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Introducción:Enzinms

E- INTRODUCCIÓN

1.1.-ENZIMAS: ASPECTOSGENERALES

1.1.1.-ESTRUCTURA. CLASIFICACIÓN Y NOMENCLATURA

.

Lasenzimasson proteínasdesarrolladaspor lascélulasde los organismosvivos con la

función específicade catalizarreaccionesquímicasin vivo (1). También son capacesde

catálizarla vitro reaccionesen lasqueintervienentanto sustratosnaturalescorno no naturales

(2,3). Cuando el sustrato transformadopertenecea este segundo tipo, se emplea la

denominaciónde BIOTRANSFORMACIÓN paradesignarel proceso.

Comotodaslas proteínas,lasenzimasposeenunaestructuraprimaria, secundariay

terciaria. La estructuraprimaria sedebea la secuenciade aminoácidosunidos por enlaces

peptídicos,mientrasquela secundariay terciariaconfierenala enzimasu forma tridimensional

(fIgura 1). La estructuracuaternariasóloapareceen aquellasenzimasconstituidaspor varias

subunidades,las cualesse asocianentresí, medianteunionesde tipo no covalente.

Debido a su estructuraproteica, las enzimasson sensiblesa los cambiosque se

producenen su entorno.La presenciade disolventesorgánicos,iones,la variacióndel pH, de

la temperaturao del microentomo, pueden alterar la estructura secundaria,terciaria o

cuaternariay puedenprovocarla desnaturalizaciónde la enzima,esdecir, la pérdidade su

estructuraordenada.En general,la mayoríade lasenzimasdesarrollansu actividadóptimaa

pH=7.O y a una temperaturade 370C, si bien existenexcepciones,talescomolasalcalasas

que trabajana un pH > 8.0, las lipasas,que trabajanen las interfasesaceite-aguay son

bastanteresistentesala presenciade disolventesorgánicos,o lasenzimasde “termófilos” o

“arqueas”,cuyatemperaturaóptimade trabajoesigual o superiora 60 oc.

Las enzimasse han clasificadosistemáticamentepor el Comité Internacionalde

Enzimologíaen 6 clasesprincipales,cadaunade lascualessedivide a su vez en subclases,

segúnel tipo de reacciónquecatalizan(Tabla 1). Cadaenzimasedesignapor un nombre

I~QIn~fl4adQ, generalmentecorto y apropiadopara su uso habitual, por un nombre

sisIwn~IkQ, que identifica la reacciónque cataliza,y por un númerode clasificaciónque

1



Introducción:Enzimas

Figura1.- Estructurade lasenzimas:(a) estructuraprimaria; (b) estructurasecundaria;

(c) estructuraterciaria.

a
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b3: lámina fi paralela
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Introducción:Enzimas

Identifica a la enzima de forma inequívoca.Para ilustrar con un ejemplo, la enzimaa-

quimotripsina,empleadaen la presenteTesisviene clasificadacon el númeroE.C. 3.4.21.1,

dondeE.C. sonlas iniciales en inglésde Comisiónde Enzimas,la primeracifra «3” representa

el nombre de la clase (hidrolasa), la segundacifra «4» representaa la subclase(enlaces

peptídicos,ya querompenestetipo de enlaces),la terceracifra «21» ala sub-subclase(Serin-

proteasas,ya quela unión al carboxilo se realizaa travésde un restode serma)y la cuarta

cifra «1» que indica que la rupturadel enlacepeptídicose produceen la vecindadde un

aminoácidoaromático.

Tabla 1. Clasificacióninternacionalde las enzimas.

1.- OXIDO REDUCTASAS: 1.1 - Actúansobrealcoholes>-OH
(Reaccionesde oxido-reducción) 1.2 - Actúansobrecetonas>C=O

1.3 - Actúansobrealquenos> =CH-
1.4 - Actúansobregruposamino -NH2
1.5 - Actúansobregruposimino =NH

2.- TRANSPERASAS: 2.1 - Gruposdeun átomode C
(Transferenciadegruposfuncionales) 2.2 - Gruposaldehídicoso ceténicos

2.4 - Gruposglucosilo
2.7 - Gruposfosfato
2.8 - Gruposquecontienenazufre

3.- HIDROLASAS. 3.1 -Esteres
(Reaccionesdehidrólisis) 3.2 - Enlacesglucosídicos

3.4 - Enlacespeptídicos
3.5 - OtrosenlacesC-N
3.6 - Anhídridosde ácido

4.- LIASAS. 4.1 -

(Adicióna doblesenlaces) 4.2 - > C=O
4.3 -

5.- ISOMERASAS 5.1 - Racemasas
(Reaccionesdeisonrrirac¡ón)

6.- LIGASAS: 6.1 - EntreátomosdeC yO
(Formaciónde enlacescon escisiónde ATP) 6.2 - EntreátomosdeC y 5

6.3 - EntreátomosdeC y N
6.4 - EntreátomosdeC y C

3





Introducción:Enzimas

1.1.2.- CATÁLISIS ENZIMÁTICA Y SU APLICACIÓN EN PROCESOS

BIOCATALIZADOS

.

Las enzimas,como catalizadores,tienen las siguientescaracterísticasprincipales,que

pasamosa comentar:

1) Como todo catalizador,aumentanla velocidadde la reacciónal disminuir la

energíadeactivaciónnecesariaparaqueéstase lleve a cabo.

Las enzimas normalmentecatalizan las reaccionescon mayor eficacia que los

catalizadoresinorgánicos.Comoejemplocitaremosla descomposicióndel aguaoxigenadaen

aguay oxígeno.La energíade activaciónnecesariaparaquesucedala reacciónen ausenciade

catalizadoresde 75 KJ/mol. Estaenergíase reducea 50 KJ/mol en presenciade platino, y

disminuye a 8 KJ/mol si se haceen presenciade peroxidasa(denominadaclásicamente

catalasa).Estojustifica el interésaplicadode los biocatalizadores.

— keacciánenzñnillc.

T(eaccióu no onsizná~’a

E+SaE-S-.E+P

AEA

Curso del, nacdón

Figura 3.- Efecto de la catálisis enzimática sobre la energía de activación. AEÁ es la

energíalibre de activación para una reacción catalizadapor una enzimamientras que

AEI esla de una reacciónno catalizada.AG0 esla energía libre de la reacción.

5



Introducción:Enzimas

2) Las enzimasson catalizadoresselectivos:la formación del complejo enzima-

sustratosucedeen una pequeñaregión de la enzimadenominada~nhxQ..acLixQ,el cual suele

estarlocalizadoen un huecoo cavidadde la estructuraproteica. La selectividadde las enzimas

esla basede muchasde susaplicacionesen SíntesisOrgánica,ya queofrecenlaposibilidad

de llevar a cabotransformacionesmuy selectivascon estructurasquirales,polifuncionaleso

lábiles. La especificidadenzimáticaresideinherentementeen estecentroactivo, queposeelas

dimensionescorrectas,la topologíaadecuaday el alineamientoóptimo de gruposcontraiónicos

y regioneshidrofóbicaspara acomodara un sustratoespecífico. Solamenteunos pocos

aminoácidos(entre 5 y 10) dentro del centroactivo estándirectamenteimplicadosen la

catálisisenzimáticay constituyenel centrode fijación. Estosaminoácidosno estánlocalizados

consecutivamenteen la cadenapolipeptídica,sino que seencuentranjuntos trasel plegamiento

característicode la enzima; por ello, la alteración de la estructurade la proteínapuede

desactivarel catalizador.No obstante,aquellosaminoácidosque no intervienendirectamente

en la catálisis tambiénson importantes,ya que son esencialesen el mantenimientode la

conformaciónactivade la enzima.

Sehan propuestovariosmodelosparaexplicarla selectividadde lasenzimashaciaun

determinadosustrato.El modelode “la llave y la cerradura”(4), queda unaversiónrígidade

las enzimas, ha sido ampliamentesuperadopor el modelo del “acoplamientoo encaje

inducido” (5). En estemodelo,el sustratoinducela orientaciónde los residuosen el centro

activoparaque se realicela uniónal centrode fijacióny sucedala catálisis.

3) Las enzimaspuedenser objeto de regulación,esdecir, su actividad catalftica

puedeestarinfluenciadaporla concentraciónde sustratos,productosy otrasespeciesquímicas

presentesen solución.E] temade la regulaciónde lasenzimas,deenormeimportanciaen los

sistemasmetabólicosdondenormalmenteactúan,esun inconvenientecuandose empleancomo

catalizadoresen reaccionesiii vitro con sustratosno naturales.Así, cuandola concentración

del productode la reacciónbiocatalizadaaumentahastacieno valor, puedeexistir una

inhibición de la enzimaporproductofinal lo cual reduceel interésde la aplicacióndeestas

enzimasal no poder trabajaren grandesconcentracionesde reactivos(6, 7). Existen dos

formasde evitar esteproblema:

1) La eliminacióndel productodel mediode reaccióna medidaque se va formando

6



Introducción:Enzinms

(a vecesresultaun procesono excesivamentesencillo).

II) El aumentode la cantidadde enzima(lo que suponeun aumentoen el costedel

proceso).

4) Ciertasenzimaspuedenrequerirla presenciadecofactoresparaque seanactivas.

El apodede estos cofactoresy su regeneraciónsignifica un encarecimientodel proceso

biocatalizado.

5) La mayoríade lasenzimassonsolublesen aguay presentanmayoractividadiii

ui¡oa pH=7-8 y a temperaturaambiente.Estocomplicasu utilización in vitro con sustratos

no naturales,generalmentelipóides.

6) Se puedenutilizar variasenzimasen combinaciónpararealizartransformaciones

que sucedanen variospasossucesivos.Esto no es técnicamenteviable, por lo quemuchas

vecesseacudeal empleode la célulaentera.

