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as lipasas (glice-

rol éster hidro-

lasas EC 3.1.1.3)

son un grupo

de enzimas am-
pliamente distribuidas por
la Naturaleza, cuya fun-
cién es catalizar la hidréli-
sis reversible de los triacil-
glicéridos para originar
icidos grasos y glicerol
(Figura 1). En concreto,
las lipasas microbianas han recibido
una atencién especial debido a sus
numerosas aplicaciones, las cuales
aparecen recogidas en diversos articu-
los y monografias (1-8). Las razones
del enorme potencial biotecnoldgico
de las lipasas son su gran estabilidad
en disolventes orgdnicos; no requieren
cofactores; tienen una amplia especifi-
cidad de sustrato; y presentan una ele-
vada enantioselectividad. La Tabla 1
recoge aquellas lipasas comerciales
que se emplean con mis frecuencia en
fines biotecnol6gicos. Muchas de estas
lipasas han sido purificadas y secuen-
ciadas (9), y su estructura tridimensio-
nal estd disponible en el Protein Data
Bank (http://www.rcsb.org/pdb).
Estas estructuras, a pesar de que pose-
en diferentes secuencias de aminoaci-
dos y difieren en tamafio (22-60 KDa),
se pliegan de una forma similar y
poseen centros activos parecidos. El
plegamiento de todas estas lipasas se
corresponde al modelo o/f hidrolasa
en el que es caracteristico un nicleo
de ldminas B (en su mayoria dispues-
tas paralelamente) rodeadas por a-

hélices (10). Este plega-
miento incluye la triada
catalitica tipica de las lipa-
sas (serina, histidina y glu-
tdmico o aspdrtico), asi
como un hueco donde
encaja un oxianién. La
accién catalitica de las
lipasas se divide en dos
etapas (Figura 2). En solu-
cién acuosa, un segmento
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helicoidal de la cadena proteica deno-
minado "tapadera" cubre el centro acti-
vo de la lipasa. En presencia de una
interfase o en un medio orginico la
tapadera se abre, exponiendo la entra-
da al centro activo y favoreciendo la
interaccién de la enzima con el sustra-
to (11). El sustrato se sitGa en el centro
activo de a lipasa de tal manera que el
carbono carbonilico del enlace éster
toma contacto con €l grupo -OH de la

Figura 1. Funcion biologica de las lipasas: 1a hidrélisis de triglicéridos.

TABLA I. EJEMPLOS DE ALGUNAS DE LAS LIPASAS MAS UTILIZADAS

EN BIOTECNOLOGIA.

Lipasa de... Peso (kDa) Codigo Especificidad Laboratorio

en PDB* suministrador
Rbizomucor miche 30 3TGL 13 Amano, Novo Nordisk
Geostichum candidum 60 ITHG dis-A? Sigma, Novo Nordisk
Candida rugosd 60 1CRL No especifica Sigma, Amano, Fluka
Pseudomanas glumag 3 ITAH No especifica Amano, Fluka
Humicola lanuginosa’ 30 ITIB No especifica Amano, Novo Nordisk
Burkholdetia cepacia 33 3LIP No especifica Amano, Fluka
Candida antaritica (B) 60 1ICA 13 Novo Nordisk, Fluka
Rhizapus delemar’ 41 ITIC w13 Sigma, Roche, Fluka

Chromobacterism viscosum.
¢ Denominado actualmente como Thermomyces lannginsus.
¢ Denominado anteriormente como Preudomonas cepacia.

+ Cédigo de la estructura en el Protein Data Baok, Brookhaven National Laboratory, Upton, Nueva York.
® Microorganisme denominado anteriormente como Candida cylindrares, capaz de producir al menos 5 isoformas de la enzima.
¢ Micreotganismo denominado actualmente como Burkholderia glumae; la lipasa que produce es idéntica a la lipasa de

* Las lipasas producidas por R. delemar, R. arrhizus, R. oryzae y R. nivens son escructuralmente idénticas.
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Figura 2, Apertura de Ia tapadera que descubre el centro activo y mecanismo de accion de Ias lipasas. La numeracion de los aminoicidos corresponde a la lipasa de

Candida rugosa.

