría 

de los procesos de purificación requieren de más de un paso para conseguir el grado de 

pureza deseado, lo que puede provocar pérdida del producto. En este caso, se han 

empleado dos pasos cromatográficos para purificar la NDT2 de Lactobacillus 

delbrueckii, previa precipitación fraccionada con sulfato de amonio. 

 

 

Figura 35: Gel SDS-PAGE de la precipitación fraccionada usando dos concentraciones de 

sulfato amónico (20 y el 70% de saturación). M: Marcadores de peso molecular; Crud: 

Extracto crudo (fracción soluble). 
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El primer paso de purificación consistió en la precipitación usando dos concentraciones 

de sulfato amónico (20 y el 70% de saturación de sal) y  en ambas fracciones se localizó 

la enzima  LdNDT2 (Figura 35).  Esto se debe a que ésta es una técnica de purificación 

muy poco precisa, utilizada sobre todo para concentrar y estabilizar proteínas. A la luz 

de estos resultados, y en el sentido de recuperar la mayor cantidad posible de actividad 

enzimática, se escogió la precipitación, en un solo paso, usando un 70% de saturación 

de sal.  Los rendimientos de esta etapa de purificación se muestran en la tabla resumen 

de la purificación de la enzima (Tabla 25). 

B. Purificación mediante  cromatografía de intercambio iónico. 

Tras la precipitación fraccionada con sulfato amónico se llevaron a cabo dos 

cromatografías, consecutivas,  de intercambio iónico. Esta  cromatografía  basa  su  

principio  de  separación  en  la  relación  que  existe  entre  la  carga  neta  de  las 

proteínas  y  el  pH  de  la  fase móvil,  ya  que  ésta  relación  es  única  para  cada  

proteína.  La  interacción  entre  las  moléculas  cargadas  y  la  matriz  es  controlada  

para  favorecer  la unión  o  elución  de  moléculas  específicas y  lograr  así  la  

separación de la molécula de interés. 

A la vista de los datos proporcionados por el servidor ExPASy (Expert Protein 

Analysis System) acerca de la estructura y que indica que el punto isoeléctrico (pI) de la 

proteína es 4,65, se llevaron a cabo las  cromatografía de intecambio iónico, utilizando 

un  intercambiador aniónico y un gradiente escalonado de NaCl (0M-1M), en la primera 

cromatografía y de 0,3-0,5 M en la segunda cromtografía. En la Figura 36 se muestran 

los perfiles de elución de la primera cromatografía y el electroforegrama de las 

fracciones positivas se muestra en la Figura 37. 

 

Figura 36: Primera cromatografía de intercambio iónico de la LdNDT2 producida por E. coli 

BL21(pET22-ndt2). Cromatografía de intercambio iónico (Q-Sepharose). 

 

 

                                                 
 http://web.expasy.org/protparam/  

http://web.expasy.org/protparam/
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Figura 37: Visualización del estado de la purificación de la  LdNDT2  en  los eluatos positivos, 

de la primera cromatografía de intercambio iónico. M: Marcadores de peso molecular; A: 

Fracción no retenida; B: Perfil de las fracciones eluidas con 0,4 - 0,6M de NaCl.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 38: Segunda cromatografía de intercambio iónico de la LdNDT2 producida por E. coli 

BL21(pET22Ldndt2). Cromatografía de intercambio iónico (Q-Sepharose). 

 

 

 

 

 

Figura 39: Electroforegrama de segunda cromatografía de intercambio iónico 
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La purificación de la enzima fue llevada a cabo con éxito como se demuestra en el SDS-

PAGE de la Figura 39 donde la LdNDT aparece en la última calle (NaCl; 0,5M), 

prácticamente pura (más del 95%)  y concentrada. El esquema final de purificación 

quedó como sigue (Figura 40): 

 

 

Figura 40: Esquema de purificación propuesto.  Prot: Cantidad de proteína; Act: Actividad 

enzimática total. 

 

Durante la precipitación con (NH4)2SO4 y los dos pasos cromatográficos posteriores se 

fueron sumando datos con el objetivo de obtener una tabla resumen (Tabla 25) de todo 

el proceso de purificación seguido mediante la medición de la  actividad nucleósido 

desoxirribosiltransferasa, concentración de proteínas y  la medición densitométrica de la 

pureza de la proteína en geles de poliacrilamida.  

 

Tabla 25: Resumen del proceso de purificación de la LdNDT2 recombinante. 

 

Fracción/etapa 
Vol. 

(mL) 

Prot 

(mg) 

Act. Total 

(kU) 

Act. 

Esp. 

(kU/mg) 

Factor de 

purif. 

(veces) 

Rend. 

(%) 

Extracto Crudo* 250 255,1 51,45 0,20 1,00 100 

Precipitación en 

(NH4)2SO4** 

50 216,8 49,56 0,22 1,10 96,3 

Intercambio iónico 1 25 150,3 40,59 0,27 1,35 78,9 

Intercambio iónico 2 8 38,25 16,23 0,43 2,15 31,5 

* Sobrenadante del disruptado celular (proteínas solubles) 

** Resultado de la precipitación utilizando un 70% de saturación. 

En la Tabla 25 

Tabla 25: 
Vol: Volumen (mL) se refiere al volumen total de solución medido en la etapa de purifificación. 
Prot: Proteína total (mg). 
 Act. total: Actividad total (unidades)  
Act. Esp.: Actividad específica (unidades/mg). 
Factor de Purif.: Grado de purificación (veces) - En este caso se refiere al aumento de la actividad específica, es decir, el grado 
de purificación  se obtiene dividiendo la actividad específica en cualquier etapa por la actividad específica del extracto crudo inicial.  
Rend.: Rendimiento (%) - el rendimiento se basa en la recuperación de la actividad después de cada paso. La actividad del 
crudo original se fija arbitrariamente al 100%. El rendimiento (%) se calcula a partir de la actividad total (unidades) en cada 
paso dividido por la actividad total (unidades) en el crudo, multiplicado por 100.  
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Con estos resultados  a partir de la producción en un biorreactor de 5 litros, operado en 

modo semicontinuo, es posible obtener aproximadamente 1,42 g de proteína 

purificada (más del 95% de pureza, según análisis densitométrico de los geles de SDS 

PAGE), es decir el 15% de la proteína total del lisado celular clarificado. 

4.2.7. Costes de producción del biocatalizador. 

Para analizar los costes de producción del biocatalizador, el primer aspecto a tener en 

cuenta es la formulación final del mismo, es decir, seleccionar en qué forma será usado. 

Como se verá más adelante (Figura 53), en este trabajo se obtuvo el producto de interés, 

con un aceptable nivel de pureza (< 3% de impurezas), usando tanto los crudos (lisados 

clarificados), como los enzimas purificados. En este sentido, la formulación de elección, 

en este trabajo, fue la enzima aislada (lisado clarificado y concentrado), pero no 

purificada, sometida a tratamientos que garanticen altos niveles de actividad y 

estabilidad. Esta elección es muy común entre los bioprocesos, dado que minimiza los 

costes de producción111,  y de acuerdo al análisis realizado por  Straathof  y col.112 cerca 

del 40% de las reacciones biocataliticas industriales utiliza los biocatalizadores en este 

formato. 

 

Para los cálculos se tuvieron en cuenta las dos etapas principales: fermentación y 

aislamiento. La  Figura 41 resume el proceso general de producción y recuperación de 

la proteína recombinante LdNDT2, en fermentación semicontinua. Para los cálculos se 

han tenido en cuenta los resultados obtenidos a nivel de bioreactor de 5 litros, 

asumiendo que se obtienen 35 g de BS/L  y de éste aproximadamente el 32% es la 

LdNDT2 soluble, “sin purificar”, en el lisado clarificado.    Por otro lado, también se 

asumió que solo se realiza  un ciclo fermentativo por semana (72 horas por lote) y que 

el sistema sería operado por dos técnicos a tiempo completo. No se incluyeron en los 

cálculos los aspectos relacionados con las Buenas Prácticas de Fabricación (BPF).  

 

En este trabajo se estimaron los costes de de producción de la LdNDT2 recombinante, 

en un proceso que se resume de la siguiente manera: 

 

1- El medio de fermentación se prepara en un tanque (mezclador) y es esterilizado 

a 121ºC. 

2- El fermentador se inocula y es operado en modo semicontinuo durante 38 horas, 

a 37ºC. 

3- La expresión de la LdNDT2 se induce usando IPTG. 
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4- La aireación se lleva a cabo usando un compresor a razón de 1vvm (volumen 

por volumen de reactor por minuto). 

5- La potencia de mezclado será de 2,5 W/L. 

6- Métricas de la fermentación: 

a. Densidad celular; 35 g BS/L 

b. La proteína LdNDT2 representa el 1,72 % de la biomasa seca (32%  de 

las proteínas presentes en el extracto crudo clarificado). 

7- Duración del proceso, incluyendo la preparación, la fermentación y la limpieza: 

3 días (72 horas). 

8- Al final de la fermentación se recupera la biomasa usando microfiltración  y las 

células se resuspenden en tampón.  La suspensión celular se lisa usando un 

homogenizador. El debris celular se separa de la fracción soluble usando una 

centrifuga de discos y la fracción soluble se filtra para asegurar la eliminación de 

los restos celulares y se concentra (y dializa)  mediante ultradiafiltración. 

 

Nota: En este punto se prescinde de la concentración con sulfato de amonio, 

toda vez que ese efecto se consigue mediante el proceso de ultrafiltración. Se ha  

de enfatizar que el equipo de filtración es el mismo en todos los procesos, solo 

se requiere un cambio de la membrana filtrante (microfiltración, 

ultrafiltración).  

 

9- El concentrado diafiltrado se seca usando un secador de bandejas y se 

acondiciona convenientemente. 

 

 

Figura 41: Esquema detallado del proceso de producción del Biocatalizador. P-1, P-7, P-10 y 

P-13: mezcladores; P-2: Esterilización continua; P-3: bomba de aire; P-4 y P6: Filtros de aire; 

P-5: Biorreactor; P-8: Sistema de filtración; P-9: Homogenizador; P-11: centrifuga; P-14 

sistema de diafiltración, P-15: Sistema de secado. 
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A. Estimación de los costes de producción de la enzima. 

 

Para la estimación de los costes de producción del 

biocatalizador se tuvieron  en cuenta las recomendaciones 

de Tufvesson y col.45, 46  y Lima-Ramos y col.113, y que 

ponen el énfasis en que éstas estimaciones deben hacerse al 

inicio de cada proyecto, incluso cuando aún no se disponen 

de todas las especificaciones ( u otros datos).  

En el caso que nos ocupa, se asumió que la proteína iba a ser producida, en una planta 

piloto, con toda la capacidad y los servicios instalados, y que ésta estaría ubicada en 

territorio de la Unión Europea. Pero, ¿cuánto nos costará escalar la producción de la 

LdNDT2?.  Pues, para ello se han de tener en cuenta, las inversiones de capital 

(CAPEX) y las operaciones (OPEX) necesarias para producir los lotes necesarios del 

biocatalizador.  

 

 Se utilizaron las métricas del proceso a escala de 

biorreactor de 5 L para estimar los costes de 

producción de 294 kg de un crudo enzimático 

concentrado (liofilizado) con actividad  2’-desoxi-2’-

fluororibosil-transferasa, en  35 campañas (al año), 

en un biorreactor de 1,26 m3 (80% de volumen de 

trabajo) operado en modo semicontinuo.  

B. Consideraciones generales. 

Las consideraciones generales de la fermentación fueron: 

 La planta piloto, con  todas las instalaciones necesarias estaría en Europa 

Occidental. 

 La producción estimada  del concentrado con actividad 2’-desoxi-2’-

fluororibosil-transferasa sería de 294 kg/año. 

 La planta sería operada, en 35 campañas, con una ocupación de la capacidad 

instalada de 2520 horas al año. 

                                                 

 El gasto de capital (Capex), es el coste de desarrollo o el suministro de componentes no consumibles 

para el producto o sistema. 

 OPEX, del inglés "Operating expense", es un coste permanente para el funcionamiento de un producto, 

negocio o sistema. Puede traducirse como gasto de funcionamiento, gastos operativos, o gastos 

operacionales. 
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 Los costes y precios, en euros (€). 

C. El proceso. 

 Capacidad del biorreactor: 1,26 m3, con un 80 % de  volumen de trabajo. 

 El fermentador se inocularía y se operaría  en modo semicontinuo durante 36 

horas. 

 El tiempo  total de una campaña, incluída la preparación, la fermentación, la 

recuperación y la limpieza sería de 3 días de trabajo. 

 Se utilizaría un  tanque para la preparación del medio de cultivo y de aquí el 

medio pasaría al biorrreactor, previa esterilización (121ºC) usando un 

intercambiador de calor. 

 La expresión de la LdNDT2 se induciría  mediante la adición de IPTG. 

 La potencia de mezclado sería de 3,75 kW/m3. 

 El contenido de agua en la biomasa, tras la centrifugación, sería del 10% del 

peso seco celular. 

 Las métricas  de la fermentación: 

• Densidad celular: 35 gBS/L 

• El contenido de proteína sería de 0,05 g de proteína total/gBS 

• El nivel de expresión de la proteína recombinante sería de 0,017 g de 

LdNDT2/gBS. 

D. Servicios y costes operacionales para la producción LdNDT2 production  

(35 batches) 

Materia prima. 