7) Las enzimas, dada su estructura proteica, se degradanen condiciones

relativamentesuaves.Los químicos,acostumbradosa conservarsuscatalizadoresmetálicos

durantemucho tiempo sin una pérdidaconsiderablede actividad, se enfrentancon unos

biocatalizadoresquerequierenun manejomuchomáscuidadoso;éstoimplica muchasveces

el que se busquencatalizadoresinorgánicosmenos eficaces pero más establesen las

condicionesde reacción.

Lasenzimasse puedendesnaturalizarmediantediversosmecanismoscomo:

1) La acción de proteasaspresentescomo contaminantesen los preparados

enzimáticos;

II) La temperaturao los cambiosde composicióndel medio, quepuedenalterarla

conformaciónde la proteína;

III) La contaminaciónmicrobiana;

IV) La autooxidación;etc.

Porello la manipulaciónde las enzimas,tantodurantesu utilizacióncomodurantesu

conservación,exige un manejomásdelicadoqueel deotro tipo decatalizadores.

De todo lo dicho podemosconcluir que la inestabilidad, el precio elevadoy la

especificidadrespectoal sustratoson los principalesinconvenientesquepresentanlas enzimas

paraserutilizadascomocatalizadoresindustrialescon sustratosno naturales.Sin embargo,

7



lntrodncción: Pr~~~s

muchos de estos problemasse han superadoen los últimos añosde investigación en

biotransformaciones:

J) Existen ya una gran cantidadde enzimascomercialmentemuy baratas,que

transformanmuchossustratosestereoselectivamenteoriginandointermediosde síntesisno

accesibleseconómicamenteporotrasvías.

2) Con el objetivo deutilizar los biocatalizadoresen procesosindustrialesa granescala,

se handesarrolladotécnicasque mejoranla estabilidadde las enzimasy que facilitan su

recuperacióny reutilización(8); comoejemplos,citaremosla inmovilización y la modificación

química.

3) Los avancesde la Biología Moleculary los nuevosmétodosdel ADN recombinante

han permitidola manipulacióndel material genético,el aislamientode genesproductoresde

enzimasy su expresiónen otrosmicroorganismoscon el fin de obtenerdeterminadasproteínas

en grandescantidades(9). Comoconsecuenciade ésto, el preciode las enzimasha bajado

espectacularmente.

Estas técnicastambiénpermiten la alteracióncontroladade las enzimas,creando

enzimasartificialescon nuevasactividades.

4) La limitación que suponela insolubilidadde ciertossustratosno naturalesen agua

seha vistoen partesuperadaporla posibilidadde realizarreaccionesen sistemasheterogéneos

en los que unapequeñapartedel sustratoestápresenteen ladisolucióndondese suspendela

enzima(10). Estose lograempleandocosolventesorgánicoscomoel etilenglicol, el glicerol,

el dimetilsulfóxido (DM50) o la dimetilformamida(DMF), dondelas enzimassonbastante

estables(11).

1.2.- PROTEASAS: CONCEPTO Y CLASIFICACIÓN

Las enzimasque producenla rupturade enlacespeptídicos(amídicos)en sustratos

proteicossedenominanPROTEASAS(o tambiénpeptidasas).Estasenzimasllevana cabola

catálisisen reaccionesde transferenciade acio,en las cualesun restoacilo estransferidoa una

moléculadeagua.

El comitéde Nomenclaturade la Unión internacionalde Bioquímica, en sus reglas

8



Introducción:Proteasas

dictadasa tal fin en 1984, clasificóa las proteasasdentrodel grupode enzimashidrolíticas,

junto con estearasas,glicosidasasy lipasas(Tabla 1, Sección1.1.1). Históricamente,las

enzimashidrolíticasque actúansobresustratosproteicosfueron de los primeroscatalizadores

biológicosen serpurificadosy caracterizados,debido, en parte,a su estabilidad.

Las proteasaspueden, a su vez, clasificarseen dos tipos, dependiendode su

especificidaden la rupturade los enlacespeptídicos:cuandoel enlacesusceptiblede serroto

se encuentraen el interior de una cadenapolipeptídica, la enzima se considera una

ENDOPEPTIDASA; si porel contrario,la rupturase lleva a caboen el grupoaminoterminal

o en el carboxilo terminal, la enzimaesuna EXOPROTEASA, las cualespuedenser, por

tanto, bien aminopeptidasaso carboxipeptidasas.

Las proteasassedividen en relacióna su función fisiológica, en dosclasesdiferentes:

a) Proteasasque degradanlos polipéptidosy las proteínascon fines digestivos y

nutricionales.Talesenzimasfuncionantantoextracelularmente(en el tracto intestinal)como

intracelularmente(en los orgánuloshidrolíticos intracelularesllamadoslisosomas,situados

fundamentalmenteen las célulasdel hígadoy riñón).

b) Proteasasque tienen como función la limitación y control de la proteolisisde

sustratosproteicos,paralo cual degradano activanenzimas.Unosejemplosdeestetipo de

transformaciónaparecenen la Tabla2.

Tabla 2.- Proteasasactuandoenprocesosdecontroldefuncionesrisk>ldgicas.

ff FUNCION FISIOLOGICA EJEMPLO

Mecanismosde defensa Coagulaciónsanguínea

Producciónhormonal Pminsulina-lnsulina

Digestión Zimógeno-Proteasaactiva

Unionesmacromoleculares Fibrinógeno-Fibrina

Procolágeno-Colágeno

Desarrolloy crecimiento Proqujtmasintetasa-quitinasintetasa

9
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Según sumecanismode acción las proteasassedividenpor grupos(12):

1 .-Protcasascon un residuode SERINA en el centroactivo(endoproteasas),también

llamadasSERINPROTEASAS.Según suorigen, sepuedendividir a su vezen dosfamilias:

aquellasque seextraende órganosde mamíferos,comoson la a-quimotripsina,tnpsina,y

elastasa;y porotro lado, lasquese obtienenapartir de microorganismosbacterianos,como

esel casode la subtilisina.

2.-Proteasascon un residuoCISTEINA en el centroactivo (endoproteasas),también

llamadasSULFHIDRILPROTEASAStalescomo la papaína.

3.-Metaloproteasas(endoproteasasy exoproteasas)que contienenun metal en su

estructura,bien provenientesdelpáncreasde mamíferos(carboxipeptidasaA) o biende origen

bacterianocomola termolisina.

4. -Proteasas con un residuo ASPÁRTICO en su centro activo,

ASPARTILPROTEASAS(penicilinopepsina).

1.3- a-OUIMOTRIIPSINA

1.3.1.- ESTRUCTURA Y OBTENCIÓN

La a-quimotnpsmaes, segónlas clasificacionesde proteasasdadasen la Sección1.1.1,

una ENDOPROTEASAcon un residuoSERINA en el centroactivo.

Suorigen seencuentraen las célulasacínicasdel páncreas,dondesesintetizaen forma

de precursorinerte, el quimotripsin6genoA, el cual está formado por una sola cadena

polipeptídicade 245 residuosaminoácidicos,con un pesomolécularaproximadode 25 KDa.

Esteprecursorinerteestransportadoporel jugo pancreáticohastael intestinodelgado,donde

es atacadopor la tripsina (SERINPROTEASA), lo que origina la ruptura de un enlace

peptídicocrucial paraoriginar la enzimaplenamenteactiva. Esta rupturaocurreentrelos

residuosArg15 e Ile16 , (13, 14), originando un producto, compuestopor dos cadenas,

completamenteactivo, llamadon-quiniotripsina.Estaforma de la enzimanoesestableen el

intestinoy sufre dos rupturasmás (catalizadaspor otrasdos moléculasde quimotripsina)

originandosucesivamente5-quimotripsina(rupturaLeu13-5er14)y a-quimotripsina(Thr,47-

lo
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Asn148) (Figura4).

42

lle¡6T — Arg 15

Ser ¡4Leu ¡3

¡68 42

¡49

¡47

¡¡e ¡6
— Leu ¡3

¡<Srs
1

Quimotripsinógeno

(1 cadena)

a-Qubnotripsina

(3 cadenas)

Figura4.-Activación dequimotripsinógeno.T y C representanla acciónde tripsina y

quimotripsinarespectivamente.

Estaúltima, la a-quimotripsina,es,por tanto, unaenzimacuyaestructuraestáformada

por tres cadenaspolipeptídicasunidas entresí por puentesdisulfuro. Una representación

esquemáticade la misma se muestraen la FIgura5.

Así, la a-quimotripsinaconstade 241 residuosaminoacídicoscon un pesomolecular

aproximadode 24,8KDa; las trescadenaspéptidicasunidasporenlacesdisulfuro constande

13, 131 y 97 residuosrespectivamentey sedenominanA, B y C.

Los residuosesencialesparala actividadcatalíticade la proteínaaparecenseñaladoscon

círculosen la Figura5, y son Asp1~, lbs57 y Ser195. Los aminoácidosqueintervienenen la

conversiónde quimotripsinógenoinactivo en a-quimotripsinaactiva estánmarcadoscon

cuadrosy son: Ile16, Asp1~ e His~. Muchosotrosaminoácidos,queno estánmarcados,son

importantesparala unión del sustratoporqueformanla cavidaden la cual sefijan las cadenas

168

¡49

¡46
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6 CHAIN

2

(-5

Figura5.-Secuenciadeamin4cidosde la «-quimotripsinabovina,segúnHartleyy cok

(15, 16) y Melounycols(17).

(@) Residuosaminoy carboxiloterminales.

(O) Residuosimplicadosen la reaccióncatalítica.

(O) Residuosimplicadosen la activacióndel quhnotripsinógeno.

(A) Residuosimplicadosen la unión delos sustratosal centroactivo.