serina. El protén del grupo hidroxilo
de la serina se transfiere al Ne de la
histidina de la triada catalitica y el Oy
con carga negativa ataca nucleofilica-
mente al grupo carbonilo del sustrato
con lo que se produce un intermedio
tetraédrico (Tdl). La carga negativa, en
un principio situada en el Oy de la
serina, sufre una translocacién hacia el
oxigeno del grupo carbonilo, originan-
do un oxianién. Este oxianién encaja
en un hueco que se forma tras la aper-
tura de la tapadera. El intermedio tetra-
édrico se rompe cuando el protén
cedido a la histidina se transfiere al
oxigeno de alcohol. El alcohol se libe-
ra y seguidamente se forma el comple-
jo acil-enzima. Se produce un segundo
ataque nucleofilico, esta vez de una
molécula de agua sobre el carbono
carbonilico del complejo acil-enzima.
Se forma un nuevo intermedio tetraé-
drico (Td2) que, a continuacién se
rompe, liberando un 4cido graso y
regenerando el -OH de la serina. La
funcion del 4cido glutdmico o asparti-
co, presente en la triada catalitica, es la
estabilizacién de la carga positiva
generada sobre la histidina en los
intermedios tetraédricos.

LAS LIPASAS COMO
BIOCATALIZADORES EN
SINTESIS ORGANICA

Las lipasas han resultado ser unos
biocatalizadores de gran interés en sin-
tesis organica por diversas razones.
Debido a que poseen unos dominios

proteicos grandes para el reconoci-
miento de los grupos acilo de los trigli-
céridos, estas enzimas pueden acomo-
dar muchos sustratos diferentes (son
poco especificas) sin que, por ello,
pierdan su capacidad de reconocer
centros quirales. Por otro lado, las lipa-
sas han desarrollado una estructura
estable al efecto desnaturalizante que
ejercen las interfases donde actiian v,
por este motivo son también estables
en los disolventes organicos.

En un medio acuoso, el intermedio
tetraédrico se hidroliza inmediatamen-
te, regenerando la enzima y liberando
el 4cido (Figura 2). Si el medio estd
constituido por un disolvente orgénico,
otro nucledfilo diferente al agua,
puede atacar al intermedio acil-enzima
con lo que se produce una reaccién de
sintesis. De este modo, las lipasas pue-
den catalizar una gran variedad de
reacciones como esterificaciones, tran-
sesterificaciones, tiotransesterificacio-
nes, aminolisis, oximolisis, etc. Como
ventaja adicional, las lipasas no pier-
den su enantioselectividad (12) en
estas condiciones.

ENANTIOSELECTIVIDAD
DE LAS LIPASAS

Todas las reacciones enantioselecti-
vas se basan en la formacién de un
complejo diasteroisémerico entre el
reactivo quiral y la enzima, donde la
energia del estado de transicion del
complejo (AG®*) con un isémero y
otro es diferente. Si los dos enantiéme-

10s 1y 2 compiten por €l centro activo
de la enzima y se cumplen las exigen-
clas de la teorfa del estado estacionario
postuladas por Michaelis-Menten, la
"relacidén de enantioselectividad" o
"factor bioquimico de estereoselectivi-
dad" (E) se puede definir como la rela-
cién existente entre las velocidades de
reaccion de los dos isémeros. Por
tanto, también estin relacionados con
los pardmetros vmix y km de cada uno
de ellos (Ecuacién 1).

Vi (Vmax / Km),

VZ (Vmax / Km)z [1]

En vez de determinar todos estos
pardmetros, caracteristicos de las reac-
ciones correspondientes a cada uno de
los enantiémeros, es mas sencillo acu-
dir a la expresién matematica propues-
ta por Sih, que relaciona el valor de E
con la conversion (c) v el exceso
enantiomérico del sustrato (ees) o del
producto (eep), parimetros que resul-
tan mas ficiles de determinar (13).
Estas ecuaciones han sido ampliamen-
te empleadas en reacciones irreversi-
bles (Ecuaciones 2y 3).

. In [(1-c) (1-eey)]
In [(1-¢) (1+ees)] 2l

_ In[ic (+eep)
In {1-c (1-eep)] B3l
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Las lipasas microbianas han demos-
trado su utilidad en la resolucién de
mezclas racémicas de ésteres, icidos
carboxilicos v alcoholes (14-16). La
hidrélisis enantioselectiva de ésteres y
alcoholes acetilados se realiza en
medio acuoso (Figura 3) y, en algunos
casos, en presencia de una pequefia
proporcién de disolvente orgénico
miscible en agua (5-20%) con el fin de
solubilizar aquellos sustratos no solu-
bles en agua. En medios orginicos
anhidros, las lipasas son capaces de
catalizar la esterificacion o transesterifi-
cacion enantioselectiva de ésteres a
partir de mezclas racémicas (Figura 4).
De la misma forma que en la hidr6li-
sis, si la enzima es enantioespecffica, la
reaccién de sintesis se detiene cuando
se alcanza el 50% de conversibn, y
como resultado se obtienen los iséme-
ros con un 100% de exceso enantiomé-
rico (ee). En este caso el factor de
enantioselectividad (E) es superior a
100. Por ejemplo, la lipasa de la leva-
dura Candida rugosa es capaz de este-
rificar enantioselectivamente el isbme-
ro (-) del mentol con 4cido latrico en
heptano, con lo que se obtiene el éster
(-) con un 95% de exceso enantioméri-
co (17). Si la enzima no es enantioes-
pecifica (E<10), el proceso biocatalitico
pierde interés. Esta es la razén que ha
impulsado a la comunidad cientffica a
mejorar la enantioselectividad de las
lipasas al médximo para su posterior
aplicacion industrial.