Para estimar el coste de las materias primas utilizadas en el bioproceso, la información 

fue obtenida a partir de la revisión de trabajos similares en revistas especializadas45, 113, 

115, y las estimaciones de la materia prima consumida se obtuvo directamente de los 

balances de masa del proceso. Algunos precios han sido obtenidos a través de contacto 

personal con proveedores o de colegas de empresas química o biotecnológicas. En la 

Tabla 26  se muestra el precio de las materias primas utilizadas para la producción de la 

enzima recombinante.  

 

 

                                                 
 El coste de operación es la suma de todos los gastos relacionados con materias primas, mano de obra, 

servicios, eliminación de residuos, gastos generales, etc..  
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Tabla 26: Coste del medio de fermentación (escala: 1000 litros) para la producción de 

LdNDT2. Se estimó el coste total para la producción de 35 lotes al año. 

Materia prima Coste 
unitario 
(€/kg) 

Cantidad 
(kg) 

Coste 
(€) 

Sales del medio 2,96 527 1559,92 

Peptona 3 546 1638 

Extracto de levadura 1,8 1092 1965,6 

glicerol 0,7 182 127,4 

   Agua 0,01 35000 350 

Ampicilina 38 3,5 133 

IPTG 154 0,83 127,82 

Total   5901,74* 

                    

     * 168,62 €/lote. 
 

 
 

Servicios 

Los servicios incluyen los costes de la energía necesaria para el calentamiento o la 

refrigeración, la energía necesaria para la agitación, aireación  y otros equipos del 

bioproceso, y que pueden estimarse a partir de los balances de masa y energía. En la 

Tabla 27 se resumen los costes de los servicios anuales para la producción del 

enzima, se incluyen además los costes del tratamiento y/o eliminación de residuos45.  

   

Tabla 27: Servicios (0,1€/kWh ). 

Operación capacidad MWh 

 

Esterilización (121°C) 3,15 J/kg 0,65 

Aeración (1vvm) 3,75 kW/m3 1,35 

Agitación (500 rpm) 3,75 kW/m3 1,35  

Tratamiento de residuos ~12,35 m3  

 

Coste de los servicios: 359,7 €/lote 

Coste total de los servicios (35 lotes): € 12589,5. 

 

                                                 
 European Energy Portal, http://www.energy.eu  
   Por lo general el tratamiento de las aguas residuales sule costar entre 0,5−2 €/m3, y el tratamiento de 

residuos sólidos (no peligrosos) alrededor de 25 €/ton.116 

http://www.energy.eu/
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Otros costes operacionales. 

A partir de los costes directos de la mano de obra se han inferido otros costes de 

producción o hacer estimaciones anuales de los costes de inversión. Así, por ejemplo, 

se pudieron estimar los costes de supervisión (costes operativos directos) y los cotes 

indirectos (nóminas, control de calidad, etc.), que  representan entre el 80-115% de 

los costes directos de la planta. Por otro lado, el mantenimiento anual (mano de obra 

y material para el mantenimiento), representa el 6-10% de la inversión de capital fijo. 

Luego están los costes operativos fijos (depreciación, impuestos, seguros, etc.) que 

suponen el 12-17% de la inversión anual. 

E.  Gastos de Capital. 

CAPEX (capital expenditures) o gastos de capital es la cantidad que se gasta para 

adquirir o mejorar los activos productivos (tales como edificios, maquinaria y 

equipos, vehículos) con el fin de aumentar la capacidad o eficiencia de una empresa. 

Coste de los equipos 

En la Tabla 28 se muestra el coste de los equipos principales de la planta de producción 

y esta información  se utilizó, aplicando “ciertos factores”,  para calcular la inversión de 

capital. El precio de los mismos se obtuvo a partir de la información solicitada a los 

proveedores, en programas de bioprocesos, como Superpro Designer, o consultando el 

sitio web MatChe Inc. Por otro lado, cuando no se dispuso del precio, para un equipo 

de determinada capacidad, pero se disponía de  datos a otra escala, se hicieron  

aproximaciones usando la “regla de los 6 décimos”.  La relación puede expresarse como 

se muestra en la Ecuación 3. 

Ecuación 3: 

Coste del equipo B = 𝐶𝑜𝑠𝑡𝑒 𝑑𝑒𝑙 𝑒𝑞𝑢𝑖𝑝𝑜 𝐴 (
𝐶𝑎𝑝𝑎𝑐𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑑𝑒𝑙 𝑒𝑞𝑢𝑖𝑝𝑜 𝐵

𝐶𝑎𝑝𝑎𝑐𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑑𝑒𝑙 𝑒𝑞𝑢𝑖𝑝𝑜 𝐴
)

0,6

 

El exponente (0,6)  de la ecuación  se conoce como el factor coste-capacidad y como 

promedio, éste tiende a 0,6 y es por ello que esta relación se conoce también como la 

regla de los seis décimos.  

A partir de la estimación de la  inversión en equipos y aplicando ciertos multiplicadores 

se pudieron inferir, los costes anuales de mantenimiento (costes operativos directos), 

que representan del 6% al 10%  de la inversión de capital fijo. 

                                                 
 www.matche.com  

http://www.matche.com/
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Mano de obra. 

Con los costes de capital instalado, como se ha descrito en la Tabla 28, se pudieron 

estimar los pagos anuales totales de capital y a partir de este inferir (teniendo en cuenta, 

los periodos de ocupación/inactividad ofrecidos por el programa SuperPro Designer), 

los costes de la mano de obra. En este trabajo los costes de la mano de obra se estimaron 

como una fracción de los pagos anuales totales del capital instalado (15%)117  y los 

costes relacionados con Garantía de calidad (QA) / control de calidad (QC) se estimaron 

alrededor  un 15% del coste total de la mano de obra. Así,  el coste de la mano de obra 

se estimó en 12178,86 €/35 lotes, y  el Coste total de QC/QA/35 lotes: 1826,829 €. 

 

Tabla 28: Coste de los equipos principales. 

 

Equipos Unid. Capacidad Precio  
 

TIC Anualidad 

(€ /año) 

Mantenimiento 

(€ /año) 

Otros 

(€ /año) 

Coste 
/lote 

Intercambiador de calor 
(esterilización) 1 0,30m3/h 12500 62500 8898,8 889,9 1334,8 317,8 

Tanque de mezcla y 
almacenamiento.     2    1,25 m3 3500 17500 2491,7 249,2 373,7 89,0 

Compresor centrífugo 
1 5,24 kW 13500 67500 9610,7 961,1 1441,6 343,2 

Homogenizador 

1    0,26 m3/h 2600 13000 1850,9 185,1 277,6 66,1 

Filtro sin fin 
1 0,63m2 1050 5250 747,5 74,7 112,1 26,7 

Diafiltración 

1 17,9 m2 6500 32500 4627,4 462,7 694,1 165,3 

Microfiltración 
1 6,43 m2 5500 27500 3915,5 391,5 587,3 139,8 

Fermentador 
1 1,26 m3 43900 219500 31252,4 3125,2 4687,9 1116,2 

Centrífuga de disco 
1    0,27 m3/h 3000 15000 2135,7 213,6 320,4 76,3 

Liofilizador 
1 0,09 m2 22000 110000 15661,8 1566,2 2349,3 559,4 

Total 
  

 

    
2899,7 

 

                                                 
 Aplicando la Ecuación 3 para  estimar los precios a partir de los datos obtenidos en SuperPro designer y de la 

literatura consultada45, 46, 113, 118. 119. 
 TIC – Costes totales de instalación, Lang Factor = 5;    Tasa de interés anual: 7% y a 10 años.    Los costes de 

mantenimiento representan un 10% del TIC. 

  Otras tasas incluidos los seguros, etc, representan el 15%  del TIC;          

  75 kg de agua/ciclo. 
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La Tabla 29 resume los principales costes operativos que incluyen el coste estimado de 

las materias primas, los servicios, los asociados a la mano de obra y los costes 

dependientes de las instalaciones (depreciación, mantenimiento, etc.). 

 

 

Tabla 29: Costes operacionales anuales de la producción de la enzima LdNDT2 (35 

lotes). 

Índice de coste €/35 lotes 

Materia prima 5901,74 

Mano de obra 12178,86 

Costes relacionados con la capacidad instalada (equipos) 101489,5 

Análisis/QC/QA 1826,83 

Servicios 12589,5 

Total 133986,43 

 

 

 

Tabla 30: Resumen de los costes anuales para la producción de 294 kg del concentrado 

con actividad 2’-desoxi-2’-fluororibosil-transferasa. 

Índice de Coste €/35 lotes 

Producción anual  (kg) 294,00 

Costes de operación ( €/35 batches) 133986,43 

Costes de Producción (€/kg) 455,73 

 

 

En este apartado  se han estimado los costes de producción de la enzima LdNDT2, 

tomando como base para los cálculos la producción una fermentación en un biorreactor 

de 1000 L (volumen de fermentación), operado en modo semicontínuo. En base a 

nuestros cálculos,  con 35 campañas fermentativas es posible obtener 294  kg de un 

concentrado con actividad 2’-desoxi-2’-fluororibosil-transferasa y la  producción de un 

kilogramo del catalizador costaría 455,73 euros, es decir, aproximadamente 0,45 €/g de 

biocatalizador.  

 

 

¿Qué nos dice este resultado? 

 

El análisis realizado puede, en primer lugar,  proporcionar directrices sobre qué 

objetivos se ha de trabajar pensando en  los rendimientos de producción (kg clofarabina 

/ kg de concentrado enzimático). En segundo lugar, puede identificar los «cuello de 

botella»  del proceso (la etapa fermentativa o la etapa de recuperación), identificando 

                                                 
 Multiplicando por 35 el coste total para un lote (Tabla 28) 
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las aspectos  del bioproceso (rendimientos de la fermentación y rendimientos de la 

recuperación), variables operativas y  del diseño del bioproceso en general. Finalmente, 

la combinación de  estos análisis podría conducir a nuevas  estrategias para el desarrollo 

del proceso. Por ejemplo, nuevas estrategias de ingenierización de la LdNDT2, mejoras 

en la expresión o en las etapas de recuperación, etc.. 

 

Si echamos un vistazo al precio de las materias primas del proceso (Tabla 26 y más 

adelante la  Tabla 37), el precio del biocatalizador, es de los más altos.  Pero, como 

veremos más adelante,  el precio del catalizador no significa mucho en sí mismo, sino  

cómo contribuye al valor del producto a obtener, en términos, por ejemplo, de 

condiciones de reacción más suaves, rendimientos más altos, mayor pureza del producto 

final, disminución de las etapas de purificación, reducción de emisiones o condiciones 

“únicas” de manufactura120. Ya en la Tabla 4 mostraban las  sugerencias, sobre la base 

del análisis económico de  Tuvfesson y col.45, de cómo contribuyen los biocatalizadores  

a la viabilidad económica de un proceso biocatalítico. Enfatizando en que  diferentes 

tipos de productos químicos suelen tener  diferentes requisitos, en lo referido a la 

contribución del biocatalizador. Por ejemplo, la producción “a granel”, de un producto 

químico básico,  precisa que esta contribución esté en el rango de 1 € / kg. Para casos 

como el que nos ocupa, un API, cuyos precios de venta son considerablemente más 

altos (más de  650 € / kg), por regla general, se plantea que esta contribución podría ser 

de alrededor del 10%, en este caso, puede estar entre de 60-70 €/ por kg de 

clofarabina46. Cuando analicemos la producción de clofarabina (apartado 4.3.2), 

tendremos más datos sobre la contribución del concentrado de LdNDT2 al coste de 

producción de la clofarabina.  

  

4.2.8. Síntesis enzimática de clofarabina. 

La producción de clofarabina  por transglicosilación usando nucleósido fosforilasas 

(NPs; EC: 2.4.2.n)  ya ha sido explorada por varios autores 53, 80, 85-87, sin embargo, no 

existe una  metodología (publicada) en la que se describa una reacción biocatalítica, 

comercialmente viable, para la producción de clofarabina.  Entre otras razones, si se 

usan NPs, no es factible usar como materia prima un  nucleósido como donante del  

pentofuranosilo activado (2-desoxi-2-fluoro-α-D-arabinofuranosa-1-fosfato), necesario 

para la reacción  de  transglicosilación. En este sentido, la estrategia usando NPs, pasa 

por suministrar el pentofuranosilo activado, ya sea  usando un paso previo de síntesis 
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química88, 89 o usando una cascada de reacciones catalizadas por varias enzimas 

relacionadas con la síntesis de nucleósidos. 

 

En este trabajo se explora la posibilidad de llevar a cabo la síntesis de clofarabina 

usando una NDT de tipo II, la L. delbrueckii, toda vez que los estudios de acoplamiento 

molecular, indicaron que era factible la síntesis.  El reconocimiento de 

arabinonucleósidos como sustratos no es común entre este grupo de enzimas, por lo cual  

se realizaron pruebas de concepto, utilizando, en primer lugar condiciones de reacción 

similares a las empleadas por Fernández-Lucas y  col.61,  para la síntesis de 2′-fluor-2′-

desoxiadenosina (2′-FdAdo),  es decir, la concentración de los sustratos se fijó en 1 

mM, la enzima a una concentración de 0,0085 mg/ml y la temperatura de reacción, 40ºC 

(Figura 42). Para la síntesis de clofarabina,  se sustituye el sustrato natural del enzima, 

desoxiuridina, por   1-(2-desoxi-2-fluoro-β-D-arabinofuranosil)uracilo (AraF) y se 

utiliza  2-cloroadenina, como base aceptora (Figura 43). Se usó el extracto concentrado 

(seco) con actividad LdNDT2 obtenido en este trabajo, cuya actividad específica es 

aproximadamente 150 U/mg proteína. 