NH,
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lateraleshidrofóbicasde los sustratosespecíficosde la «-quimotripsina(18); por otra parte.

existenotrosdosresiduosmarcadoscon triángulosquetambiénestánimplicadosen la unión

de los sustratos,peroquesesitúanfueradel centroactivo, y son Ser,14 (18) y Met19, (19, 20).

En 1967 seobtuvo un mapadeRayosX de densidadeselectrónicasde alta resolución

de la Tosil-a-quimotripsina(21, 22). Posteriorescálculospermitieronmejorarel mapade

densidadelectrónica,lo quehizoque sepudierananalizarcoordinacionesatómicasde casi toda

la molécula(23).

La Tosil-a-quimotripsinaesun derivadoinactivo de la a-quimotripsinaque se obtiene

por tosilacióndel restode serbiadel centroactivo (24, 25). La Tosil-a-quimotripsinacristalina

tienela mismaestructuraquela a-quimotripsinacristalina(26), salvounaspocasdiferencias

en el centroactivo. Los cristalespertenecenal grupoespacialP2,con unasdistanciasa=49.3

A, b67. 3 A, c=65. 9Ay un ángulo~=l0l.8
0. La celdilla unidadcontienedos moléculas

de enzima(27) y aparecerepresentadaen la Figura6.

La moléculade enzimaeselipsoidal, con unasdimensionesdeaproximadamente51 A
a lo largo del ejecristalográficot’a” y 40 A en los ejes “b” y “&‘. La moléculaestáun poco

aplanadaen el centroactivo y presentaun agujeroen la superficieel cual tieneun papelmuy

importanteen la unióna los sustratosespecíficos.

Los residuos235-245de la parteC-terminal forman unaa-hélice.En estazona,el

último enlacepeptídicotiene una orientaciónque produceun estrechamientode la hélice

semejantea la estructurade hélice ~ (28). Este efecto ya ha sido observadoen la

Mioglobinay en la Lisozima. La estructurarecibeel nombrede a~-héIice(29). Los residuos

164-173 también presentanestructuraen a-hélice; esta hélice está distorsionadapor la

existenciade un enlacedehidrógeno~ en el centrode la hélice.El cuidadosoexamende

este tramo acentúala dificultad de decidir si la relación de los dos enlacespeptídicos

consecutivosesmástípicade la a-héliceo de la hélice~ ya que la distanciatotal de los

ángulosdiedros,característicosde lasdoshélices,essolo de 350 (29).
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Figura 6.- (a)Estructurade la a-quimotripsina.(b) Representaciónde los puentesde

hidrógenoen la estructuraantiparaleladela a-quimotripsina.
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La disposiciónantiparalelade láminasplegadas(30) esbastantecomúnen la molécula

de a-quimotripsina,aunqueno hay regionesextensasde láminaplegadaregular.Porel trazado

de la cadenaprincipal en zig-zag,casi todos los residuosque forman los puentesde hidrógeno

de la cadenaprincipal estánmuy próximos. El modelo de líneasen zig-zagseutiliza para

recalcarla distanciade dos unidadesplegadasen la moléculaentrelos residuos27-112y 133-

230. Cadaunade estasunidadesconstade unaseriede seis líneasantiparalelasque siguenel

mismo patrón;dentrode cadaunidadhay algunospuentesde hidr6genodel tipo de láminas

plegadasantiparalelasentrecadaunade esaslíneasy susvecinas.Además,existenpuentesde

hidrógenoentrela sextay la primeralínea decadaunidad, de tal formaque las seislíneasse

unen formandoun cilindro (31, 32). Estoscilindros estántan distorsionadosque son casi

irreconocibles,perocadaunocontieneun núcleode residuoshidrofóbicos.

En la cadenaprincipal de la proteínalos enlacesdehidrógenose establecenentreun

grupoamidoy el carbonilodel tercerresiduoposterior. Estetipo de enlacedehidrógenoes

característicode la hélice 3.0w (29) y muy común en la molécula de a-quimotripsina,

especialmenteal final de lasvueltaso rizosdondela cadenapolipeptídicasetuercey vuelve

a serparalelaa su direcciónoriginal (32).

Todos los gruposcargadosde la proteínase sitúan en la superficiede la molécula,

exceptoel grupo «-aminode la 1le~6 y los gruposcarboxílicosde Mp ~= y Asp ~. Aunque

existenmuchosgruposhidrofóbicosen la superficiede la moléculacomoPhe39y Phe41, la a-

quimotripsinapresentala tendenciageneral,observadaen otrasproteínas,a tenerlosgrupos

hidrofóbicoscolocadoshaciael interior y los gruposionizablesexpuestoshaciael exterior.

Tambiénse ha visto que hay variasmoléculasde aguaatrapadasdentrode la moléculade

proteína(33). Los diferentesentornosde los residuosde la enzimaaparecenen la Tabla 3.

16



Introducción:a-Quinntrjvsina

Tabla3.- Entornode lascadenasde aminoácidosen la u-quimotripsina.

CADENA LATERAL GRUPOFUNCIONAL

Amino- Externo Superficie Internob Grupo Externo Interno
ácido

Gly 11 3 8

Ala 13 3 6

Val 4 8 11

Leu 2 7 8

Ile 3 3 4

Ser 20 3 3 Hidroxilo 21 5

Thr 15 4 3 Hidroxilo 19 3

Asp 7 1 1 Carboxilo 7 2

Glu 4 1 0 Carboxilo 5 0

Asn 11 2 0 Amida 11 2

Gín 6 3 1 Amida 8 2

Lys 14 0 0 Amino 14 0

Arg 3 0 0 Guanídíno 3 0

His 0 2 2 Imidazol-N 1 3

Phe 1 5 0

Tyr 2 2 0 Hidroxilo 3 1

Trp 0 6 2 Indol-N 3 5

Pro 3 3 3

Cys 3 4 3 Sulfuro 5 5

Met 1 0 1 Sulfuro 1 1

Superficie,sr~m&a:quesoloun lado de la cadenalatemíesaccesibleal agua.
b Interno, significa:Maccesiblealagua, asumiendoque la estructuracristalográficaobservadasearígida.
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Esteexperimentoprobabaqueel residuode la Ser195juegaun papelvital en el proceso

catalítico.

Normalmente,la ionizacióndel gmpo -OH de los residuosde serbia, necesariapara

llevar a caboel incrementode nucleofiliadel átomo de oxígenoy poderrealizarel ataque

nucleofílicoqueconduzcaal intermedioacil-enzima,es insignificantedebidoal alto valor del

pKa (~ 14) del grupo-CH2-OH. Deberíaexistir algunaespeciedecatálisisbásicaque aumente

la nucleofilia de la Ser195para facilitar estadisociación. Así, el complejo ES’seproduce

medianteun sistemade movimientosdedensidadelectrónica(58) enel cualestánimplicados

tresresiduosaminoacídicos:serbia,histidina, y ácidoaspártico,denominadaTRIADA DE

AMINOÁCIDOS del centroactivo. Concretamenteen el casode la «-quimotripsina,estos

residuosson la Ser195,la His ~ y el Asp1~ , hechoque fue deducidomedianteestudiosde

difracciónde RayosX (58), los cualesmostraronun ordenamientoprecisode los tresresiduos.

CLV 193

Esquema2.-Representaciónde la triadacatalítica.

Qe
Qn
•0

SER i95

ASP ¡94

MIS 57

ASP loa

ILE ¡6
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en las ionizacionesmicroscópicasdel sistema.El valorde k dependede un pKa de 6.7 a 7.0,

y estepKa se asignanormalmentea la disociaciónde un protón de la formacatiónicade His57.

No obstantetambién se podría asignara un grupo ¡3-carboxílico, del Asp192, el cual

normalmentepresentaun pKa de aproximadamente4.5. No obstante,esteúltimo residuose

encuentraen un entornohidrófoboen el interior de la proteína,y estemedio elevaríael pKa

de estegrupocarboxflico,puestoqueel anióncarboxilatoseríamenosestableen un mediode

bajaconstantedieléctrica.Portanto, Hunkapillery cols. (59) postularonquelos pKade los

residuosde His57 y de Asp1~estabaninvertidos, y que la ionizaciónque seproducea valores

de pH de aproximadamente7.0 se debíaa la pérdidade un protón del grupocarboxilode un

residuoaspárticoen presenciade un anillo neutrode imidazol en lugarde la pérdidade un

protón de un catión imidazólico en presenciade un anióncarboxilato.Estassuposicionesse

vieron refrendadasmedianteun estudio realizadoen una serin-proteasade origen bacteriano,

la proteasaa-lítica de Myxobacter495 (59). Dicha enzimasólopresentaun residuohistidina,

concretamenteel situadoen el centroactivo, el cual puedesermarcadocon ‘
3C, y analizado

conRMN, a fin de calcularlos valoresconcretosde pKa, los cualesresultaronser4.0 para

el catión imidazólicoy 6.7 parael carboxilodel ácidoaspártico.Posterioresestudiosde RMN

(60, 61) yarealizadossobrela propiaa-quimotripsina,asícomootrosestudiosde difracción

de neutrones,(62) reafirmaronestosvaloresde pKa paralos residuosmencionados.

La mutagénesisdirigida tambiénha sidoempleadaparareafirmarla importancia del

residuode Asp
1~ (63), realizandoel cambiode esteaminoácidopor unaasparragina.El valor

de k~ calculadoresultóser5000vecesmenorqueel de la enzimanativa, lo quedemuestraque

este residuo Asp10, es importante, pero no imprescindible,para la catálisis. Mediante

marcadoresde afinidad se demostrótambiénque la mutaciónde Asp1~a Asn originaefectos

considerablementemayoressobrela reactividadde la Ser195quesobrela His57. Otrosestudios

de mutagénesisdirigida demostraronquelas trescadenaslateralesimplicadasen el sistemade

intercambiodedensidadelectrónicaactúande modosinérgicoparaaumentarla velocidadde

catálisis(64).