Por ejemplo, la determinacién de la
estructura cristalina de algunas lipasas
ha permitido determinar su enantioes-
pecificidad para determinados sustra-
tos. Por ejemplo, una regla para la
resolucion de alcoholes secundarios se
basa en los tamafios de los subsitios
del estereocentro, con lo que se puede
predecir cual es el enantibmero que
reacciona mis rapido (18). La aplica-
cién de determinadas técnicas que
aumentan la selectividad de las enzi-
mas ha permitido el empleo de lipasas
més econdmicas pero con menor este-
reoselectividad (E=10-20). En muchos
casos, la modificacién de una o varias
condiciones de la reaccién ("ingenierfa
del medio") ha mejorado el resultado
de estas resoluciones (19). Finalmente,

Hidrdlisis enanftiosclectiva de ésteres racémicos de dcidos carboxflicos
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Figura 4. Resolucién de racémices mediante sintesis enantieselectiva catalizada por lipasas.
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el isbmero puro que
interesa. En el apar-
tado anterior, hemos
visto como la enan-
tioselectividad y la
actividad de las lipa-
sas se puede optimi-

rentes estrategias. En
cuanto al aprovecha-
miento del 50% del

— J35miET0S PUTOS
e Racémicos

ex=es Férmacos NO QUIRALES

producto de la reso-
lucién que no inte-

el método mis novedoso para mejorar
la enantioselectividad de las lipasas
consiste en obtener microorganismos
mutantes productores de enzimas mas
enantioselectivas mediante técnicas de
evolucion in vitro (20).

En la actualidad, la seleccién de la
lipasa mds adecuada para la resolucién
de una determinada mezcla racémica
estd al alcance de cualquier quimico
orgénico, y debido a su sencillez per-
mite ahorrar mucho tiempo y dinero.
Hay laboratorios que suministran kits
con lipasas de diferentes microorganis-
mos y se puede comprobar cual
presenta mejores resultados en la reso-
lucién de ésteres, alcoholes o 4cidos
carboxilicos. Como ejemplos tenemos
los kits ChiroScreen® de Altus Biologics

(http://www.altus.com) y
Chirazyme® Screening Set de Roche
(http://www.roche.com).

APLICACION INDUSTRIAL
DE LAS LIPASAS
MICROBIANAS

A pesar del gran nimero de publica-
ciones dedicadas al uso de lipasas en
la resolucién de mezclas racémicas
(21-23), los procesos industriales basa-
dos en esta tecnologia son muy reduci-
dos. Las razones principales de este
hecho son la poca actividad y enantio-
selectividad de las lipasas empleadas,
la dificultad que supone su reciclado y
el hecho de que el 50% del producto
debe ser eliminado una vez obtenido

Figura 5. Quiralidad de los firmacos naturales y de sintesis (1985).

resa, se puede race-
mizar y someter a
una nueva reaccién
de resolucién en un
proceso en continuo,
con lo que se aprovecharia el 100%
del sustrato de partida. Por otra parte,
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como agonistas o antagonistas de
receptores. El avance en el conoci-
miento de los mecanismos de accién
de los farmacos a nivel molecular han
permitido descubrir la importancia que
tiene la estereoquimica de estos com-
puestos en su eficacia terapéutica. En
muchos casos, s6lo uno de los enan-
tidmeros del fArmaco es farmacologica-
mente activo, mientras que el otro
puede ser inactivo o téxico. No obs-
tante, la mayoria de los firmacos de
sintesis se comercializan en la actuali-
dad como mezclas racémicas. En 1985,
el porcentaje de firmacos racémicos
de sintesis era del 35,2%, mientras que
la correspondiente a los farmacos
constituidos por enantiémeros puros
era del 4,8% (Figura 5). Estas cifras
contrastan con la proporcién de farma-

el aumento en la esta-

bilidad y reciclado de f
las lipasas se puede
conseguir tras Ssu
inmovilizacién. Los
métodos de inmovili-
zacién de lipasas que
mas han mejorado su
actividad y estabilidad
enzimdtica en los
medios orginicos
son: el atrapamiento
en geles de silice
(sol-gel) (24); la for-
macién de cristales
reticulados de enzima