 

Figura 42: Esquema de la reacción del ensayo de actividad para LdNDT2. Condiciones de 

reacción: Tampón 50 mM MES (ácido morfolineetansulfónico), pH 6,5; 40ºC; 2’-desoxiuridina 

(10 mM); adenina (10 mM); LdNDT (0,0085 mg/mL). 

 

Figura 43: Prueba de concepto para la síntesis enzimática de clofarabina. AraF: 2'-desoxi-2'-

fluorouridina; 2ClA: 2-Cloroadenina; Cl-F-araF: Clofarabina. Condiciones de reacción: 

Tampón MES  50 mM; pH 6.5; 40ºC; LdNDT (0,0085 mg/mL). 

  

                                                 
 Esta actividad se basa en la determinación descrita en el apartado 3.2.9 usando la reacción de la Figura 

42. 
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Dada la baja solubilidad  de la 2-cloroadenina,  la reacción biocatalitica propuesta, es un 

sistema en suspensión. En estas condiciones se investigó la conversión de los sustratos 

de partida en clofarabina y en paralelo, se ha ensayó una reacción, con sustratos 

naturales de esta enzima. En esta primera aproximación se tomaron muestras a  5 y 120 

minutos  de reacción y la formación de los productos fue confirmada por comparación  

de los tiempos de retención  y el espectro UV de los picos, con patrones auténticos.  A 

partir de las áreas de los picos obtenidos en por HPLC, se estimaron las conversiones 

según la Ecuación 4. Como en la reacción de síntesis de clofarabina la base es insoluble, 

en los cálculos  se emplearon los datos de desaparición del sustrato, AraF, en lugar de 

la base.   

 

Ecuación 4             𝐂𝐨𝐧𝐯𝐞𝐫𝐬𝐢ó𝐧 (%) =
𝑪𝒍𝑭𝒂𝒓𝒂𝑭

𝑪𝒍𝑭𝒂𝒓𝒂𝑭+𝒂𝒓𝒂𝑭
 𝒙𝟏𝟎𝟎 

 

 Ecuación 5              𝐂𝐨𝐧𝐯𝐞𝐫𝐬𝐢ó𝐧 (%) =
𝑼𝒓𝒂𝒄𝒊𝒍𝒐

𝒅𝑼𝒓𝒅 +𝑼𝒓𝒂𝒄𝒊𝒍𝒐
 𝒙𝟏𝟎𝟎 

 

Figura 44: Sintesis de clofarabina. Prueba de concepto. 

 

Como se esperaba, dado los resultados del estudio de acoplamiento (docking) 

molecular, el reconocimiento de araF como sustrato de la LdNDT2 fue, en 

comparación con el sustrato natural, desoxiuridina,  mucho menos eficiente.  De hecho 

a los 5 minutos de reacción, no se detectó la formación de clofarabina, en tanto que en 

ese mismo tiempo se obtuvo una conversión de aproximadamente un 70%, del sustrato 

natural. No obstante, a las 2 horas de reacción se detectó la formación de clofarabina, 

aunque a un nivel de conversión significativamente bajo, cerca de un 1%.  

 

La síntesis de clofarabina, no había sido abordada antes, usando NDTs, por lo que a 

falta de estos datos  para valorar la dimensión de estos niveles de conversión se ha 

hecho una comparación con los rendimientos obtenidos por Fernández-Lucas y col61. 
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Como se ha comentado anteriormente, estos autores utilizan la NdRT de  L. reuteri para 

la síntesis de 2′-fluoro-2′-desoxiadenosina (dAdo2′F), usando   2′-fluoro-2′-desoxiuridina 

(dUrd2´F), como donante y adenina como base aceptora.  Según los datos aportados por 

la publicación, la reacción se lleva a cabo con una concentración de 1mM de cada 

sustrato y añadiendo 0,34g de enzima en 40 L de reacción.  Esto significa que se han 

empleado 0,0085 mg de enzima por mL de reacción y tras de 24 horas de reacción 

plantean una actividad específica de síntesis de 2′-fluoro-2′-desoxiadenosina de 0,3 

mU/mg.  Si transformamos estos datos en porcentajes de conversión, respecto a la base 

(adenina), serían aproximadamente 3,7 x 10-4 %, es decir, la conversión obtenida 

usando la LdNDT2 (en 2 horas), aunque baja, es significativamente superior a  la 

obtenida usando LrNDT, con un sustrato similar, en 24 horas. 

A raíz de estos resultados se propuso el estudio del progreso de la reacción a intervalos 

de tiempo más largos. En la Figura 45 se muestran los resultados obtenidos tras 

extender a 4 días la reacción biocatalítica. La conversión mostró un incremento 

sostenido (prácticamente lineal) hasta alcanzar un valor de 38,1%.  

 

 

Figura 45: Progreso de la reacción de síntesis de clofarabina mediada por LdNDT2. Se utilizan 

las condiciones de reacción descritas en laFigura 43. 

 

 

 

En aras de mejorar estos parámetros se propusieron una serie de 

experimentos conducentes a definir  de los límites de actuación de 

la LdNDT2.  En primer lugar, tratar el tema de la solubilidad de los 

sustratos, en especial de la 2-cloroadenina.  En la reacción ésta 

actúa como base aceptora y dada su extremadamente baja solubilidad en agua (aprox. 

70 mg/L, a 50ºC), constituye uno de los “cuello de botella” en el escalado de la 

reacción.  La Figura 46 muestra una representación de la solubilidad de 2ClA, a 

diferentes valores de pH. Este nucleósido es muy insoluble a valores neutros de pH, con  

valores de pKa muy altos (por ejemplo, fuertemente acídico: pKa=10,28), de modo que 

podría esperarse que su solubilidad  pudiera aumentar  significativamente a través de la 
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desprotonación, a medida que el pH del medio de reacción se incrementase de 

condiciones ácidas a básicas (Figura 46).  pHs  por encima de 10, o por debajo de 3,  

podrían cambiar el modo de unión de un sustrato cargado al centro activo de la enzima, 

o afectar la estabilidad de la enzima. En las reacciones catalizadas  por enzimas, los 

cambios de pH podrían afectar el estado de ionización de los grupos funcionales en el 

centro activo y por tanto la velocidad de las reacciones.  

 

 De cualquier manera, enzimas con mecanismos catalíticos similares, han sido usadas a 

pH10, para la síntesis de 2′-desoxiguanosina, por el grupo del Dr. Terreni121, aunque las 

enzimas utilizadas, la UP de E. coli y la  PNP de  of Bacillus subtilis, estaban 

estabilizadas mediante inmovilización, para llevar a cabo la síntesis en estas 

condiciones. En todo caso, se ha de establecer un compromiso entre la solubilidad de 

los sustratos y la actividad/ estabilidad del enzima.   

 

.  

Figura 46: Solubilidad de la 2ClA a diferentes pHs. 

 

Para definir los «limites de actuación»  de la LdNDT2 se investigaron en primer lugar 

parámetros que podrían afectar a la solubilidad de los sustratos, entre ellos, el pH, la 

temperatura, y el uso de cosolventes, con sustratos naturales del enzima. La  Figura 47 

muestra los porcentajes de conversión obtenidos utilizando medios de reacción con pHs 

que van desde 3 hasta 10. LdNDT2, tiene un pH óptimo de actuación entre 6,5 y 7,5 y 

retiene más del 60% de su actividad máxima a valores de pH de entre 4,5 y 8,5.  Fuera 

de estos límites la actividad cae en picado, lo cual supone una limitación a la hora de 

intentar la solubilización de los sustratos a pHs extremos. 
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Figura 47: Efecto del pH sobre la actividad de la LdNDT2. Los porcentajes de conversión están 

referidos al sustrato natural de la enzima (reacción de la Figura 42). 

 

 

Como se muestra en la  Figura 48, la LdNDT2 tiene una temperatura óptima de 

actuación  alrededor de los 50ºC, y mantiene su actividad por encima del 60%, desde los 

25ºC hasta los 70ºC.  La temperatura, podría favorecer la solubilidad de los sustratos, 

pero temperaturas por encima de los 60ºC, podrían comprometer la estabilidad de la 2′-

fluoro-2′-desoxiuridina122.  

 

 

Figura 48: Efecto de la temperatura sobre la actividad sintética de la LdNDT2. 
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A la luz de los resultados obtenidos, usar altas temperaturas o valores de pH “no 

fisiológicos”  podrían  no ser aplicables en el mejoramiento de la productividad, 

usando LdNDT2.  Alternativamente, en este trabajo se ha considerado el uso de 

cosolventes, con especial atención a aquellos considerados como “disolventes verdes”, 

como por ejemplo,  derivados de la dimetilamida (N,N-dimetildecanamida, Agnique 

AMD-10TM) o del glicerol (ej. glicerol formal).  En la  Tabla 31 se muestran las 

condiciones de reacción ensayadas y para cada entrada se describe el tipo y 

concentración del disolvente empleado.  

 

Como se puede apreciar en la Tabla 31 los resultados muestraron que las actividades, en 

medio convencional (tampón MES 50 mM, pH 6,5), son por lo general superiores al de 

los medios con cosolventes, salvo aquellas en la que se ha usado AMD-10TM al 5% 

(entradas 15 y 16), aunque usar concentraciones superiores supone, al parecer,  la 

perdida de actividad de la enzima. En estos ensayos se emplearon dos concentraciones 

de sustratos iniciales, la intención inicial era averiguar, si el hecho de adicionar 

cosolventes, suponía un aumento de la disponibilidad de los sustratos y si todo ello 

redundaría en un aumento de la actividad enzimática. Pero los resultados obtenidos 

(Tabla 31)  indicaron que, aumentar de 1 a 10 mM, la concentración inicial de sustratos, 

conduce, “presumiblemente”, a un aumento de la actividad enzimática, 

independientemente del uso de cosolventes.  

 

Estos  experimentos preliminares, usando la LdNDT2, con sus sustratos naturales, 

permitieron  fijar las condiciones iniciales para la reacción de síntesis de clofarabina. Es 

decir, usar concentraciones superiores de sustratos (>1mM), a pH de entre 6,5-8,  a 

50ºC y de momento, no usar cosolventes. Lo cual condujo a un escenario en el que, 

dada la escasa solubilidad de los sustratos de la reacción,  se establece un  sistema en 

suspensión (heterogéneo), con las dificultades técnicas que esto conlleva.  
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Tabla 31: Efecto del uso de cosolventes sobre la actividad de LdNDT2.  Condiciones de 

reacción: Tampón MES 50 mM (ácido morfolineetansulfónico), pH 6,5;  50ºC; 2’-desoxiuridina 

(2dUrd); adenina (Ade); LdNDT2 (0,0085 mg/mL).  Se ha tomado como 100%, la actividad de 

la entrada 1. 

Entrada 

dUrd 

(mM) 

Ade 

(mM) 

Solvente 

(%) 

Actividad 

(%) 

1 1 1 — 100 

2 10 10 — 134 

3 1 1 THF 5% 59,23 

4 10 10 THF 5% 75,6 

5 1 1 THF 10% 52,27 

6 10 10 THF 10% 67,37 

7 1 1 THF 20% 48,98 

8 10 10 THF 20% 50,81 

9 1 1 GF 5% 
59,75 

10 10 10 GF 5% 
75,99 

11 1 1 GF 10% 
50,33 

12 10 10 GF10% 
59,33 

13 1 1 GF 20% 
47,25 

14 10 10 GF 20% 46,61 

15 1 1 AMD 5% 121,12 

16 10 10 AMD 5% 125,87 

17 1 1 AMD 10% 65,56 

18 10 10 AMD 10% 70,48 

19 1 1 AMD 20% 49,66 

20 10 10 AMD 20% 53,15 

 

 

 

 

 

                                                 
 THF: tetrahidrofurano; GF: glicerol formal; AMD: N,N-dimetildecanamida 



 

 113 

 

 

A partir de estos resultados se realizaron experimentos, esta vez con los sustratos 

conducentes a la formación de clofarabina (Figura 43) y en las condiciones que 

maximizan y/o estabilizan la actividad de la LdNDT2.  En primer lugar, se abordaron 

aspectos relacionados con  los rendimientos de conversión de clofarabina. La síntesis de 

este API precisa de largos tiempos de reacción (Figura 45),  probablemente, por efecto 

inhibitorio de los sustratos y/o los productos de la reacción. Ésta ha sido una de las 

limitaciones comunes  de la mayoría de las aproximaciones enzimáticas, en las cuales se 

han usado nucleósidos fluoro sustituidos en posición 2´, es decir 2´-desoxi-2´-fluoro –

ribonucleosidos o –arabinonucleósidos53, 81, 88, 108.   

 

Una de las soluciones propuestas ha consistió en aumentar la cantidad de unidades de 

actividad desoxirribosiltransferasa en las reacciones, es decir, el efecto de la carga 

enzimática. En este trabajo se han usado cargas enzimáticas en el rango de  1-20 U de 

LdNDT2/mol de AraF, se ha encontrado que existe una correlación lineal (R2>0,98) 

entre el aumento de los niveles de conversión y la carga enzimática,  en otras palabras, 

los niveles de conversión mejoran con la cantidad de enzima adicionada (Figura 49). 