Un residuometionina, concretamenteMet1~, tambiéntiene ciertaimportanciaen la

catálisis, debido a su cercaníacon el centro activo. Esto fue demostradopor Lawson y

Schramm(65), al realizarla acilaciónde la Ser195con N-(bromoacetil)-a-aminobutiratode p-
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a) PASODEACILACIÓN

El sustratose une al centrode unión de la enzima,medianteun puentede hidrógeno

entreun hidrógenodel grupoN-acilaminoy el grupocarbonilode la Ser214,de formaque el

grupocarboniloreactivosecolocacon su oxígenoentrelos -NH- de la cadenade los grupos

Ser195y Gly1~ (Esquema4), originandoel complejoES (pasoa1).

No obstante,esposiblequeel eniacede hidr6genoentreel oxígenoy la Gly1~ seamás

largo y débil. Ahoraseproduceel primerpasoquímico,ataquedel hidróxilo de la Ser1~al

carbonocarbonílicoparaformarun intermediotetraédrico(pasoa2). Duranteesteataque,el

asel residprotóndel hidróxilo estransferidoal imidazol de la His mientr uo Asp1~retirael

otro protón del anillo de imidazol. De estaforma se haaumentadola nucleofiliadel grupo

hidróxilo de la Ser195.

El oxígeno,con su carganegativa,se muevehacíaposicionesmáscercanasal -NR- del

residuoGly1~, fonnandoun enlacede hidrógenomáscortoy fuerte.El estadode transición

seestabilizaconrespectoal complejoES debidoa lasmejoresinteraccionesdel grupo saliente

y el centroactivo de la enzima, más concewtamenteal enlacede hidrógenocon la citada

glicina. El intermediotetraédricoposteriormenteserompe(pasoa), paraformarel complejo

acil-enzimaproduciendosela liberacióndel primerproductode la reacciónhidrólisis.

En el Esquema4 se muestranlos pasos(a 1’ a2, a3) quecomponenel procesode

acilación.

b) PASODE DEACILACIÓN

El procesode deacilaciónsuponeel ataquede una moléculadeagua,que actúacomo

nucleófilo, atacando al complejo adil-enzima. Según el principio de reversibilidad

microscópica,los pasosimplicadosen estareacciónhan de seguirmecanismossimilaresa los

del procesodirecto. La activaciónde la moléculaparaactuarcomonucleófilo seproducede

modosimilaral hidroxilo de la Ser1~;de nuevofuncionael mecanismodedesplazamientode

densidadde cargaelectrónicaentrela triadade aminoácidosdel centroactivo, tal y comose

representaen el Esquema5.
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bibliografíaotros casoscon: cinamatode o-nitrofenilo(72), conN-trans-cinamoil-imidazol

(73), con un sustratoespecíficode la a-quimotripsina,el N-acetil-L-triptofanatode metilo (66)

o con la sultonadel ácido2-hidroxi-5-nitro-«-tolueno-sulfónico(74).

En la hipótesisde Hartley y Kilby sepredijoqueel complejoES’ debepresentaruna

geometría covalente. Posteriormente esta hipótesis fue confirmada con diferentes

experimentos:

-Un estudiocinético mediantela técnica“stopped flow” de la hidrólisis de un

tripéptido con elastasademostróque la descomposiciónde un intermediotetraédricopara

producirla enzimaaciladaesel pasolimitante de la reacciónhidrolítica total (75).

2.-Medianteestudiode Rayos X de complejosformadospor tripsina y moléculas

proteicaspequeñasqueactúancomopotentesinhibidores. (76, 77)

3.-Reduciendola temperaturade la reacciónhidrolítica hastael punto de lograr el

aislamientodel complejotetraédrico(78).

1.3.3.1.-Diferenciasentreésteresy amidas

Dadoqueel pasofundamentaldel procesoquímicoesla acilaciónde la enzima para

originarel complejoacil-enzima,ésteesel primerpasoa estudiar.

Paraello vamosa comentarbrevementela formacióndel complejoacil-enzimaen la

hidrólisis de ésteresy en la hidrólisis de amidas(hidrolisisde péptidos).

El mecánismode hidrólisis del acetatode p-nitrofenilo se ha usadocomo modelopara

estudiarla hidrólisis de ésterescatalizadapor a-quimotripsina(Esquema8 anteriormente

expuesto).El procesoimplica la acetilacióndel grupo -OH de la Ser1~y tiene lugaren dos

etapas(79, 80), comoya seha comentado.

Guntfreundy Sturtevantsugirieronquela hidrólisis de todoslos ésterescatalizadapor

a-quimotripsinatieneel mismomecanismoqueel observadoparael casodela hidrólisisdel

acetatodep-nitrofenilo (81, 82).

Cuandoel sustratoS es el ésteretílico de la N-benzoil-L.tirosina,sustratoque se

emplearáa menudoen la presenteMemoria, P1 esetanoly 1% esN-benzoil-L~tirosina,¾es

la constantede disociacióndelcomplejoenzima-sustratoy ES - es la enzimaacilada,en la que

28



Introducción:a-Quimotn»sina

el oxígenodel -OH de la Ser~95estáunido al carbonocarboxíicode la N-benzoil-L.-tirosina.

a) Estudioscinéticosde la hidrólisisde ésteres

La velocidadde hidrólisis deésterescatalizadapora-quimotripsinase ha medidobien

mediantevaloraci6ndel ácido liberado en la reacciónde hidrólisis (83), bien empleado

métodosespectrofotométricos(84, 85). Cuandola concentracióninicial de sustrato[S0]es

mayor que la concentraciónde enzima, [E], las respresentacionesde velocidad frente a

concentraciónde sustratosnospermitendeterminarlos parámetroscinéticos(86, 87).

Lasconstantescinéticasparael procesoindicadoanteriormenteson:

y _ lqk3 [1]
[E] k2+k3

k
K=k1 x.......L. [2]

En estecaso,sehavisto que k2 > 1<3 con lo que losparámetroscinéticossepueden

escribircomo:

k~, =1<3

= (k3Ik2)

Paraexplicar la influencia del alcohol en el procesose ha realizadohidrólisis de

diferentes ésteresde N-acetil-L-fenilalanina (R = Metilo, Etilo, o p-nitrofenilo) (88),

analizandolos valoresde k~, paracadauno de ellos, observándosequeeransimilares,lo que

indica queel pasolimitante del proceso,por analogíacon la hidrólisis del acetatode p-

nitrofenilo, debería ser la descomposicióndel complejo N-acetil-L4enilalanina-a-

quimotripsina.

De todos estosdatossededuceque la hidr¿lisisde ésterestiene lugara travésde la

formación rápidade un intermediocuya ruptura es el pasolimitante de la velocidadde
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observaciónsugiereque el impedimentoestéticoen esta posición no permite al grupo

acilarnidodel carbono-aalcanzarla conformaciónadecuada,impidiendoasí que el enlace

sensibleal procesodehidrólisisadoptela conectaconformaciónparaserhidrolizado.

El grupo acilamido, que está unido al residuo aminoacídicoespecífico, tiene un

importanteefectosobrela reactividadde la a-quimotripsina.La sustituciónde esegrupoamido

-NH- por un éster(108) o por un grupometileno (102) o incluso la presenciade un resto

metilo en el citado grupo amido provocan una disminución en la reactividad y en la

estereoespeciflcidadde la a-quimotripsina(102, 106, 109). Inglesy Knowles (50) demostraron

que el aumentode la reactividadde los sustratoscon grupoamido no era debidoa que se

unieran más fuertementea la enzima, sino que era el resultadode una orientaciónmás

favorable de estossustratosespecíficos.Estos autoresdemostraronque la energíade la

interacciónenzima-acilamidoera similar a la del enlacede hidrógenoy sugirieronque esa

energíade enlaceeracompensadaforzandoal sustratoa unaconfiguracióndealtaenergía.

Medianteestudioscristalográficosseha visto que el grupoamido del N-formil-L-

triptéfanoestáorientadode tal forma que puedeestablecerun enlacede hidrógenocon el

grupocarbonilode la Ser214(18). Si el restoaromáticode un sustratoespecíficoestáunido

firmementeal centro “a?, entoncesla función acilaniidopodríaevitar la rotaciónalrededor

del enlace«43 del residuoaminoacídica,y asíel enlacequeva a serhidrolizadoadoptaríala

orientaciónadecuadaparala actuaciónhidrolítica de la enzima.

Los resultadoscristalográficossobre la unión de sustratosa la a-quimotripsinason

confusosdebidoa la interaccióncon Tyr1~ de unamoléculadeaguaadyacenteal entornode

la zonade interaccióndel acilamido. Porello, los datosde RayosX no danevidenciaacerca

de la adquisiciónde unaconformaciónde altaenergíaporpartedel sustrato,si bientampoco

la excluyende la unión.

Norinycols. (110)empleandola metodologíade la MecánicaMolecular(M.M.) han

postuladosemicuantitativamentela estereoquímicade los sustratossuceptiblesdehidrólisis de

ésterescatalizadapor a-quimotripsina.Estosautoresproponenun esquemadel estadode

transición más detalladoque el indicado por Hansch y cois (111) para explicar la

enantiopreferenciaobservada,analizandolas interaccionesde los gruposque rodeanal centro
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ve]ocidadesde deacilaciónde los complejos(D y L)-acil-ct-quimotripsinaprocedentesdel

procesode hidrólisis de los ésteresde p-nitrofenilode algunosaminoácidosnaturales(118).