EN LA ACTUALIDAD, LA
SELECCION DE LA
LIPASA MAS
ADECUADA PARA LA
RESOLUCION DE UNA
DETERMINADA
MEZCLA RACEMICA
ESTA AL ALCANCE DE
CUALQUIER QUIMICO
ORGANICO, Y DEBIDO
A SU SENCILLEZ

comercializaban
como enantidbmeros
puros (97%). Sin
embargo, esta situa-
¢i6n ha ido cambian-
do durante estos
Gltimos afios. En la
actualidad se deben
hacer ensayos clini-
cos de los isbmeros
de un firmaco racé-
mico antes de su
comercializacion.
Este hecho ha forza-
do a muchas compa-

cos naturales que se

(CLEC) 25) v el recu- PERMITE AHORRAR fifas farmacetticas a
brimiento con lipidos MUCHO TIEMPO Y sintetizar isémeros
(26). Por todos estos DINERO. puros de nuevos fir-

motivos, cada vez serd
mayor el nimero de pro-
cesos industriales de obtencién de
compuestos enantioméricamente puros
que introduzcan lipasas en su ruta de
sintesis.

SINTESIS QUIRALDE |
COMPUESTOS DE INTERES
FARMACEUTICO
CATALIZADA POR LIPASAS

Actualmente, uno de los principales
objetivos de la Industria Farmacéutica
es la busqueda de compuestos que
actlen como inhibidores enzimaticos
muy selectivos, o que se comporten

macos o, por el con-
trario, dedicarse a la fabri-
cacién de moléculas aquirales. La sin-
tesis asimétrica de compuestos quirales
mediante procesos biocatalizados por
enzimas ha demostrado ser mis intere-
sante y rentable que la catalizada por
métodos quimicos (27). A continua-
cibn, se comentan algunos ejemplos
de intermedios quirales que condu-
cen a la sintesis de compuestos de
interés farmacéutico (Figura 6). La
aplicacion de las lipasas no se reduce
exclusivamente a la obtencién de
estos compuestos, ya que cada vez
son mis los ejemplos de moléculas
con actividad terapéutica que se pue-
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Figura 6. Resoluci6n de compuestos de interés farmacéutico catalizada por lipasas.

den sintetizar con la ayuda de estos
biocatalizadores.

1. Obtencion de
antiinflamatorios no
esteroidicos

Los 4cidos 2-aril propidnicos como
el ibuprofeno (1), naproxeno (2),

ketoprofeno (3) y el flurbiprofeno (4)
son compuestos de uso muy comdn,
cuya actividad antiinflamatoria reside
en el isdmero S. La resolucidén enzi-
matica de las mezclas racémicas de
estos 4acidos se realiza mediante el
empleo de lipasas microbianas. Los
enantiémeros puros de estos antiinfla-
matorios no esteroidicos se han sinte-

tizado mediante la hidrdlisis enantio-
selectiva de sus ésteres racémicos en
medio acuoso. En la actualidad, se
pueden adquirir cristales reticulados
de la lipasa de Candida rugosa (Chi-
roCLEC®-CR) , que resultan ser unos
biocalizadores muy estables y eficien-
tes en la resolucidén de estos ésteres
racémicos (28).
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2. Obtencion de
antibipertensivos

Los inhibidores de la enzima con-
vertidora de la angiotensina (ECA)
son compuestos ampliamente utiliza-
dos en el tratamiento de la hiperten-
sion. Un ejemplo de molécula de este
tipo es el captopril (5), cuya eficacia
como inhibidor depende de la confi-
guracion estereoquimica de su cadena

lateral, de tal manera que el isbmero
S es 100 veces mis potente que el
enantidmero R. Algunas lipasas han
resultado ser muy eficaces en la sinte-
sis enantioespecifica de la cadena
lateral del captopril y de otros nuevos
inhibidores de la ECA como el zefe-
nopril (6) (29).

Los antagonistas de los receptores
B-adrenérgicos o B-bloqueantes se
emplean en el tratamiento de la hiper-

tension, la angina de pecho y las arrit-
mias cardiacas. Todos estos compues-
tos tienen una estructura bisica de
ariloxipropanolamina con un centro
quiral, siendo el isémero S el respon-
sable de la actividad terapéutica. En la
actualidad, la sintesis del (S)-propra-
nolol (7) y el (S)-atenolol (8) se basa
en la hidrélisis enantioespecifica del
éster racémico catalizada por

lipasas (30,31). Q
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