Todo ello, apunta a que un aumento de la carga limita el efecto inhibitorio de los 

sustratos utilizados en la reacción biocatalítica. 

 

 

 

Figura 49: Efecto de la carga enzimática sobre los rendimientos de conversión de clofarabina. 

Condiciones de reacción: Sustratos (1mM); Tampón MES (ácido morfolineetansulfónico), 50 

mM; pH 6,5; 50ºC. 

 

  

                                                 
 Una unidad de actividad desoxirribosiltransferasa se define como la cantidad de enzima que convierte 1 

µmol del sustrato natural de la enzima (dUrd) por min, a  40°C. 
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Desde el punto de vista práctico, es deseable usar los sustratos de la biorreacción a 

concentraciones tan altas como sea posible (siempre y cuando los fenómenos de 

inhibición no sean obvios) en aras de  conseguir altos rendimientos volumétricos y 

emplear la menor cantidad “relativa” de biocatalizador posible, para reducir la 

contribución de éste al coste final del API. Como se ha anticipado, con los sustratos 

naturales (Tabla 31), la concentración inicial de sustrato influía sobre la actividad del 

enzima,  y en este caso, elevar la concentración de éstos de 1 a 10 mM, suponía, como 

promedio un incremento de un 25% en la actividad del enzima.  

 

 

Figura 50: Esquema del diseño Doehlert para el estudio de dos factores: Carga de la enzima 

(U/mol de AraF) concentración inicial de los sustratos (Los dos sustratos a la misma 

concentración). 

 

Se ha aplicó un diseño experimental de tipo Doehlert considerando como variables la 

concentración inicial de los sustratos y la carga de la enzima en la reacción 

(unidades de enzima por mol de AraF), para valorar el efecto de la carga inicial de los 

sustratos y su correlación con la carga enzimática.  La Figura 50  muestra la distribución  

los siete puntos utilizados en el diseño Doehlert para los dos factores estudiados, el 

primero de los factores se estudió a cinco niveles y el segundo a tres.  La Tabla 32 

muestra los resultados obtenidos al utilizar los parámetros del diseño.  

  

                                                 
 Entre los diferentes diseños de superficie de respuesta posibles se eligió el diseño de Doehlert dado que ofrece una 

distribución uniforme de puntos en el espacio de respuesta experimental. Dicha uniformidad de la distribución 

describe una figura romboidal (en el caso de dos variables se produce un hexágono, Figura 50), en la que se asignan 

cinco niveles a la variable de mayor peso o importancia y tres a la otra variable. 
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Tabla 32: Resultados experimentales tras  aplicar los parámetros del diseño. 

Entrada 

AraF 

(mM) 

2ClA 

(mM) 

LdNDT 

(U/mol araF) 

Conversión 

(%) 

1 30 30 10,5 36,5 

2 50 50 10,5 19,51 

3 40 40 18,73 32,82 

4 10 10 10,5 48,27 

5 20 20 2,27 39,97 

6 20 20 18,73 47,7 

7 40 40 2,27 25,51 

Óptimo 

simplex 
17,71 17,71 19,91 49,71 

 

Debido a la baja solubilidad de los componentes de reacción, el medio de reacción 

biocatalítico es un sistema en suspensión, por lo que es muy probable que determinadas 

combinaciones sufran condiciones limitadas de transferencia de masa sólido-líquido. En 

el análisis, la  variable de proceso más importante fue la mejora de la del porcentaje de 

conversión y este fue utilizado para escoger la combinación de estos dos parámetros que 

permita maximizarlo. Para ello, se empleó el algoritmo Simplex123, con el cual el óptimo 

se alcanza a través de un procedimiento de búsqueda  secuencial.  Los resultados de este 

análisis estadístico apuntan a que el óptimo (máxima conversión), teniendo en cuenta  

que se han analizado concentraciones de sustrato de entre 10-50 mM y cargas de 

enzimas de entre 1-20 U/mol de AraF, que  la combinación óptima sería la de  23,42 

mM de los sustratos y una carga enzimátiva de 19,95  U/mol de AraF. Con esta 

combinación, se alcanzaría teóricamente un 49,71 %  de conversión (Tabla 32). 

 

En este punto se ha de aclarar que una solución "óptima" (ofrecida por el algoritmo) es 

óptima nada más en lo que se refiere al modelo específico que se está usando para 

representar el problema real (ecuación) , y tal solución no se convierte en una guía 

confiable hasta que se verifica  su comportamiento. En este sentido, si observamos los 

resultados de las conversiones, usando concentraciones de sustratos a 10 mM y la carga 

enzimática a 10,5 U/mol de AraF (entrada 4, Tabla 32), se aprecia que la conversión 

planteada por el modelo (Ecuación 6) es “relativamente” similar, en términos de 

                                                 
 Para la optimización se han escogido concentraciones iniciales de sustrato, claramente saturantes, 

pensando en los procesos de aislamiento y purificación de los productos de reacción. 
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conversión,  a la “optima” ofrecida por el diseño. Pero, observando con un poco más de 

detalle vemos que el rendimiento de la entrada 4 (Tabla 32) se obtiene usando las 

concentraciones más bajas de los sustratos, lo cual podría significar que los sustratos 

ejercen un efecto inhibitorio sobre la actividad del enzima. 

 

Ecuación 6:    

     𝑪𝒐𝒏𝒗 (%) = 𝐀𝟏 +  𝐀𝟐[𝐚𝐫𝐚𝐅] +  𝐀𝟑[𝟐𝐂𝐥𝐀] +  𝐀𝟒[𝐚𝐫𝐚𝐅]𝟐 +  𝐀𝟓[𝟐𝐂𝐥𝐀]𝟐 +  𝐀𝟔[𝐚𝐫𝐚𝐅][𝟐𝐂𝐥𝐀]   

donde:  

A1 =4,82 x 101;  A2 =-3,18 x 10-1; A3 =2,92 x 10-1; A4 =-6,52 x 10-3;  A5 =9,63 x 10-3; A6 =-1,27 x 10-3 

 

La combinación sugerida por el modelo fue probada experimentalmente, junto a otras 

que permitieron valorar los resultados del experimento de optimización. La Tabla 33  

muestra los experimentos y sus resultados indican que, efectivamente, el modelo es 

creíble, pues experimentalmente los resultados son muy similares al ofrecido por el 

modelo. Por otro lado,  se ha constatado que las concentraciones iniciales más bajas 

favorecen los rendimientos de conversión, como demuestra el usar la misma carga 

enzimática (cerca de 20 U/mol araF), para la menor concentración de sustrato (10 

mM). En todo caso, con la vista puesta en el aislamiento de los productos de reacción y 

sobre todo en la economía del bioproceso se puede sopesar, en función de los 

rendimientos (concentración final de clofarabina en el crudo de reacción), el usar 

concentraciones de sustratos y carga de biocatalizadores superiores al óptimo 

encontrado. 

 

Tabla 33: Verificación de los resultados ofrecidos por el modelo (Ecuación 6) obtenido 

utilizando el algoritmo Simplex
. 

Entrada 

AraF 

(mM) 

2ClA 

(mM) 

LdNDT2 

(U/mol araF) 

Conversión. 

(%) 

1 10 10 10,5 48,27 

2 17,71 17,71 19,5 48,53 

3 17,71 17,71 10,1 43,75 

4 10 10 19,4 52,56 

 

                                                 
 El método secuencial Simplex es una alternativa al cálculo de un modelo matemático para alcanzar las condiciones 

óptimas. En este método, cada futuro experimento se decide en función de los resultados obtenidos en los 

experimentos anteriores 
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4.3. Escalado de la reacción biocatalítica 

Los resultados obtenidos a pequeña escala mostraron que es posible alcanzar 

rendimientos “moderadamente” satisfactorios, cuando se utilizan concentraciones 

saturantes de los sustratos. El modelo obtenido  (Ecuación 6) indica que, a pesar de que  

las concentraciones más altas de sustratos pueden inhibir los rendimientos de 

conversión, puede compensarse esta pérdida en los rendimientos con una mayor carga 

enzimática.  

Por otro lado, el sistema, a pesar de ser un sistema en suspensión reproduce los 

resultados y las expectativas teóricas, de modo que es posible predecir los rendimientos 

con combinaciones que permitan la viabilidad de los procesos de recuperación del 

producto de la reacción.  

En este sentido, el escalado de la producción a nivel de reactor de  0,18 L, se planteó 

usando las condiciones similares a la de los experimentos a pequeña escala (Tabla 34). 

En esta escala se han obtenido rendimientos de conversión de un 17,2%, que es menor 

de lo esperado,  según modelo ( 24%, según la Ecuación 6), probablemente por el 

efecto del cambio de escala (agitación, transferencia de masa, etc.).   La reacción de 

transglicosilación en esta escala tuvo una productividad de 0,026  g.L-1.h-1, muy baja si 

nos fijamos en el criterio de Straathof y col.112, que plantean una productividad 

promedio (para un API) de cerca de 15,5 g.L-1.h-1, para un proceso viable, desde el 

punto de vista económico.    

 

 

Tabla 34: Condiciones de reacción. Escala de 0,18 L 

Parámetro 

 pH 6,5 

Temperatura (ºC) 50 

AraF (mM) 50 

2ClA (mM) 50 

LdNDT2 (U/mol AraF) 20 

Agitación (r.p.m.) 150 

Tiempo de reacción (h) 96 
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Pero,  considerando que no es una reacción optimizada, estos rendimientos son 

claramente mejorables, entre otras posibilidades, podría pensarse,  por ejemplo, en 

mejorar la solubilidad de la 2ClA,  en la inmovilización del enzima, la evolución del 

enzima, etc. Por otro, la concentración final del producto fue de 2,71 g/L, que es baja 

respecto a la concentración promedio de la producción comercial de  nucleótidos (65 

g/L)124,  resultó adecuada para acometer con garantías el proceso de aislamiento y 

purificación de la clofarabina a partir del crudo de reacción ( apartado 4.3.1).  

 

4.3.1. Purificación de la clofarabina 

En el escalado de la producción se utilizó una concentración inicial de sustratos de 50 

mM y al final del proceso una conversión del 17,2 %.  El crudo obtenido, al no ser una 

conversión completa, contiene además de los sustratos iniciales, los dos productos de la 

reacción (es decir, 2-cloroadenina, uracilo, AraF y Clofarabina), disueltos en tampón 

MES. En la Figura 51 se muestran las cantidades iniciales y finales de la reacción 

biocatalítica (Tabla 35) y en la Figura 52 se muestra un cromatograma con el perfil 

típico de un crudo de reacción, al final de la reacción.  

No hay muchas publicaciones en la que se describa un proceso factible de aislamiento y 

purificación de clofarabina. Desde su descubrimiento, los métodos de purificación están 

muy relacionados con la separación del anómero correcto y de impureza propias del 

proceso de síntesis. Los métodos más efectivos incluyen el uso de columnas 

cromatográficas, HPLC preparativos, entre otras37, 39, 40, 125, 126, que en su mayoría  son 

procesos multipasos y/o con limitados niveles de recuperación, lo que dificulta su 

aplicación a escala comercial. También se puede constatar que muchos de estos 

procesos de asilamiento y/o purificación incluyen una o más etapas de recristalización 

para alcanzar la pureza final del producto.  

En el proceso propuesto en este trabajo, la estereoespecificidad de la reacción 

enzimática (transglicosilación), supone que el único producto formado sea el anómero 

β,  y esto facilita el proceso de purificación.  Sin embargo, en el crudo de reacción 

persisten parte de los reactivos de partida y uracilo (subproducto), aunque sus  

solubilidades permiten proponer la cristalización, para la recuperación de la   

clofarabina y del resto de los componentes del crudo de reacción (Figura 52). 
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La Tabla 35 muestra la composición final del crudo de la reacción de la Figura 51. La 

mezcla, al final de reacción, continúa siendo un sistema “en suspensión”, puesto que 

uno de los reactivos iniciales, la 2ClA, es muy  insoluble a concentraciones por encima 

de 0,77 mM.  Precisamente esta insolubilidad se aprovechó para separarla, mediante 

filtración “en caliente”. El filtrado resultante, se concentró  y se enfrió hasta la aparición 

de un sólido, que fue separado por filtración. En este filtrado se separa el AraF, en tanto 

que, en el sólido se concentra la clofarabina y el subproducto de la reacción, el uracilo.   

Este sólido se lavó y resuspendió en agua y al final se obtiene la clofarabina 

(recristalizada), con una pureza de 99,47% (Figura 53) y un rendimiento del proceso 

de purificación es del 68,8 %.  

 

 

 

Figura 51: Compuestos que intervienen en la síntesis de clofarabina 

 

 

 

Tabla 35: Composición del crudo final de la reacción biocatalítica. 