La velocidadde deacilación~del complejoacil-enzimadependedirectamentede la fuerza

de eniacede la cadenaliteral del aminoácido,aumentandoen la serieL y disminuyendoen la

serie D. Las diferencias de velocidad observadaspara la deacilación de los distintos

aminoácidosde la serieLdependenfundamentalmentede factoresentrópicos(119).

El valor obtenidoen el procesodehidrólisisde los derivadosdel L-triptófanoimplica

que la orientaciónescasiperfectaparala deacilacióndel complejoacil-enzimapor el agua

(51).

1.4.-SINTESIS DE PÉPTIDOS CATALIZADA POR ENZIMAS

1.4.1.-PROTEASAS EN LA SÍNTESIS DE PÉPTIDOS: LIMITACIONES Y

PERSPECTIVAS

Los péptidossonpolímerosde aminoácidosdepequeñopesomolecular(desde2 hasta

100residuosaminoacídicos),quepresentanunaenormeversatilidadfuncional. Estospueden:

estimularo inhibir la liberaciónde hormonas,actuarcomo edulcorantes,toxinas,agentes

quimiotácticos,frtoresde crecimiento,analgésicos,neurotransmisores,etc. (120). El interés

por el estudio y síntesisde péptidosha ido paralelo con la velocidadcon que se van

descubriendonuevospéptidosbiológicamenteactivos.Asímientrasen unarevisiónpublicada

en 1953 “Naturally Ocurring Peptides”(121), se presentanlas estructurasconocidasde

solamenteseispéptidos,hoy día la cifra esdel ordendemillaresdepéptidosconocidos.

Recomendamosal lectorel excelentetrabajode revisiónbibliográficarecientemente

publicado por Vulfson y cok., en el cual se citan innumerablesejemplos de péptidos

biológicamenteactivos(122).

La variedadde propiedadesbiológicasde los péptidoshacequela síntesis,tantode

péptidosnaturales,comode análogossintéticos,tengaun enormeinterésy diferentescampos

de aplicación.Un ejemplode ello seríael uso de péptidossintéticoscomoagentusterapéuticos,

y. g., losanálogossintéticosde hormonaspeptídicas,quepodríantenernuevase importantes
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propiedadesfarmacológicas:mayorpotenciade acción, diferenteespecificidadbiológica,

mayorestabilidad,etc.

La automatizaciónde la metodologíade síntesisde péptidosen fasesólidadescritapor

Merrifleld (123) ha permitidoen la actualidadobtenerpéptidosmedianteun procesosencillo

y automatizado,el cualaparecereflejadoen el Esquema21.

x Y
aa~

Aooplnni torito

y
x—aan~i—aa~

Do ase o pie rito nt o

x Y

Y

x Y
aa~,~ y— ea,4 ~ X—

55n-í — Y

X Deeacoplani¡onto

aa~~—aa~
1—aa0

Peptido

Esquema 21.- Síntesisen fasesólida, X e Y sonreactivos de protección y activación

respectivamente

No obstante,esteprocesopresentaalgunasdesventajasfrente a otros métodosde

síntesisde péptidos,comosepuedeobservaren la Tabla7, en la quesecomparanentresilos

diferentesmétodosde inmovilización.

aa,~~—aa~

Acopienironto

x— aa~2—aa,<— ea,
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Tabla 7.- Comparación de los diferentesmétodosempleadosactualmenteen la síntesisde

péptidos (122).

Escalatípica

Longituddel péptido

Limitacionesde la

secuencia

Protecciones

Costedesustratosy

reactivos

Condicionesde

reacción

Racemtzaciones

Pureza3

Estadodedesarrollo

Aplicaciones

g., kg. 6 tonel.

de cortoa medio

ninguna

parcial o global

caro

peligroso2

algunas

elevada

bienestablecido

muy empleadaen

investigacióne

industria

péptidoscortoso

mediosde uso

farmacéuticocon

elevadovalor

g., ¡cg. 6 tonel.

largo y proteínas

ninguna

ninguna

barato

suave

ninguna

baja/media

comenzando

muy empleada

eninvestigación

e industria

método ideal

P~péptidos

largosy

proteínas

Condiciones Síntesisquímica Síntesisquímica Síntesis Ingeniería

generales ¡ en fasesólida en fase líquida enzimitica Genética

Futurasperspectivas

mg., dg. 6 g.

demedio a largo

nmguna

global

muy caro

peligroso2

algunas

muy elevada

bien establecido

restringidaa

nvestgacíón

debidoa su

elevadocoste, se

empleapara

obtenerproductos

farmacéuticosde

elevadovalor

g., ¡cg. 6 tonel.

corto

alguna

relativamente

barato

suave/nopeligroso

ninguna

media/elevada

avanzado

algunosusos

industriales

Alimentosy

productos

farmacéuticosde

medioa alto valor,

atractivaparala

producciónde

aditivos

alimentarios

1 Problenesenla unión deaminoácidostalescomaprolina e hadron~rolina.

%~ nstnralezatóxica dejosreactivosenpleadostantopara lasproteccionesydesproteccioneshacequeeste

nx4todoseapehÉrosoparala salud.

~Rendimientodela secuenciedeseada.
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Numerososson los procesosde síntesispeptídicacatalizadospor a-quimotripsinacomo

demuestrala Tabla 8, en la cual se resumenalgunosprocesoscatalizadosporproteasas.

Tabla 8.- Ejemplos de síntesisde péptidosbiologicamenteactivos,empleandoproteasas

(122).

Péptido Secuencia Síntesis Enzimas’

Aspartamo Asp-Phe Total TI

Kiotoifina Tyr-Arg Total a-CT

edulcorantede usina Pbe-Lys Total a-CT

Péptidonutricional Tyr-Trp-Val Total a-CT, Pa

y~MSH de bovino (9~12)2 His-Pbe-Arg.Trp Total a-CT, TI, Tr

y-MSH de bovino<l3~l6)2 Asp-Arg-Phe-Gly Total a-CT, CY, Tr

Leu-encefalina Tyr-Gly-Gly.Phe-Leu Total a-a, Fa
2-D-Ala, 5-D-Leu-encefalina Tyr-D-Ala-Gly-Pbe-D-Leu Parcial a-CT, TI

Dinorfina(1-8) Tyr-Gly-CJly-Phe-Leu-Arg-Arg-Tle Total a-CT, Pa,Ir

Colecistoquinina(26-33) Asp-Tyr-Met-Gly-Trp-Met-Asp-Phe Parcial «-CI, Pa,TI

FCE deratón3 His-fle-Glu-Ser-Leu-Asp-Ser-Tyr-Thr-Cys Parcial Cp, CY, Ir, VS

AntígenodeHepatitisE Arg-Tbr-Cys-Met-Thr-Tbr-Ala-Gln Total CY, Pa,Tr

(122-129)

Somatostatina4 (-Ala-Gly-Cys-Lys-Pbe-Pbe-Trp-Lys-Ibr. Parcial a-CT, TI, Tr

Phe-Thr-Ser-Cys-)

,4breiáatiras: (4,. qwnropapaina;a-CT, a’~quñwtn»sirm;Ct carboxipeptidasaYciclica; Pa,papaína;fl

termolisina; Tr, tripsina; V~ proteasa W.

2 Fragnrntodela hornrna r-nrlanocitoestimulante.

Fragnrntodelfactordecrecimientoepicranealderatón.

Péptidocíclicounido a Ala-Cys.

Actualmente,muchosautoresempleandipéptidosmodificados;comoprecursoresde

productoscíclicoscon interésterapéutico(con gruposfuncionaleso radicalesqueno aparecen
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Tabla 9.- Potenciarelativa de varios péptidos y derivadosrespectoa la Met-encefalína(126).

Estructura Vaso deferente IZ~2iCiIaZI

Tys-D-AIa-Gly-Phe-Leu 8.3 1.8

I-Tyr-D-AIa-Gly-Phe-Leu 0.6 0.5

1
2-Tyr-D-Ala-GIy-Phe-Leu 0.02 0.2

Tyr-flAta-GIy-The-Met-NH2 3.8 7.7

Tyr-flMet-Oly-Plie-Lcu-OMe 2.9 0.06

Tyr-D-Met-CIy-Phe-Leu-NH2 3.6 2.7

Tyr-D-Met-GIy-P¶te-Pro~NH2 0.9 0.02

N-Me-Tyr-D-AIa-Oly-The-Leu-NH2 6.4 0.01

N-Me-Tyr-Oly-Gly-Phe-Leu-N112 0.8 4.8

Tyr-flAIs-CIy-~Phe-Met-NH, 8.6

Pero donde la sñitesis de péptidos catalizada por enzimas resulta realmente interesante

es en procesosde tipo convergente,en los que dospéptidosse unen paraoriginar otro de

mayor tamaño,comomuestrala Tabla 10.

Tabla10.-Ejemplosdesenisintesisy niodiflcaciónde proteínasempleandoproteasas(122).

Péptido/proteina Condensación/modificación

RibonucleasaA bovina

Nucleasade estafilococo

Citocromo C equino

Somatotropinahumana

Análogode insulinahumana

(F-His’
2)-(F-His”9) y (F-His’~’ 119>

Insulina humana

Hemoglobina-(Gly~142)

FRHC(1-29)NR4

(1-19)-Ala + Ser-(22-124)

(6-48)-Lys + Gly-(S1-l49)

(1-37)-Mg + Lys-(40-104)

(I-133)-Arg + Ihr-(136-191)

(Des-B23-H30)-Arg+ GIy-(B23-B30)

(1-20) + (21-51) + (52-63) + (64-76) + (77-97) +

(98-115)+ (l16-124)~

(B30-AIa)-insulinaporcinaa (E30-Tbr)- insulina

humana

Hb-Argl4l) a Hb-Arg(141)-Gly-NH
2(142)

FRI4C(1-28)-A¡aa FRiHC(1-28)-Arg

Enzima’

Su

Ir

Cp

Ir

Ir

SI

Ap

Tr

cY
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Abretiaturas:4~, proteasadeAcronnbacter;Cp, quinropapaína; carbo4oeptidasaYcícica;SI,

subtiligasa;Su, subtilisina; Tr, trsipsina.