 

 

 AraF 2ClA C-F-AraF Uracilo 

t=0h 9,34 mmol 
(2,3 g) 

9,37 mmol 
(1,584 g) 

  

Conv. 100% 
  9,34 mmol 

(2,83 g) 
9,34 mmol 

(1,04 g) 

t= 96 h 

conv. 17,2% 

7,73 mmol 
(1,904 g) 

7,76 mmol 
(1,312 g) 

3,29 mmol 
(0,488 g) 

1,60 mmol 
(0,180g) 

 

 

                                                 
 La pureza química de una sustancia activa, o ingrediente en general, hace referencia a la mayor o menor contaminación con especies 

químicamente similares pero no iguales. Aunque suele usarse el término con cierta ambigüedad, la pureza debe calcularse únicamente 
en base a aquellas especies químicas relacionadas con el principio activo y que enmascaran y disminuyen la riqueza final de éste. Es 
el caso, por ejemplo, de los productos secundarios originados durante los procesos de obtención o síntesis (productos isómeros, 
homólogos, etc.). http://formulacionfarmaceutica.blogspot.com.es/2015/09/pureza-y-elementos-extranos-de-los.html  

http://formulacionfarmaceutica.blogspot.com.es/2015/09/pureza-y-elementos-extranos-de-los.html
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Figura 52: Perfil HPLC de la composición del crudo final de la reacción de síntesis de 

clofarabina. Pico1: uracilo (4,6 min.);  Pico 2: AraF (11,9 min.)   ; Pico 3: 2ClA (13,2 min.) y 

Pico 4: Clofarabina (14,3 min.).    

 

A pesar del “potencial” avance tecnológico que representa la producción biocatalítica de 

este importante análogo nucleosídico, los rendimientos globales, calculados  como el 

producto de los rendimientos de las etapas de biocatálisis y de recuperación, son muy 

bajos, 11,8%, si se comparan con el proceso actual de obtención de clofarabina37, 38. Las 

bajas productividades, los bajos rendimientos, la solubilidad y la concentración de los 

sustratos, unido al posible efecto inhibitorio de los sustratos y/o los productos, son 

aspectos a tener en cuenta a la hora de hacer competitiva esta propuesta.  
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Figura 53: Pureza por HPLC de clofarabina recristalizada. 
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4.3.2. Integración del proceso de síntesis biocatalitica de 

clofarabina 

Para determinar los costes de producción biocatalítica de la clofarabina,  en los cálculos 

se tuvo en cuenta las dos etapas principales: Biorreacción y purificación.  La Figura 54 

resume el diagrama de flujo del proceso de producción y recuperación del API. El 

mismo, ha sido elaborado usando el programa Superpro designer y muestra las 

principales operaciones unitarias (etapas de proceso) y con colores diferenciados, las 

secciones del proceso. Para los cálculos se tuvieron en cuenta los resultados obtenidos a 

nivel de reactor de 0,18 litros, asumiendo que se obtienen 1,87 g de clofarabina/L, con 

una pureza de 99,7%  en un proceso con un  rendimiento global del 11,83 %. Por otro 

lado, también se asumió que sólo se realizaba un ciclo biocatalítico por semana (144 

horas por campaña y que el sistema sería operado por un técnico a tiempo completo. No 

se han incluido en los cálculos los aspectos relacionados con las normas de correcta 

fabricación. 

En el trabajo se han estimado los costes de un proceso integrado de síntesis biocatalítica 

de clofarabina, usando la enzima LdNDT2, en un proceso que podemos resumir de la 

siguiente manera: 

1- La reacción enzimática tiene lugar en el reactor P1. Los sustratos y la enzima son 

alimentados siguiendo las proporciones de la Tabla 34, en un proceso con una duración 

de 72 horas. 

2- Al final del proceso, se disminuye (de manera controlada) la temperatura de la reacción, 

en el mismo reactor P1 y al final del proceso de enfriamiento se  transfiere el crudo al 

filtro  P2. En esta operación se recupera la 2ClA que no ha reaccionado durante la 

reacción biocatalítica. 

3-  El filtrado, que contiene, la clofarabina, junto al subproducto (uracilo) y AraF se 

transfiere al tanque de condensación, donde es parcialmente concentrado en el tanque 

de reacción P3  y enfriado. 

4- El crudo resultante es filtrado usando el filtro P4  del que se recupera AraF en el 

filtrado y el sólido recuperado, que contiene exclusivamente clofarabina y uracilo. 

5- El sólido se redisuelve y se pasa a un reactor de enfriamiento (P5)  y el precipitado 

formado es filtrado usando el filtro P6. El filtrado se corresponde con el uracilo. 

6- La clofarabina (sólido), se  redisuelve y cristaliza en el cristalizador P7. 

7- Al final del proceso, se recupera la clofarabina, mediante filtración al vacio (filtro P8). 
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Nota: 

- En el diagrama de la Figura 54 algunos iconos, en ciertas unidades 

de proceso,   indican que estos equipos se utilizan más de una vez. 

Es decir, el diagrama del proceso representado es, esencialmente, 

una representación gráfica de la  «receta» del proceso y muestra la 

secuencia de ejecución. 

- La duración de todo el proceso post-biorreacción es de 72 horas. 

- Las precipitaciones de los productos se basan en la diferencia de 

solubilidad de los 4 productos, a diferentes temperaturas (Tabla 

36). 

 

Tabla 36 : Solubilidad de los componentes del crudo. 

Temperatura 

(ºC) 

Solubilidad (mM) 

AraF 2-Cloroadenina Clofarabina Uracilo 

12 < 52,8 < 0,77 < 7,57 < 7,14 

25 < 255,9 < 0,77 < 7,57 < 18,28 

40 > 420,8 < 0,77 < 13,5 < 46,4 

50 > 420,8 < 0,77 < 20,08 < 67,8 

 

4.3.3. Estimación de los costes de operación. 

Se han utilizado las métricas del proceso a escala de reactor de 0,18 L para estimar los 

costes de producción de clofarabina, en  35 lotes (al año), en un reactor de 200 litros 

operado en modo discontinuo (batch). El coste de operación es la suma de todos los 

gastos relacionados con materias primas, mano de obra, servicios, eliminación de 

residuos, gastos generales, etc.   

A. Escenario: Producción de clofarabina  (Biorreacción y purificación). 

• 1 reactor (Tanque agitado). 

•  Volumen total:  200 L 

En este escenario se propone la producción de  aproximadamente 360 gramos de  

clofarabina pura por lote. Se han tenido en cuenta las mismas aproximaciones y «reglas 

de oro» hechas para el cálculo de los gastos y los precios de las materias primas del 

bioproceso para la producción del biocatalizador (apartado 4.2.7). 
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Materia prima. 

 
Tabla 37: Coste de los reactivos utilizados en la producción y en la purificación  de la 

clofarabina. Se estima el coste total para la producción de 35 lotes al año. 

Materia prima Coste 
unitario 
(€/kg) 

Cantidad 
(kg) 

Coste 
(€) 

 Agua 0,01 9,625 96,25 

2ClA 290,88 59,24a 17231,7 

AraF  488,90 86,16a 42123,6 

Biocatalizador (LdNDT2) 455,73 18,48 8421,89 

Total   67873,44 
aTeniendo en cuenta que se recuperan, lote a lote, los sustratos que no han reaccionado y se incorporan al 

siguiente lote. 

 

 

Servicios y costes operacionales para la producción biocatalítica de  clofarabina 

(35 lotes) 

 

Tabla 38: Servicios (0,1€/kWh ). 

Operación Capacidad MWh 

Bombas  5 kW/m3 0,45 

Agitación y calentamiento 5 kW/m3 1,45  

Tratamiento de residuos ~4 m3  

 

Coste de los servicios: 190,00 €/batch  

Coste total de los servicios (35 lotes): € 6650,00. 

 

  

                                                 
 Dada la dificultad para obtener los precios de materias primas, como la 2ClA y AraF,  los precios se estimaron a 

partir de del precio a escala de laboratorio (http://www.carbosynth.com), dividiendo el precio original por 30.  La 

incertidumbre de este enfoque es alta, pero es un buen punto de partida para las estimaciones de costes46.  
 Lote a lote se recuperan como promedio: 63% de AraF y  >99% de 2ClA y el material recuperado se incorpora a la 

siguiente reacción. 
 European Energy Portal, http://www.energy.eu  
   Por lo general el tratamiento de las aguas residuales suele costar entre 0,5−2 €/m3, y el tratamiento de residuos 

solidos (no peligrosos) alrededor de 25 €/ton.116.. 

http://www.carbosynth.com/
http://www.energy.eu/
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Figura 54: Esquema del proceso de purificación de la clofarabina. Se muestran todas las 

unidades de proceso y los principales productos derivados del mismo. 2ClA: 2-cloroadenina, 

AraF: 2'-fluoro- arabinofuranosil-2'-desoxiuridina. 

 

 

Tabla 39: Coste de los equipos principales del proceso. 

Equipos unidades Capacidad 

Precio de 

compra 

(€)a 
TIC 

Anualidad 

(€ /año) 

Mantenimiento 

(€ /año) 

Otros 

(€ /año) 

Coste 

/batch 

 Reactor (termostatizado) 
  1 0,20m3 27600 138000 19648,4 1964,8 2947,3 701,7 

Filtro Nutsche 
1    0,35 m2 19000 95000 13526,1 1352,6 2028,9 483,1 

Reactor (termostatizado) 
  1 0,05m3 12500 62500 8898,8 889,9 1334,8 317,8 

Cristalizador   1 0,10 m3 35600 178000 25343,6 2534,4 3801,5 905,1 

Total 
       2407,7 

ahttp://matche.com/equipcost/ 

                                                 
 TIC – Total Installed cost (costes totales de instalación) - Factor Lang = 5 
 Tasa de interés: 7% y 10 años de vida útil. 
 El mantenimiento es el 10%  del TIC 
 Otros, inclidos los impuestos, los seguros, etc., representan el 15% del TIC. 
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Mano de obra 

 

A partir de los costes de capital instalado (Tabla 39), se estimaron los costes de la mano 

de obra, como una fracción de los pagos anuales totales del capital instalado (15%)117,  

y los costes relacionados con Garantía de calidad (QA) / control de calidad (QC) , como 

una fracción (15%)  del coste total de la mano de obra. Así, el coste de la mano de obra  

se estimó en 10112,53 €/35 lotes, y  el Coste total de QC/QA/35 lotes en  1516,88 €. 

 

La Tabla 40 resume los principales costes operativos que incluyen el coste estimado de 

las materias primas, los servicios, los asociados a la mano de obra y los costes 

dependientes de las instalaciones (depreciación, mantenimiento, etc.). 

 
Tabla 40: Costes operacionales anuales de la producción de la enzima LdNDT2 (35 lotes). 

Indicador de coste €/35 batches 

Materia prima 67873,44 

Mano de obra 10112,53 

Análisis/QC/QA 1516,88 

Servicios 6650,00 

Costes relacionados con la capacidad instalada 84271,16 

Total 170424,01 

 

 

 
Tabla 41: Resumen de los costes de producción del API. 

Indicador de coste €/35 batches 

Producción anual  (kg)      12,6 

Costes de operación ( €/) (35 campañas) 170424,01 

Costes de Producción anual  (€/kg) 13525,71 

 

 

En este trabajo se han estimado los costes de producción del API, la clofarabina, 

tomando como base para los cálculos la producción en un reactor de 200 L. En base a 

nuestros cálculos,  con tres campañas sería posible obtener 12,6  kg de clofarabina pura 

y su producción costaría 13525,71euros/ kg, es decir, aproximadamente 13,52 € por  

gramo de clofarabina pura.   
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Los costes de producción son muy  altos, en comparación con otros APIs,  teniendo en 

cuenta que el precio de venta de este API, según Pharmacompass, es de 785,016 

dólares/kg (637,18 €/kg). Probablemente, estos costes pueden ser ajustados si se 

introducen mejoras en el esquema global del bioproceso. En el siguiente apartado 

(4.3.4) se hacen algunas consideraciones en este sentido.  

 

Por otro lado, en el apartado 4.2.7, se dejó una pregunta abierta, en relación a la 

contribución del coste del biocatalizador al coste del API. Entonces se mencionaba el 

hecho de que, para casos como el que nos ocupa, un API, cuyos precios de venta son 

considerablemente altos (637,18 €/kg), por regla general, esta contribución debería ser 

de alrededor del 10%, es decir,  debería rondar los  60-70 €/ por kg de clofarabina46. En 

este caso, el escenario propuesto planteó la utilización de 18,48 kg del extracto  

enzimático (unos 8421,89 €),  para producir 12,6 kg de clofarabina, lo cual supone cerca 

del 5% del coste total de producción, razonable, desde el punto de vista del porcentaje, 

pero inviable desde el punto de vista comercial, 668,40 €/ kg de clofarabina. Es en este 

punto donde cobra una importancia capital la posibilidad de reutilizar el enzima, por 

medio de la inmovilización del biocatalizador. Así, por ejemplo, con sólo reutilizar 12 

veces el enzima, y asumiendo una pérdida de un 20% en la actividad de la enzima (y 

teniendo en cuenta los costes de la inmovilización), se puede llevar esta contribución  a 

la mitad. Fresco-Taboada y col. han observado que estas enzimas pueden ser recicladas 

hasta 30 veces consecutivas, con sólo un 25% de pérdida de actividad al final del 

proceso127-130. 

  

                                                 
 https://www.pharmacompass.com/pharma/ingredients/clofarabine (abril/2018) 

 En abril de 2018,  EUR/USD = 0,81159 

https://www.pharmacompass.com/pharma/ingredients/clofarabine
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4.3.4. Análisis de los «cuello de botella» detectados en el proceso de 

producción biocatalítica de clofarabina 

Los biocatalizadores, en especial  aquellos enzimas producidos por microorganismos,  

representan una alternativa muy atractiva y sostenible para la síntesis de análogos de 

nucleósidos dado que  pueden utilizarse en condiciones de reacción «suaves». Sin 

embargo, a la luz de los resultados obtenidos en este trabajo (y en buena parte de la 

literatura consultada), a menudo los procesos biocatalíticos necesitan ser  ser adaptados 

a las condiciones químicas existentes en la producción a gran escala, al ambiente de las 

reacciones a las cuales se pretende su aplicación y en general cumplir con determinados 

criterios tecno-económicos, que les hagan competitivos frente a los procesos químicos 

de síntesis.  En el caso específico de la síntesis biocatalítica de clofarabina, estas 

adaptaciones podrían incluir: 

 

1- El rendimiento de producción del biocatalizador, es decir, mejoras en la 

obtención (rendimiento volumétrico)  del catalizador, lo cual redunda en el 

precio del biocatalizador y al final en el de la reacción biocatalítica. En este 

trabajo, el coste del biocatalizador está dentro de los límites aceptables para  

biocatalizadores usados en la producción de APIs de alto valor añadido. Se 

plantea que es «coste ideal», para una enzima no purificada ( o semipurificada) 

usada en procesos a escala industrial, debería estar entre 250−1000 €/kg45. El 

coste de producción del concentrado de LdNDT2 se ha estimado, en este trabajo 

en 455,73 €/kg. 

A pesar de ello, este parámetro podría ser mejorado, por ejemplo, incidiendo en 

los niveles de expresión. En el caso de la LdNDT2, se han alcanzado niveles de 

expresión  de 0,017 g de LdNDT2/gBS, valores definitivamente mejorables, con 

la vista puesta en  reducir los costes de producción (los rendimientos promedio 

están  alrededor de 0,05-0,1g de enzima recombinante/gBS45). Por otro lado, se 

han alcanzado densidades celulares de 35g/BS por litro de caldo fermentativo, 

cuando el promedio es 50g BS/L. 

De cualquier manera  las mejoras en la expresión tienen un límite (biológico), 

hasta un 10-12% de la biomasa en el mejor de los casos131,  y esto hace que el 

efecto de mejorar no sea, quizá, el más importante.  En la Figura 55 se ha 
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simulado el efecto de diferentes niveles de expresión sobre la economía del 

proceso de producción de clofarabina y los resultados muestran que variando los 

niveles de expresión, desde 17 mg/gBS (situación actual) hasta 100 mg/gBS, la 

mejora es de un 4,1%, lo que indica que no cambia significativamente el coste 

de producción de la clofarabina. 

 

Figura 55: Influencia (simulación) del nivel de expresión de la enzima sobre los costes de 

producción de la clofarabina. k€: miles de Euros. 

 

2- Rendimiento de la reacción.  Puesto que operar con altos rendimientos influye 

de  manera significativa en la disminución de los costes de producción, 

especialmente aquellos asociados a las materia prima, además de simplificar los 

procesos de recuperación de la clofarabina. El escenario aquí presentado parte de 

un rendimiento de conversión  muy bajo,  17,2%. En  la Figura 56 se representa 

como cambian los costes totales del proceso de producción del API, si se 

incrementan los rendimientos de conversión. Tomando como ejemplo una 

mejora del 13,4%, lo cual es factible toda vez que este rendimiento de 

conversión (19,51%) ya ha sido obtenido a pequeña escala, en las mismas 

condiciones de reacción (Tabla 32), el coste de producción biocatalítica de la 

clofarabina rondaría los 11966 €/kg, es decir, 1568 € menos por kg de API. De 

cualquier manera, sigue estando por encima del precio de venta actual del API 

(637,18 €/kg). En las condiciones actuales de reacción, usar la vía del aumento 

de rendimiento de conversión para alcanzar costes por debajo del precio actual 

de venta, no se avizora como solución «única», pues ni con un 100% de 

conversión se consigue este objetivo (Figura 56).  
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Figura 56: Influencia (simulación) de los rendimientos de la reacción sobre los costes de 

producción de la clofarabina. k€: miles de Euros 

 

No obstante, mejorar este parámetro es imprescindible, más adelante se discute 

brevemente el tema de la concentración inicial de los sustratos pero, enfocados 

en incrementar los rendimientos de conversión, una de las posibles soluciones 

podría estar en la ingenierización de esta enzima, para mejorar por ejemplo la 

tolerancia hacia los sustratos de la reacción. Las N-desoxirribosiltransferasas al 

parecer son enzimas con una gran « plasticidad »  y en este sentido, por ejemplo,  

se han conseguido mutantes  capaces de reconocer 2,3-didesoxirribosas y a  2,3-

didehidro-2,3-didesoxirribosas como sustratos60. 

La ingenierización del enzima debería ir acompañada de la ingenierización del 

bioproceso, toda vez que en aras de hacer viable este bioproceso, se necesitan 

altas concentraciones de sustratos y, en nuestro caso, una de las consecuencias es 

la escasa solubilidad de los mismos, y derivado de esto la disponibilidad de éstos 

para la reacción. En este sentido, se ha sopesado abordar el problema de la 

solubilidad desde varias aristas: i)  añadiendo una segunda fase al medio de 

reacción, usando un disolvente orgánico o una resina (soporte sólido); ii) hacer 

funcionar el reactor en modo discontinuo alimentado, entre otras. 

 

3- La productividad volumétrica (kg de clofarabina/unidad de volumen/h). Este 

aspecto está muy relacionado con el anterior y afecta a los gastos en CAPEX, 

servicios, mano de obra, etc. Supone que un menor tiempo de reacción 

(eficiencia catalítica) sería lo deseable. Aquí, aspectos relacionados con la 
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ocupación de los equipos (en el escenario actual, 6-7 días), la concentración del 

producto, la reutilización del enzima son, entre otros, aspectos a tener en cuenta. 

Es muy probable que las velocidades de la reacción para la producción de 

clofarabina, puedan incrementarse por medio de una mayor dosis del 

biocatalizador, pero esto supone un incremento de los costes permisibles del 

biocatalizador, además de aumentar los costes de la recuperación del producto 

final. Por lo tanto, se ha de identificar  una solución de compromiso para 

garantizar buenos rendimientos espacios temporales. 

 

4- Coste de la materia prima del proceso. Aunque buena parte de los sustratos de 

la reacción se recuperan y reúsan en los procesos de biotransformación, el coste 

de la materia prima para la producción de clofarabina  representa el 40% de todo 

el bioproceso.  Los costes de producción están a menudo dominados por el coste 

de las materias primas y a menudo representan entre el 40% y el 90% de los 

costes de la biotransformación113,  de ahí la necesidad de rendimientos de 

reacción muy elevados, en nuestro caso, altas conversiones, para bajar los costes 

de capital, los requerimientos energéticos (agitación, calentamiento, 

enfriamiento) y disminuir las emisiones,  el impacto ambiental y los costes 

relacionados con la mano de obra. 

 

5- Solubilidad de los sustratos. Uso de solventes. Ya se ha enfatizado en que, 

probablemente, los sustratos de esta biorreación sean los que más influyen en los 

costes y en las cinéticas de producción de clofarabina. Por ello se considera un 

aspecto crítico, el aumentar la dosificación de éstos a concentraciones similares 

a otros procesos biocatalíticos exitosos, desde el punto de vista industrial que 

según Pollard y Woodley 132 están entre 50-100 g/L. En el caso de la producción 

de este API, la extremadamente baja solubilidad de 2ClA en agua hace que, en 

el escenario actual, se trabaje con muy bajas concentraciones iniciales de 

sustratos, lo cual supone bajas productividades volumétricas y, como se ha 

indicado antes, altos costes de ocupación de los equipos y de procesado para la 

recuperación del API. 

En este caso, estrategias de alimentación controlada de los sustratos, en especial 

de la 2ClA, podría ser una de las soluciones. Esta estrategia podría resolver 
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problemas relacionados con la baja solubilidad, las velocidades de disolución, 

los problemas de inhibición/toxicidad y de recuperación del producto final. 

También, y a la luz de experimentos preliminares usando cosolventes, se ha 

pensado en ellos para aumentar la solubilidad de los sustratos en la fase acuosa. 

Usando por ejemplo cosolventes miscibles en agua o cosolventes inmiscibles en 

agua, estos últimos actuando como reservorio para dosificar los sustratos hacia 

la fase acuosa. 

 

6- Concentración final del producto (clofarabina). En el proceso aquí propuesto 

se han logrado concentraciones finales de clofarabina de alrededor de 0,5 g/L. 

Este posiblemente sea de los retos más importantes a superar para escalar la 

producción de este API, ya que, dependiendo del sector del mercado, por lo 

general, lo recomendado es conseguir concentraciones cercanas a los 50 g/L132. 

En condiciones naturales, las enzimas operan a concentraciones de sustratos y de 

productos que rondan las partes por millón (ppm), de aquí que forzarlas a 

trabajar en las condiciones que imponen los bioprocesos en el escalado 

constituye un reto de ingeniería, tanto proteica, como de procesos. 

 

La Tabla 42 resume los «cuello de botella» detectados en el proceso de producción 

biocatalitica de clofarabina y sus las soluciones propuestas para los mismos. 

 

4.3.5. Comparación entre la síntesis química y la síntesis enzimática. 

El proceso de síntesis propuesto en este trabajo, aún está lejos de ser considerado como 

“viable”, desde el punto de vista de la economía del bioproceso, vistos los costes de 

fabricación y los rendimientos obtenidos. De cualquier manera, en este punto, y para 

tener más argumentos, a favor o en contra del proceso biocatalítico, se ha considerado 

una comparativa con el proceso de síntesis más extendido para la síntesis  química  de 

clofarabina, el propuesto por Bauta y col.37. 

 

El proceso de síntesis química es un proceso eficiente de producción en el cual se 

obtiene al final clofarabina pura (menos de 0,1% de contaminación con el anómero ), 

sin utilizar separaciones cromatográficas. Para ello, hacen reaccionar la 2-cloroadenina 
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con 1-bromo-2-desoxi-2-fluoro-3,5-di-O-benzoil--D-ribofuranosa  y tert-butóxido de 

potasio, todo en una mezcla de tres solventes (acetonitrilo/ alcohol tert-amílico / 1,2-

dicloroetano), para obtener en 19 horas, a 50ºC, una mezcla de isómeros benzoilados 

(Figura 57), con una relación anomérica de 164:1 ().  El rendimiento de esta etapa es 

del 50%.  

 

Luego se somete la clofarabina protegida a una serie de pasos que brevemente se 

pueden resumir de la siguiente manera: A una suspensión obtenida disolviendo la 

clofarabina protegida con metanol, se le adiciona una solución de metóxido de sodio 

(30% p/p., en metanol) y se calienta, unas 7 horas. Cuando se completa la reacción, la 

solución resultante es neutralizada con ácido acético glacial y la mezcla enfriada a -

10ºC. El sólido resultante se filtra y se lava con metanol frío y se vuelve a resuspender 

en metanol. La suspensión es entonces calentada (63ºC) con agitación hasta la 

disolución del sólido y entonces es enfriada entre -8 y -12ºC para obtener los cristales 

de clofarabina mediante filtrado al vacio. El rendimiento de esta etapa de purificación es 

del 64% y el global de todo el proceso del 32%.   

 

 

 
 

Figura 57: Síntesis química de clofarabina propuesta por Bauta y col.37, 38, 125 
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Tabla 42: Resumen de los parámetros identificados como  «cuello de botella » del proceso biocatalitico. 

Parámetro Posibles soluciones 

    

Densidad celular 

(gBS/L) 

Optimización de los parámetros fermentativos. 

Relacionados con el 

biocatalizador 

Actividad 

específica 

(U/g BSL-1) 

Expresión de la 

LdNDT 

(g/g BS) 

Optimización de los parámetros fermentativos 

Actividad enzimática  Ingeniería de proteínas, mutagénesis 

Estabilidad 

Actividad NDT (h) 

Inmovilización 

Ingeniería de Proteínas 

Actividad NDT (h) 

Cambios en el modo de operación 

Cambios en el medio de reacción  

Relacionado  

con los sustratos 

Solubilidad (g/L) Uso de solventes miscibles o inmiscibles  

Toxicidad (g/L),  

Inhibición (g/L) 

Alimentación controlada de los sustratos,  o uso de una segunda 

fase  

Inmovilización del biocatalizador 

Parámetros de proceso. 
Transporte de masa Configuración del reactor 

Transporte entre fases Adición de surfactantes/cosolventes 
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Comparar el proceso antes descrito con el proceso biocatalítco, es una tarea difícil, toda 

vez que hay que tener en cuenta muchos parámetros y datos que no siempre están 

disponibles. Aquí, para los cálculos nos hemos apoyado en herramientas como el  

programa Ecoscale133  y los algoritmos desarrollados por Andraos134, 135.  Estos últimos, 

miden cuán “verdes” son los procesos de síntesis a partir de coeficientes 

estequiométricos y de los resultados de los procedimientos experimentales. Al final se 

produce un diagrama,  radial, en forma de pentágono, cuyos vértices son: la  Economía 

de átomos (AE), la Eficiencia másica de la reacción (RME), el parámetro de 

recuperación de materiales (MRP), el rendimiento de la reacción (Rend. Rxn) y el 

inverso del Factor Estequiométrico (FE).  Estos cinco parámetros pueden ser resumidos 

en un parámetro llamado vector de magnitud (VMR), definido como  la suma 

cuadrática de los cinco parámetros anteriores. Todos estos parámetros están 

normalizados entre cero y uno. 