2 RibonucleasaA conresiduosdehistidina reemplazadospor4-Iluor-histidina (F-Ilis).

Condensacionesllevadasa cabodesdeCterminala N terminal

Factor reguladordela hormona del crecimiento.

Finalmente, los recientesestudiosbasadosen el conocimientodel centroactivo de

muchosbiocatalizadores,asícomo la aparicióndenuevasmoléculas,auguraun prometedor

futuro a la catálisiscon enzimas.

Dentrode estalThea destacanlos trabajosde B. W. Matthewsy cols. (127), los cuales

han llevado a cabo síntesisde dos oligopéptidoscíclicosde 29 aminoácidoscon actividad

catalftica semejantea la cx-quimotripsinao a la tripsina. Paraello, estos autoreshan

demostradoquebastacon modificar4 aminoácidos(Esquema23).

N —~-

42 39 40 41 195 194 193 192 191 190 1S9
ChPepz Cys.G&.phe~lIis.Phe~G1Y~Gly.Ser.Asp.GIy.MetG¡Y&r~erG¿Y

TrPepz Tyr Gin Asp

58 57 56 55 102 99 215 214 213
ChPepz Cys- His- Ala- Ala - Gly - Mp - GIy - GIy - Ile- Gly .Trp-Ser- Val -GIy

TrPepz La’
C —e—

Esquema23.- Representaciónde oligopéptidos,conactividad similar a la cx-quimotripsina

(ChPepz)y a la tripsina (TrPepz) (127).
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1.4.2.-MECANISMOS DE SÍNTESIS DE PÉPTIDOS

Durante los últimos añoshanaparecidoen la bibliografíamuchostrabajosen los que

se demuestraque las proteasas,cuya misión in vivo es la hidrólisis de péptidos,pueden

utilizarseparacatilizarel procesoinverso(sintesisde péptidos)(128-132). Estametodología

tiene interésprácticoen el caso de la síntesisconvergentede péptidos(133) o bien si se

empleanaminoácidosfuncionalizados,situacioneséstasen que la síntesisen fasesólidatipo

Merrifield (123)tiene severaslimitaciones.

Actualmenteseempleannumerosasproteasasen la síntesisdehormonaspeptídicas

(134), neuropéptidos(135), edulcorantestales como el aspartamo(136) y algunasotras

proteínascomo lasque seempleanen la semisíntesisde la insulinahumana(122).

Las proteasaspuedencatalizar la síntesisdepéptidospordosmetodologíasdiferentes:

1) Síntesiscinéticamentecontrolada.

2) Síntesistermodinámicamentecontrolada.

Estosdosprocesosaparecenreflejadosen la Figura9.

n

I?~ Pr—X + Pf- F~—Y + 1-420 - - ? Pi—P1t ?Z~Y + H20 + X—H

III: II

+ P1’ ~—Y + X—H

Figura 9.- Síntesis del péptido P~.. .P~-Pj.. .PIY por ambas metodologías: Síntesis

cinéticamentecontrolada <1+11+lID y síntesistennodinámicamentecontrolada(11).
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El procesocinéticamentecontrolado(1-111) intentamimetizara la naturalezay requiere

la presenciade un donadorde acilo activado, generalmenteen forma de éster(péptidoo

aminoácido),el cual transfiereun grupoacilo a otro sustratoque actúacomo nucleófiio

(aminoácidoo péptido) (reacción1). En estareacción, la proteasaactúacomo transferasa.

Compitiendocon estareacciónestála hidrólisisdel éster(reacciónIII). El péptidoproducto

tambiénpuedesersustratode la enzimay puedehidrolizarse(reacciónII). El rendimientototal

de la reacción dependeentoncesde la relaciónentrelas constantesaparentesde velocidad

transferásicae hidrolítica (k#kH).,,~,, y la velocidadcon la que el productoeshidrolizado.

Cuandola relación (kT/kp),~ es elevada,el productoPi.. • P1-P . . .P-Y puedeobtenersecon

altos rendimientosincluso a pesarde que los productosPi...P1-OH y P1t..P1-Y sean los

termodinánúcamenteestables.Es porello por lo queestametodologíaseconocetambiéncomo

“modelocinético” 6 de “no equilibrio”, y conducea los máximosrendimientosen péptidoa

cortostiemposde reacción.

Estaformaciónde péptido en ausenciade equilibrio de concentracionesrequierede

sustratosactivados;porel contrario,el procesotermodinámicoseconsiguepor reaccióndirecta

del ácido(moléculadonadorade acilo, P~...P1-OH) y el nucleófilo (P7.. .P1-Y, reacciónII).

En estecasola proteasaactúacomo unaverdadera“péptidosintetasa”deteniéndoseel proceso

cuandosealcanzael equilibrio entrelos moles de péptido sintetizadose hidrolizados;aunque

la enzimano intervieneen el equilibrio. influye en la reacciónaumentandola velocidadcon

la cual ésteseestablece(flgi¡ra 9, reacciónII).

Centrándonosen el procesocinéticamente controlado, diremosque para que una

proteasapuedautilizarsecomocatalizadorde esteprocesosenecesitaque la relaciónentrelas

constantesde velocidadtransferásicae hidrolítica (k1Jkp)~,,seasuperiora 1000 (137). Estos

valorestan elevadosson necesariospara minimizar la transferenciadel grupo acilo a la

moléculade agua(hidrólisis), a bajasconcentracionesde péptido(<10 3)• Esto solamente

lo cumplenlasproteasasque formanun intermediocovalenteacil-enzimay por lo tanto, son

las quepueden serusadasparacatalizarunasíntesisde péptidoscinéticanientecontrolada.
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1.4.2.1.-Síntesiscinéticamentecontrolada <S.C.C.

)

Existendos mecanismosparalas reaccionesde condensacióncatalizadaspor senn-

proteasas,los cualeshan sido ampliamenteestudiadosporRiechmany Kasche(138-140).El

primero (Esquema16-A) precisala adsorcióndel nucleófilo (NR) en el centro activo antes

de que tengalugar la formación del complejo acil-enzima (EA). Segúnestemecanismo,la

velocidadde síntesisde péptidoserásiempreproporcionala la concentracióndenucleófiloque

actúacomo reactivoy activadorenzimático.

En el otro mecanismo<Esquema 16-B), la adsorción del nucleófilo tiene lugarunavez

formadoel complejoacil-enzima(EA) (141, 142). El productodecondensacióndeseadosólo

puedeformarsea partir de estecomplejoternario. Estemecanismoimplica dos intermedios

reactivosenzima-sustrato(E-A y E(NH-A)) capacesambosde reaccionarconel agua.

A)
HE NHffl Th-EH

EH+ AB EH..AB E-A +AN

NHj[ t<; H201

NH..EH EH + AOH

HE blM

EH+ABsetEHAB~z:LE.A
4 E-A~~’ r—EH+ A?’]

KN 1
NI-I

H
20

EH~AOH EH+AOH

NH NH

Esquema 16.-Posiblesmecanismospara la semisíntesisde péptidoscatalizadapor serin-

proteasas.Símbolos,EH, enzima; AB, donador de adío; ¡IB, grupo saliente, alcohol; E-A

acil-enzima; NR nucicófilo; AOH, producto de hidrólisis; AN producto de condensación;

KN, constante de equilibrio de unión del nucicéfilo al complejo acil-enzima y KS

constantede equilibrio de unión del nncleófllo a la enzima.
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En estetipo de mecanismosel redimiento viene controladopor tres factores:

a) Porcentajede moléculasde enzima quetenganel nucleófiloadsorbidoen el centro

activo. Dependen de la afinidadde la enzimaporel nucleóf;loy de la concentraciónde este.

b) Posibilidadde que el nucícófilo seacapazde superaral agua en su afinidadporel

complejoacil-enzima

c) Velocidad de hidrólisis del péptido formado, puesen este tipo de síntesislos

rendimientos máximos son transitorios, ya que los productos formados son

termodinámicamenteinestables.

Por tanto, los máximos rendimientosse conseguiráncuando la relación de las

constantesaparentesde velocidadtransferásica/hidrolítica(kYkH)~, sealo másaltaposibley

cuantomenorseala velocidaddehidrólisis del péptidoformado. Las variablesqueinfluyen

en la interacciónenzíma-sustratodebenjugarun papelfundamentalen el cursode la reacción

y en el rendimientodel productode síntesis.

Segúnel valor relativo de la velocidadde síntesis(Vb) y de hidrólisis del péptido

formadotenemosdosinteraccionesextremas:

1) Cuando la velocidad desíntesis(V>~) essimilar a la velocidad de hidrólisis del

péptido formado.

La expresiónquenosdael máximorendimientoen péptido[AN]~para estecaso sena:

[ANJ,,,~= (k#kHtPPx[NH] x (k~01/k 13]»JAB~AJH[AB]
[~J2O]+(k#kH) x[NR] (k/k)Á]~TwH

Donde[NR] es la concentraciónde nucleáfiloy [AB] esla concentraciónde donador

deacilo.

La expresión[3] sepuedesimplificar panestecaso1) de la siguientemanera[4]:

[ANL»¿ra<px[AB]x[NII] 141

Dondea dependede (k~k~J~ y de laconstantedeequilibrio deunión del nucleáfilo

(NH) al complejo acil-enzima (KN), f3 depende de las propiedadesdel donadorde acilo

activado, y de la concentraciónde productofinal en presenciadel nucleófilo. El valor de

(kT/kH).W puededeterminarsea partir del cocientede velocidadestransferásica(VAN) e
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hidrolítica (VAOH) [5]:

y k
AN(T) >< [NR] ¡51

AOl] «vp~ [RO]

El análisisdeestasecuaciones(143, 144)hapermitidodefinir unaconstante“p” que

nos proporcionaunamedidade la máximacantidadde péptido que se puedeobteneren un

procesocinéticamentecontroladocatalizadoporuna transferasaenpresenciade un nucleófilo,

y que tambiénequivalea la cantidadde nucleófiloa la cual la velocidaddesíntesis(VAN) se

igualacon la dehidrólisis (VAoh).

k V [6jp=(2)41-120]zz.-JÉL{x[NH]
II ¿VV

Este parametrotambiénrepresentala concentraciónde nucleófilo a la cual ambas

velocidadesse igualan(145).

Ejemplos típicos son los procesosde acilaciónde 6-APA y 7-ACAcatalizadospor

penicilin G acilasa(146) ola acilacióndehidratosde carbono(142).

II) Cuando la velocidad de síntesis(VA) esmucho mayor que la de hidrólisis del

péptido formado. Esto sucedeen la síntesisde péptidos(138, 141,147),con ésterescomo

donadoresde acilo activadosy con proteasasde una relaciónde constantesde velocidad

(k#k12)~, elevada. Para [NII]0 (concentracióninicial denucleáfilo) >> [AN]~, el contenido

de nucleófiloy la relación(k#kH),~, sonpracticamenteconstantesdurantela síntesis.Porlo

tanto la expresiónpara[ANjI~ se transforma en:

[AB]0~[Nh90 ¡7]

[AN]= [1120]x(k#kH)+[NJ-J]0

A diferenciade lo quesucedeen el primer caso,el rendimientomáximono depende

de <3 (Ecuación [4]). En amboscasosel rendimientomáximono dependede la cantidadde

enzima añadida, la cual sólo influye en el tiempo requeridoparaalca.zarel máximo de

conversión(137, 139).
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componentemenos.

En labibliografíahay pocosestudiossistemáticossobreestaestrategia(137,148,149).

De forma simple, el esquemade estaaproximaciónsintéticapuedeser representadode la

siguienteforma:

cx-CT
—— 1 + -. ~1—Ñ-—;j+ft+ H20

11
II

Esquema17.- Mecanismode la SíntesisTermodinánjicamente Controlada

Podemosobservarquetan sólo las formasno jónicasdel ácido(AOH) y el nucleáfilo

(NR) estánimplicadasen la reacciónde síntesis.Comoya hemoscomentado,la enzimano

influye en el rendimientoobtenido, si no queestees función de la constantede equilibrio

termodinámico,K,-. La enzima,por tanto, sólo disminuyeel tiemponecesarioparaalcanzar

el equilibrio

.

Evidentemente,el agua es un componenteno deseadosi se pretendedesplazarel

equilibrio en el sentido de la síntesis. Es por ello por lo que se suele trabajara bajas

concentracionesdeaguaen el medio:

[AA!] LS’

a [A 01-1] x [NR]

donde:

AN = RCONHR’

AOH = RCOOH

NR H2N-R’
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De estaforma, la constantede equilibrio termodinámicodeberáenglobarun término

dependientede la concentraciónde agua,a.~.

A partir de estaecuación,la concentraciónde péptido en el equilibrio puedeser

tambiénrepresentadacomounafunciónde la concentracióntotal del ácidoy amina, tal y como

indica laecuación[9]:

[AN]KrXK>,.1,-¡cii [AOJ-flx[NJ-J] [9j
[1120]

dondeel rendimiento final es función de K,»~.,, que es la razón entreel producto de las

concentracionesde las formasno ionizadasde nucleófilo [N?HJy de donadordeacilo [AOH]

en el equilibrio y el producto de las concentracionestotales del ácido y la amina.

Evidentemente,la proporciónrelativade las formas ionizadasy sin ionizar dependedel pH,

de la constantedieléctricadel medio, etc. Por ello, el rendimientodependerádel pH, de los

pKs de los gruposamino y ácido, de la fuerza iónica, de la naturalezadel tampón, de la

temperatura,del disolventey de la cantidadde aguapresenteen la reacción.

1.4.3.- FACTORES DIJE INFLUYEN EN EL RENDIMIENTO DE LA

SÍNTESIS ENZIMÁTICA DE UN ENLACE PEPTÍDTCO

1.4.3.1.-Imr~ortancia del pH

1> Síntesistermodinámicamentecontrolada

A la vistade la ecuación[9], los rendimientosmáximosse conseguiránparaun valor

de pH comprendidoentreel pKa del ácidoy el pKadel nucleófilo. El valor máximode IQ~,,

se alcanzacuandola diferenciadepKs entreel grupoaminoy el ácido esmínima <Esquema

18):
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Una forma de disminuir la diferenciade pKaentrelos dossustratosconsisteen proteger

tantoel aminodel aminoácidoqueactúade donadorde acilo como el carboxilodel aminoácido

queactúade nucleófllo, utilizandoparatal proteccióngruposhidrofóbicosy apolares.De esta

forma se disminuye la influencia mutua de los grupos amino y ácido a través del efecto

inductivo. La forma máscomún esacetilarel grupo amino lo quese traduceen un aumento

del piCa del ácido,y amidificar el grupocarboxílico, lo cual disminuyela basicidaddel grupo

amino.

o
Fi

H~N—RgCO

kD o
II

H3~N—RgCOH

kB
o
ji

¿e

Esquema18.- Equilibrio entre las formas iónicas y no iónicas de los sustratos

El ejemplomásclásicoesel casode la glicina (Tabla 4):

Tabla 4.- Variación de los piCa, empleandogrupos protectoresy disolventes(150).

Aminoácidos pKa (ácido) pKa (amino) ApKa

Glicina 2.35 9.8 7.4

N-Acetil-glicina/H20 3.6 8.2 4.6

N-Acctil-glicina ei (80% DMSO) 6.9 8.1 1.2
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Por otro lado, la introducciónde estructurasapolaresen la moléculafavorece su

solubilidaden mediosorgánico-acuosos,los cuales,al tenerunaconstantedieléctricamenor

que el agua, desfavorecenla ionizaciónde -COOH y -NH2, aumentándoselos (pKa)a~ de

ambosgrupos,tal y comose indicaen la Tabla4 parala glicinaen un mediocon un 80% de

DMSO (151).

Segúnel disolventeseaono miscibleen aguahay que diferenciar:S.T.C. en sistemas

monofásicos(152, 153) y S.T.C.en sistemasbifásicosconbajocontenidoen agua(154-156)

cuyaspeculiaridadescomentaremosal hablardel papelde los disolventesenel proceso.

b) Síntesiscinéticamentecontrolada

En estetipo de reacciones,el donadorde acilo generalmentetieneel grupocarboxilo

activadoen forma de éster,y su grupoaminoestáprotegido(benzoilado,acetilado,etc.) y el

nucleófllopresentasu grupocarboxilobloqueadoen forma de amida,por tanto, sólo el grupo

amino del nucleófllo es el que nosva a condicionarel pH óptimode trabajo,el cualdebeser

superioral pKadel grupoaminode nucleófilo (157); no obstante,no interesaque el pH sea

demasiadoelevadoyaqueseincrementala concentraciónde grupos0H, los cualescompiten

con el grupoamino del nucleófllo porel complejoacil-enzimacausandoun descensoen la

relación(k]k,~J~,, con lo cual disminuyeel rendimientofinal en péptido.

Así, algunosde los factoresquehabráqueteneren cuentaa la horadediseñarensayos

de estetipo serían:la naturalezade los sustratos,la enzimaempleada,(ya quemuchasse

desnaturalizana pHs elevados,p.e. penicilin amidasa),y la naturalezade las especiesdel

tampón(p. e., el Tris puedeactuarcomonucicéfilo compitiendocon el aminoácidocuando

elpH essuperiora8 (149, 158), aunqueporel contrario,otrosautorescomoMattiassony cris

hanconseguidomuy buenosresultadoscon estabase(159)).Paraconcluir, podemosafirmar

queel pH idealparaestetipo de reaccionesestácomprendidoentre8-10.

1.4.3.2.-Influencia de la temperatura

a~ Síntesistermodinámicamentecontrolada
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Teniendoencuentaquela reacciónentreaminoácidosno cargadosparala formación

de un enlacepeptídicoesendotérmica(143)podríamosafirmarqueal aumentarla temperatura

se elevaríael rendimiento.No obstante,debemosteneren cuentaen esteplanteamientoteórico

quemuchoscatalizadoressedesnaturalizancuandoincrementamosla temperatura;por lo tanto,

no podemosgeneralizarni extrapolarde un sistemaa otro.

b~ Síntesiscinéticamentecontrolada

No existenmuchostrabajosal respecto(137, 160), aunquealgunosautoresafirmanque

la temperaturaóptimaesinferiora 20 0C (139), Mattiassonycois (161, 162), han descritoun

aumentoen el rendimientoen péptido debidoa un aumentoen la relación(k
1/kfi4,,, debido

a un acusadodescensode k.~ aparente,cuandose trabajaa temperaturasinferioresa O
0C. De

igual forma Ullmann y cois. (163) también describenrecientementela síntesisde di y

tripéptidosempleandoa-quimotripsina,tripsinao papaínaen sistemasa O 0C, obteniéndose

éstoscon altos rendimientos,y con una minimízación en los problemasderivadosde los

procesosde aislamientoy purificación. Sin embargootrosautoresaseguranque un incremento

en la temperaturatambiéncausaun aumentoen el rendimientoen péptidoal incrementarsekT.