 

En la  Figura 58 se muestra el resultado de este análisis para la reacción de síntesis 

propuesta por Bauta y col.37, sólo hasta la obtención de la clofarabina protegida (Figura 

57). En la Figura 58, en el pentágono, 1 (en verde) representa el escenario ideal con 

respecto a cada una de las cinco métricas aplicadas. Hasta la obtención de la clofarabina 

protegida (Figura 57), el proceso sintético se caracteriza por coeficientes FE-1 cercanos 

al ideal, rendimientos moderados, economía atómica relativamente alta, pero muy baja 

eficiencia másica de la reacción.  En la Tabla 45 se muestran los valores de estos 

parámetros.   

En diagrama de la Figura 58  no tiene en cuenta, o no calcula, el impacto ambiental, ni 

la naturaleza de las sustancias que intervienen en el proceso. Para evaluar la calidad de 

estas reacciones, en base a parámetros económicos y ecológicos, se ha usado la 

herramienta semicuantitativa  desarrollada por Van Aken y col.133. Ecoscale   utiliza  

una escala del 0 al 100, de forma que el 0 representa una reacción que ha resultado 

completamente fallida (rendimiento = 0%), mientras que el 100 representa una 

transformación ideal en la que un sustrato se transforma, con un rendimiento del 100%, 

a partir de reactivos de bajo precio, a temperatura ambiente, con un riesgo mínimo para 

el operador y un impacto medioambiental despreciable136. La Tabla 43 muestra como 

penalizan los 6 parámetros (Rendimiento; Precio de reactivos; catalizadores y 

disolventes; Seguridad; Manipulación; Temperatura/tiempo; Procesado y purificación) 

evaluados por Ecoscale. 
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Figura 58: Pentágono radial obtenido a partir del análisis de la síntesis química de la 

clofarabina protegida, en el proceso propuesto por Bauta y col.36 EA: Economía atómica; Rend. 

Rxn: Rendimiento; RME: Eficiencia másica de la reacción; FE: Factor estequiométrico. 

 

En este trabajo, la comparativa de los procesos de síntesis de clofarabina, los diagramas 

de la Figura 59 no son pentagonales, sino hexagonales, dado que uno de los vértices 

incluye el resultado del análisis del impacto medioambiental que aporta Ecoscale. Al 

igual que en la representación del pentágono de la Figura 58, los vértices del polígono 

corresponden al proceso ideal, en tanto que el polígono distorsionado, en el interior, 

representa el procedimiento real. Estas distorsiones nos ayudaran en las comparativas, 

pero sobre todo, a identificar que parámetros han de ser mejorados en aras de una 

síntesis más eficiente y respetuosa con el medio ambiente.  

 

 

Figura 59: Hexágonos radiales representativos de la síntesis de clofarabina. ; Rend. Rxn: 

Rendimiento; RME: Eficiencia másica de la reacción; FE: Factor estequiométrico, **:Se 

excluyen las penalizaciones correspondientes a la seguridad. 
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Tabla 43: Puntuación para el cálculo de la Ecoescala. 

 

Parámetro Penalización 

1- Rendimiento (100 − Rendimiento)/2 

2- Precio de los reactivos (para obtener 

10 mmol de producto ) 
 

Barato (< 10 US$) 0 

Caro  (entre 10 y  50 US$) 3 

Muy caro  (> 50 US$) 5 

3- Seguridad (Basado en los códigos de 

peligrosidad) 
 

GHS09 (Peligroso para el medio ambiente) 5 

GHS06 (tóxico) 5 

GHS02 (inflamable) 5 

GHS01 (explosivo) 10 

GHS07, GHS08 (extremadamente toxico) 10 

4- Manipulación   

Manipulación convencional  0 

Instrumentos para la adición de reactivos  1 

Técnicas no convencionales de activación  2 

Equipos de presión  > 1 atm 3 

Material de vidrio, especial 1 

Atmósfera inerte  1 

Recinto cerrado 3 

5- Temperatura/Tiempo  

Temperatura ambiente, < 1 h 0 

Temperatura ambiente, < 24 h 1 

Calefacción  < 1 h 2 

Calefacción > 1 h 3 

Enfriamiento a  0 °C 4 

Enfriamiento a  < 0 °C 5 

6- Procesado/Purificación  

Ninguno 0 

Enfriamiento a Temperatura ambiente 0 

Adición de disolventes 0 

Filtración  0 

Eliminación de disolventes  p.e. < 150 °C 0 

Cristalización y filtración  1 

Eliminación de disolventes  p.e. > 150 °C 2 

Extracción en fase sólida 2 

Destilación 3 

Sublimación 3 

Extracción Líquido-líquido  3 

Separación cromatográfica 10 
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A. Economía atómica (EA). 

El concepto de economía atómica se define como “la masa molecular de los productos 

dividida por la suma de las masas moleculares de todos los reactantes”,  expresando el 

resultado en  % (Ecuación 7):  

 

Ecuación 7                EA=(
𝐌𝐖 𝒅𝒆𝒍 𝑷𝒓𝒐𝒅𝒖𝒄𝒕𝒐

𝚺 𝐌𝐖 𝒓𝒆𝒂𝒄𝒕𝒂𝒏𝒕𝒆𝒔
) 𝒙𝟏𝟎𝟎 

 

En el caso de la obtención  de la clofarabina,  EA de la síntesis química, es 

relativamente más alta  (54%) que la EA de la síntesis enzimática (49,7%).  En 

cualquier caso, esto significa que en procesos ideales, las dos vías de síntesis tienen 

como residuos de la reacción prácticamente la mitad de los reactivos de partida (46% en 

el proceso de síntesis química y 50,3% la biocatalítica). En el caso de la síntesis 

enzimática la explicación podría estar en la toxicidad (para la enzima) de los reactivos 

de partida. Aquí cobra importancia lo discutido anteriormente, en lo referido a la 

posibilidad de dosificar de manera controlada los reactivos de partida y de este modo 

limitar la acumulación de los productos de partida. 

 

B. Rendimiento (R). 

Posiblemente uno de los parámetros más críticos a la hora de valorar la eficiencia de un 

proceso de síntesis, pues mide la cantidad efectiva de productos y residuos generados a 

partir de los reactantes. El rendimiento (%) puede ser definido según la Ecuación 8. En 

ambos casos el rendimiento global de la reacción es bajo, 11,8% para la síntesis 

enzimática y 32% para la síntesis química.  

 
Ecuación 8: 

R=(
𝑛ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑚𝑜𝑙𝑒𝑠 𝑜𝑏𝑡𝑒𝑛𝑖𝑑𝑜𝑠 𝑑𝑒𝑙 𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜

𝑚á𝑥𝑖𝑚𝑜 𝑛ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑚𝑜𝑙𝑒𝑠 𝑡𝑒ó𝑟𝑖𝑐𝑜𝑠,𝑞𝑢𝑒 𝑝𝑢𝑒𝑑𝑒𝑛 𝑜𝑏𝑡𝑒𝑛𝑒𝑟𝑠𝑒 𝑎 𝑝𝑎𝑟𝑡𝑖𝑟 𝑑𝑒𝑙 𝑟𝑒𝑎𝑐𝑡𝑖𝑣𝑜 𝑙𝑖𝑚𝑖𝑡𝑎𝑛𝑡𝑒
) 𝑥100 

 

Para comparar ambos procesos, en función de los dos parámetros analizados hasta el 

momento, se ha empleado un parámetro que los relaciona y tiene en cuenta para  los 

cálculos, la ecuación estequiométrica, el exceso de reactivos  y el rendimiento.  El 

referido parámetro, eficiencia atómica,  fue introducido por K. M. Doxsee137 y puede 

calcularse usando la Ecuación 9.  Según este parámetro, la síntesis química es más 

sostenible (17,3% vs. 5,86) que el proceso enzimático. 
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Ecuación 9:                              EfA=
𝑹𝒆𝒏𝒅𝒊𝒎𝒊𝒆𝒏𝒕𝒐 (%) 𝒙 𝑬𝒄𝒐𝒏𝒐𝒎í𝒂 𝑨𝒕ó𝒎𝒊𝒄𝒂(%) 

𝟏𝟎𝟎
   

 

 

C. Eficiencia másica de reacción (RMECurzons) 

 

En el 2001, Curzons y col. definieron el concepto de “Eficiencia másica de reacción” 

(RMECurzons) como el porcentaje de la masa de los reactivos que permanece en el 

producto final. En su cálculo están incluidos de forma indirecta (Ecuación 10), la 

estequiometria, el rendimiento y la economía atómica. Los valores obtenidos para este 

parámetro son muy similares, 11,4% para la síntesis enzimática y 10,1% para la síntesis 

química, indicativo del alto impacto ambiental de ambos procesos. 

 

Ecuación 10:                RMECurzons=
𝑴𝒂𝒔𝒂 𝒅𝒆𝒍 𝒑𝒓𝒐𝒅𝒖𝒄𝒕𝒐

∑ 𝑴𝒂𝒔𝒂 𝒅𝒆 𝒕𝒐𝒅𝒐𝒔 𝒍𝒐𝒔 𝒓𝒆𝒂𝒄𝒕𝒊𝒗𝒐𝒔
 𝒙 𝟏𝟎𝟎 

 

D. Factor estequiométrico (FE) 

 

El factor estequiométrico (FE) permite una comparación entre un proceso experimental 

y un proceso similar en el que todos los reactivos deben utilizarse 

estequiométricamente, es decir  refleja el grado en que se utiliza un exceso de 

reactivo(s) . Se define el factor estequiométrico según la Ecuación 11: 

 

Ecuación 11: 

FE =1+ 
∑ 𝑀𝑎𝑠𝑎 𝑑𝑒 𝑡𝑜𝑑𝑜𝑠 𝑙𝑜𝑠 𝑟𝑒𝑎𝑐𝑡𝑖𝑣𝑜𝑠—∑ 𝑀𝑎𝑠𝑎 𝑑𝑒 𝑡𝑜𝑑𝑜𝑠 𝑙𝑜𝑠 𝑟𝑒𝑎𝑐𝑡𝑖𝑣𝑜𝑠 en un proceso estequiométrico

∑ 𝑀𝑎𝑠𝑎 𝑑𝑒 𝑡𝑜𝑑𝑜𝑠 𝑙𝑜𝑠 𝑟𝑒𝑎𝑐𝑡𝑖𝑣𝑜𝑠 en un proceso estequiométrico
 

 

Los factores estequiométricos calculados, para la síntesis química y enzimática fueron 

1,102  y 1,012, respectivamente138.  Lo que significa que en el proceso propuesto por 

Bauta y col.37, un 10% de los reactantes es usado en exceso y el enzimático un 1%. 
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E. Eficiencia másica global de las reacciones de síntesis  y Rendimiento másico 

efectivo.   

Si consideramos en las comparativas a todos los reactivos y productos, incluyendo los 

solventes o cualquier otra sustancia que tome parte de las reacciones de síntesis de la 

clofarabina, se puede utilizar el parámetro métrico gRME139, 140 (Eficiencia másica 

global de la reacción), es decir el balance de masas de todo el proceso, incluidos los  

solventes. La Ecuación 12  permite el cálculo de este parámetro, y resulta que en el caso 

de la síntesis química, la eficiencia global de la reacción es de  0,4 %, teniendo en 

cuenta que el proceso intervienen además de los reactivos de partida (bromoazúcar y 

2ClA), solventes de la reacción (acetonitrilo, alcohol tert-amilico y DCE), los 

catalizadores y los reactivos utilizados para la recuperación y/o purificación de la 

clofarabina (acetato de butilo, heptano, metanol, acido, acético y DCE). Es decir, más 

del 99% de la masa incorporada al proceso de síntesis química, no forma parte del 

producto final (clofarabina). En el caso de la síntesis enzimática, el gRME fue del 

0,3%, teniendo en cuenta que en el cálculo también  se tiene en cuenta el único solvente 

de la reacción, el agua.  

Ecuación 12:                         gRME =
𝒎𝒂𝒔𝒂 𝒅𝒆𝒍 𝒑𝒓𝒐𝒅𝒖𝒄𝒕𝒐

∑ 𝑴𝒂𝒔𝒂 𝒅𝒆 𝒕𝒐𝒅𝒐𝒔 𝒍𝒐𝒔 𝒓𝒆𝒂𝒄𝒕𝒊𝒗𝒐𝒔  𝒅𝒆𝒍 𝒑𝒓𝒐𝒄𝒆𝒔𝒐
  

 

 

F. MRP: Parámetro de recuperación de masa. 

 

El parámetro de recuperación de masa (MRP) considera el uso de otros materiales como 

solventes u otros materiales usados en la recuperación, purificación, etc. y  puede ser 

calculado según Ecuación 13. Cuando todos los catalizadores, solventes y otros 

materiales post-reacción son recuperados o eliminados, el MRP=1.  En las estrategias de 

síntesis comparadas se recupera un porcentaje muy bajo del material no usado, un 

2,23% en la síntesis química y  5,05% en la enzimática.  

 

Ecuación 13                     𝐌𝐑𝐏 =
𝑹𝑴𝑬∗𝑭𝑬

𝑹𝒆𝒏𝒅.∗𝑬𝑨
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G. La Ecoescala. 

 

En los  hexágonos radiales de la Figura 59 uno de los vértices se corresponde con un 

parámetro que  va más alla de los balances de masa para comparar los dos procesos de 

síntesis de clofarabina, la Ecoescala,  una herramienta desarrollada por Van Aken  y 

col.133, para evaluar la calidad de las reacciones.  En la Tabla 44 se muestran los  puntos 

de penalización asociados a los dos procesos de síntesis comparados en este trabajo y la 

puntuación final de la reacción  (o Ecoescala), calculada según la Ecuación 14  

 

 

Ecuación 14              𝑬𝒄𝒐𝒆𝒔𝒄𝒂𝒍𝒂 = 𝟏𝟎𝟎 − ∑ 𝒑𝒖𝒏𝒕𝒐𝒔 𝒅𝒆 𝒑𝒆𝒏𝒂𝒍𝒊𝒛𝒂𝒄𝒊ó𝒏 

 

En la Tabla 44 se muestran los resultados de la Ecoescala de los procesos de síntesis 

propuestos por Bauta y col.37 y su comparación con el proceso de síntesis enzimática 

propuesto en este trabajo. Dado que los valores obtenidos están muy por debajo de 50, 

ambos procesos de  síntesis de clofarabina son “inaceptables”, desde el punto de vista 

de esta herramienta.  De los dos procesos, el de sínteis química tiene mayor cantidad de 

penalizaciones (Tabla 44) fundamentalmente, por el precio de los reactivos de partida, 

el uso de solventes (y su toxicidad) y su eliminación al final de la reacción. En el caso 

de la síntesis enzimática, penalizan, en gran medida, los rendimientos de la reacción y 

los reactivos de partida (precios y toxicidad). 

 

Tabla 44: Puntuación para el cálculo de la Ecoescala en la síntesis de clofarabina 

Parámetros 
            Penalizaciones por vía 

Química Enzimática 

Rendimiento a 34 (32%) 37.5 (11,8%) 

Seguridad 30 10 

Reactivosb 30 13 

Manipulación 1 0 

Temperatura/Tiempo 12 7 

Procesado/Purificación 8 4 

Ecoescala 

 (excluyendo seguridad) 
15 34,6 

a Entre paréntesis el rendimiento global de la síntesis. 
bSe incluyen todos los reactivos de la síntesis, solventes, reactivos auxiliares y 

catalizadores. 
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H. Intensidad másica del proceso y Factor E  

Aunque no han sido incluidos en la representación radial de la Figura 59, en muchos 

procesos de síntesis se utilizan las métricas de Intensidad másica (PMI) y de Factor E, 

para estimar cuan “verdes” son los procesos sintéticos.  La intensidad másica del 

proceso puede ser calculada como el inverso de la Eficiencia másica de reacción 

(Ecuación 15), o como la suma de toda la masa usada en un proceso (global o parcial) 

dividido por la masa del producto final141( Ecuación 16). La intensidad másica calculada 

para el proceso de síntesis química propuesto por Bauta y col.37 fue de 260,47  y para el 

proceso enzimático propuesto en este trabajo fue de 371,6. Esto significa que para 

obtener 1 kg de clofarabina, se  introducen 260,47 kg  y 371,6 kg, en los procesos 

químico y enzimático, respectivamente. 

Ecuación 15                                       𝐏𝐌𝐈 =  
𝟏

𝐠𝐑𝐌𝐄
 

Ecuación 16                                PMI=
∑ 𝒎𝒂𝒔𝒂𝒔 𝒊𝒏𝒕𝒓𝒐𝒅𝒖𝒄𝒊𝒅𝒂𝒔 𝒆𝒏 𝒆𝒍 𝒑𝒓𝒐𝒄𝒆𝒔𝒐

𝒎𝒂𝒔𝒂 𝒅𝒆𝒍 𝒑𝒓𝒐𝒅𝒖𝒄𝒕𝒐 𝒇𝒊𝒏𝒂𝒍
 

Por su parte el Factor E142  se calcula dividiendo la masa total de residuos producida en 

la preparación de un compuesto, por la masa total de producto sintetizado (Ecuación 

17). El factor E y la PMI se pueden relacionar mediante la Ecuación 18, y en los 

procesos comparados suponen que se generan 259,47 kg de residuos, en el proceso de 

síntesis química, y 370,6 kg en el enzimático, para producir un kg de clofarabina.  

Ecuación 17                                        factor E=
𝒎𝒂𝒔𝒂 𝒕𝒐𝒕𝒂𝒍 𝒅𝒆 𝒓𝒆𝒔𝒊𝒅𝒖𝒐𝒔

𝒎𝒂𝒔𝒂 𝒅𝒆 𝒑𝒓𝒐𝒅𝒖𝒄𝒕𝒐
 

 

Ecuación 18                                       PMI =𝑭𝒂𝒄𝒕𝒐𝒓 𝑬 + 𝟏 

 

 
Tabla 45: Métricas asociadas a los escenarios comparados para la síntesis de clofarabina. 

 

EA  

(%) 

Rend. 

 (%) 

RMECurzons 

 (%) 

MRP 

(%) 
 CE 

gRME 

 (%) 

VMR EcoEscala 

Síntesis química 54 32 10,1 2,23 1,102 4 52,4 15 

Síntesis enzimática 49,7 17,2 11,4 5,04 1,012 3 46,5 34,6 
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La Tabla 45  muestra un resumen de las métricas aplicadas para comparar, 

cuantitativamente,  la «sostenibilidad» del nuevo proceso biocatalitico de síntesis  

propuesto en este trabajo con el proceso de síntesis química usado en la actualidad. A 

primera vista, el proceso biocatalitico no mejora el proceso de obtención química del 

API, sobre todo en términos de rendimientos, porque el resto de los parámetros 

evaluados son “relativamente” similares. Sin embargo, al hacer un análisis más 

cuidadoso de estas dos rutas de síntesis, nuestra visión de los mismos podría cambiar si 

pensamos que en el proceso biotecnológico, los cálculos tienen en cuenta al agua.  Pero, 

si la excluimos de los cálculos, esta evaluación, no sería del todo correcta.  El agua es 

por lo general considerada  el solvente «verde» pero, esta afirmación es válida solo para 

el agua pura. Aguas contaminadas con microorganismos o sustancias químicas, aunque 

sea en cantidades muy pequeñas, constituyen un problema medioambiental y necesitan 

ser tratadas y/o purificadas antes de reutilizarlas o liberarlas. 
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5. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS. 

5.1. Conclusiones. 

Los 2-desoxi-2-fluoro-β-D-arabinofuranósidos de pirimidina y de  purina son análogos 

de nucleósidos con   un amplio espectro de actividad biológica74 y de entre ellos  la 

clofarabina74, 75,  9- (2-desoxi-2-fluoro-β-D-arabinofuranosil) -2-cloroadenina,  ha sido 

aplicada con éxito para el tratamiento de la leucemia aguda pediátrica29, 76. Se han 

establecido varios métodos de síntesis química para su producción, la mayoría,  con 

bajos rendimientos globales, formación de las mezclas α/β de glucósidos, etc.,  lo cual 

supone etapas de purificaciones cromatográficas para separarlos, además del uso de 

grandes volúmenes de disolventes orgánicos. 

 

La búsqueda de alternativas “verdes”, más eficientes, ha conducido a proponer a las 

enzimas para llevar a cabo la síntesis de este importante API y en  este contexto, en la 

actualidad no existen alternativas viables,  desde el punto de vista comercial,  para la 

síntesis de este análogo.  Las  aproximaciones biocatalíticas llevadas a cabo hasta el 

momento  para la síntesis de clofarabina, se han hecho usando enzimas del tipo 

nucleósido fosforilasas.  Pero estas estrategias pasan por el uso de dos enzimas y por la 

necesidad de aportar el  desoxi-2-fluoro-α-D-arabinofuranosa-1-fosfato, sea por síntesis 

química (Figura 15),  o  usando una cascada de reacciones catalizadas por varias 

enzimas relacionadas con la síntesis de nucleósidos (riboquinasas  y fosfopentomutasas 

(Figura 16). 

El presente estudio fue iniciado bajo la hipótesis de utilizar enzimas de tipo NDT, 

capaces de llevar, al igual que las NPs, reacciones de  transglicosilación pero, a 

diferencia de éstas, no precisan del intermediario α-D-pentofuranosil-1-fosfato. 

Específicamente, la hipótesis de trabajo se basó en demostrar, primero, la posibilidad 

de obtener clofarabina usando NDTs y luego sentar las bases para la síntesis de este 

API, de manera sostenible, desde el punto de vista económico y  ambiental. En este 

apartado se resumen las principales conclusiones y perspectivas de este trabajo. 
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A. La nucleósido 2’-desoxirribosiltransferasa de Lactobacillus leichmannii ha 

sido seleccionada para llevar a cabo la reacción de síntesis de clofarabina. 

En la base de datos Protein Data Bank (www.rcsb.org/pdb), tres proteínas cristalinas 

aparecen anotadas como “Nucleoside 2-deoxyribosyltransferase”. Las mismas fueron 

utilizadas como receptores en los estudios de acoplamiento (docking) molecular, 

usando como ligandos: i) un sustrato natural de estas enzimas, la 2’-desoxiuridina 

(dUrd) y ii) el sustrato propuesto para la síntesis de clofarabina, 2'-fluoro- 

arabinofuranosil-2'-desoxiuridina (araF).  Del estudio se pudo concluir que dada la 

cercanía geométrica del 2'-fluoro-arabinofuranosil-2'-desoxiuridina, a los residuos 

involucrados en el centro catalítico, la orientación espacial y  los valores energéticos 

(energía favorable) para finalmente establecer un enlace covalente entre el residuo 

Glu nucleofílico y el pentofuranosilo, la nucleósido 2’-desoxirribosiltransferasa de 

Lactobacillus leichmannii, ha sido seleccionada para llevar a cabo la reacción de 

síntesis de clofarabina. 

B. Se ha clonado el gen ndt2 de L. delbrueckii   y se ha producido la enzima en 

cultivos de alta densidad celular. 

Con unas pequeñas variaciones en la secuencia original del gen ndt2 de L. delbrueckii, 

que incluyen la eliminación de los 7 primeros residuos y el cambio de tres residuos en 

el resto de la secuencia, la enzima con actividad 2’-desoxi-2’-fluororibosil-transferasa 

ha sido clonada y expresada exitosamente. En este estudio además, se ha establecido 

una fermentación semicontinua, con la que se consiguen 0,017g de la enzima  por 

gramo de biomasa seca y el coste estimado de la producción de un kilogramo de un 

extracto crudo (liofilizado, con actividad 2’-desoxi-2’-fluororibosil-transferasa) ronda 

los 456 euros. 

C. Se ha conseguido la síntesis de clofarabina usando la NdRT de L. 

delbrueckii. 

La síntesis enzimática de clofarabiana ya había sido abordada con anterioridad, usando 

nucleósido fosforilasas. En este trabajo, por primera vez se logra la síntesis de este 

análogo nucleosídico, usando una NdRT. En el escenario planteado, se consiguen 

rendimientos de conversión de aproximadamente 11,8% y unos rendimientos globales 

del proceso de obtención de este API purificado de un 17,2%. 

http://www.rcsb.org/pdb
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D. La síntesis  biocatalítica de clofarabina usando NdRT es una alternativa 

prometedora, que ha de mejorar determinadas condiciones y costes  de 

operación para ser competitiva frente al proceso de síntesis química. 

 

La aplicación industrial del proceso propuesto debe superar la barrera del “pobre” 

rendimiento global obtenido y de la productividad volumétrica, en aras de ser 

competitiva con el proceso de síntesis química. No obstante, el análisis de la 

sostenibilidad del proceso, indica que el proceso enzimático es una alternativa, muy 

prometedora para la síntesis de  clofarabina. 

 

5.2. Perspectivas futuras 

En resumen, los datos y  discusiones presentados en esta Tesis Doctoral, demuestran el 

potencial y la plasticidad de las enzimas Nucleósido 2’-desoxirribosiltransferasas, para 

la síntesis de 2´-desoxifluoroarabinosil nucleósidos y en especial de clofarabina.  Las 

perspectivas de trabajos futuros se orientan en dos direcciones: i) la optimización de la 

reacción enzimática y ii) aumentar el repertorio de NdRTs.  La primera   consistiría en 

los trabajos destinados a optimizar la reacción de transglicosilación presentada en este 

estudio. En  concreto,  se  podrían mejorar aspectos relacionados con la actividad 

catalítica de esta enzima así, por ejemplo, a partir del conocimiento del centro activo del 

enzima modificar mediante ingeniería de proteínas o mutagénesis la eficiencia 

catalítica. También  sería  interesante  cambiar el modo de operación de las 

bioreacciones para, por ejemplo, limitar los efectos de inhibición por 

sustratos/productos o estudiar la utilización de solventes orgánicos, dada la baja 

solubilidad de los sustratos en agua. Otro punto interesante sería el estudio de nuevos 

sustratos para la reacción enzimática, pues sus precios hacen prácticamente inviable su 

utilización, además de aumentar la estabilidad del biocatalizador a través de la 

inmovilización. 
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Luego, la segunda línea de actuación, supondría la búsqueda de  nuevos 

biocatalizadores, más versátiles y robustos,  con mayor eficiencia catalítica y estabilidades  

mejoradas bajo las condiciones de reacción que impone la síntesis de 2´-

desoxifluoroarabinosil nucleósidos.  
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ANEXOS 

6.1. Anexo1:  Patent Application US 2016/0076070 A1  

 

Biocatalytic Production Of Nucleoside Analogues As Active 

Pharmaceutical Ingredients 

 

Applicants  
 

• Plasmia Biotech S L 

Inventors  
 

• Pascual Gilabert Marta  

• Deroncelé Thomas Victor Manuel  

• Montilla Arévalo Rafael   

https://www.lens.org/lens/patent/US_2016_0076070_A1
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