1.4.3.3.-Influencia de la fuerza jónica

a) Síntesistermodinámicamentecontrolada

Un aumentode la fuerzaiónicaestabilizaríalos iones libres, causandoun descensoen

la constantede equilibrio kT, al desestabilizarlas formasno ionizadas,que son las reactivas.

Se haobservadoque el pKa del grupocarboxilo desciendemientrasqueel del grupo amino

se mantieneconstanteo aumentacon la fuerzaiónica, lo cualdificulta el procesoal aumentar

el ApKa. En el casode productossolublesen H
20 obtenidospor condensación,incrementando

la fuerzajónicadisminuimosel rendimientofinal, ya queel péptidoobtenidoesmásdificil de

aislary purificar.
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ti) Síntesiscinéticamentecontrolada

En todoslos casos,la fuerzaiónica influye en la unión del nucleófiloal centroactivo

de la enzima,el cual puedeestarcargado,por lo que, cuandolas cargasimplicadassean

opuestas,un aumentoen la fuerzaiónicaestabilizaríaestas,disminuyendola atracciónentre

el nucleófilo y el centroactivo y por lo tantoel rendimiento(137). En cambio, si las cargas

quepresentanel nucleófiloy el subsitiode unión al centroactivo son iguales(como sucedeen

la síntesis de péptídos) un aumentoen la fuerza jónica causaríaun incrementoen el

rendimientofinal a péptido.

1.4.3.4.-Influenciadel disolvente

De todos los parámetrosque caracterizana un disolventeorgánico: coeficientede

solubilidad de Rildebrand (8), la constantedieléctrica(E), el momento dipolar (bt) o el

coeficientede particiónP (en el sisteman-octanol/agua),etc.,ésteúltimo esel queejerceuna

mayorinfluenciaen la actividadcatalíticade la enzima(164). Así, seha podidocomprobar

comola actividadenzimáticaesbajaen disolventescon un logP <2, moderadasi 2<logP

<4, y alta si el logP >4. Aquellosdisolventescon un logP mayorde 4, noalteranJa capa

ck agua esencialsituadaalrededordel biocatalizador,con lo queestepermaneceactivo. Por

el contrario,estosdisolventescon elevadocoeficientede partición reducennotoriamentela

solubilidadde muchosde los sustratos,por lo que su empleoen reaccionesbiocatalíticasrio

sepuedegeneralizar.

La naturalezadel disolventeorgánicoafectaa la estabilidady actividadenzimáticapor

tresvías:

a) Inhibiendoo inactivandola enzima,por interaccióndirecta con ella, ya que el

disolventeorgánicopuededistorsionarlos puentesdehidrógenoy las interaccioneshidrófobas

quemantienenla estructuraproteica,provocandounadisminuciónde su actividady estabilidad

(165).

b) Los disolventesorgánicospuedeninteraccionarcon sustratoso con productosde la

reacción.Porejemplo,el cloroformoprovocaunasignificativa disminuciónde la actividad
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catalíticade la peroxidasadurantela reacciónde oxidaciónde fenoles(166).

c) El disolventeorgánicopuedeinteraccionar con el aguaesencialque rodeaa las

enzimas, provocando la alteraéión de su conformación activa. Como comentamos

anteriormentela interacciónentreel disolventey el aguaesencialde la enzimaesdirectamente

proporcionala la polaridaddel disolvente. Así, los disolventesde mayor logP son los que

menosafectana la actividadde las enzimas(167).

a~ Síntesistermodinámicamentecontrolada

En generalseha observadoquela presenciadedisolventesorgánicosdisminuyen las

constantesde disociación,aumentandola constantede equilibrio y por lo tanto tambiénel

rendimientofinal en péptido(137, 168).

b~ Síntesiscinéticamentecontrolada

En un principio, el empleode disolventeshidrófilos en mediosconunaciertacantidad

deaguareduciríalas reaccionesdehidrólisisaumentandoel rendimientofinal en péptido,por

lo que la adición de disolventescon un logPbajo mejoraríala síntesisdel péptido (como

sucedepara el caso1), empleandoDMF (160,169,170)).Por otro lado, el catalizador necesita

de una pequeñacantidadde aguapararealizarsu actividad (monocapade hidratación),de

manenquesi éstaescapturadapor el disolventeo por el soporte(encasode quela proteína

estéinmovilizada),no se observaríareacción;en consonanciaconestasafirmaciones,Reslow

y cris, definieronel conceptode acuofilia del cual, hablaremosmásampliamenteen otro

apartado.Así, numerososautoreshanllevado a caboensayosen losque se mide la actividad

deaguaóptimaparacadareacci6nbiocatalltica(171-173).

Con respectoa la naturalezadel disolventeconvienecomentarquelos disolventesde

mayor logP son los menospeijudicialespara la enzima(174). Por otro lado, no parece

recomendableel empleodealcoholescomo disolventesdebidoa la apariciónreaccionesde

transesterificación(158, 175).
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¡.4.3.4.1.- Influencia de la naturaleza del disolvente

.

Centrándonosahoraen el casode la resoluci6nde ésteres(W pasode la síntesis

cineticamentecontrolada)diremosque éstaes sensiblea la naturalezadel disolvente, en

especialen el casode trabajarcon disolventeshidroxílicoso inmisciblescon agua,tal y como

seve en la Tabla 5, parael casode la resolucióndel ésterracémicode la tirosina (175).

De la Tabla 5 se deduceque hay que empleardisolventesapróticos(acetonitrilo,

acetona,etc.),en vezde alcoholeso DMF, que interaccionancon la proteínao conducena

procesosde interesterificación.

1.4.3.5.-Importancia del agua en las reaccionesbiocatalizadasen un medio

a

Si bien las reaccionescatalizadasporenzimassecomenzaronaestudiaren agua,cada

seha impuestode formaprogresivael empleode mediosorgánicosligeramentehidratados.

Ello sedebea que las enzimasen estosdisolventesmisciblesen aguason menossensiblesa

la desactivaciónque en medios acuosos.Esto se ha explicado porque la enzima está

cineticamenteatrapadaen su estadonativo y activo, en partedebido a la bajaconstante

dieléctricadel medio, potenciandoseasílas unioneselectrostáticasquerigidifican la molécula

(176), comosehacomprobadopor medidasde ResonanciaMagnéticaNuclear(RMN) (177).

Otra propiedadque se ve muy afectadaes la especificidaddel biocatalizador

(164b,.178). En estalínea seha descritola alteraciónde la especificidadpor sustratoen la

metanolisisy en la hidrólisisde aminoácidosN-sustituidos,catalizadapora-quimotripsina,en

la arninolisisde ésterescatalizadaporsubtilisinaen diferentesmedios(179), etc. Estehecho

sehaatribuidoa la variaciónde la relaciónkJKr (164b),por efectode la solvatacióndel

biocatalizador,de los reactivosy del complejoadil-enzima.

Asimismo, Klibanov y coishandescritola variaciónde la enantioselectividadde la

subtilisina<alsbergenla síntesisdepéptidosconLy D aminoácidos(180, 181). Estosefectos

se explican en la misma línea del razonamientoanterior, ya que ambosenantiónerosse

solvatande forma diferentesegúnla geometríadel disolvente. En estesentidoArroyo y
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Sinisterra(182) han demostradocomoel disolventeafectaa la resoluciónde (R,~ ketoprofeno

víaesterificaciónenantioselectivacatalizadapor la lipasade U antartica al emplear(+) ó (-)

carvonacomodisolvente.

Tabla 5.- Resolucióndel ésteretílico de la (D,L)-tirosina (50 mM), empleandocz-quimotripsina (10 MM),

disolvente/agua(9/1),volmnentotal= 20 mi, Tzz3O oc <íis>.

Disolvaite Radímiesto e.e.I% E

Metanol O -- --

Etanol 34 96 80

1-Propanol 46 89 39

2-Propanol 41 85 22

1 -Butanol 20 95 49

2-Metii-i-propanol 13 >99 >230

2-Eutanol 42 96 102

2-Metil-2-propanol 39 83 18

1-pentanol 38 93 49

3-Metil-1-butanol 41 92 46

2-Metil-2-butanol 41 82 18

Tetrahidrofurano 49 >99 > 752

1.4-Dioxano 49 95 126

Acetonitriio 48 >99 >646

Acetona 50 >99 >1060

DMFS 32 92 37

DMAb 41 >99 >412

“50% deepis.

La presenciadel aguaesfundamentalen la actividadcatalíticade lasenzimas,ya que

ayuda a mantenerla conformaciónactiva medianteinteraccionesde tipo no covalente,

interaccionesno eléctrostáticas,enlacesde hidrógenoy fuerzasde Van derWaals(183). Al

sustituirel aguapor un disolventeorgánicose produce,en principio, una distorsiónde la

estructuraproteicacon la consiguientepérdidade actividadenzimática.De hechoninguna

enzimaseríacapazde mantenerseactivaen un disolventetotalmenteanhidrosi no fuerapor

58



Introducción:Síntesisde péptidos

la presenciade unamínimacantidadde agua.Deestaforma, unaenzimaen un medio orgánico

se puedemantenercompletamentehidrataday activa mediantela adición de un pequeño

volumende agua,el cual previenela posiblealteraciónquepuedaprovocarel medio orgánico

de reacciónen el microentomode la proteína.En esteprincipiosebasala catálisisenzimática

en mediospracticamenteanhidros,temaqueha merecidoel interésde muchosinvestigadores

y la organizacióndevarioscongresosinternacionales(184).

Es obvio quela presenciadeaguaesnecesariaparala catálisisenzimática;lo que no

parecetan claroes la cantidadmínimaquerequiereunaenzimaparamantenerseactiva.Por

ejemploson suficientesúnicamente50 moléculasde aguaporunadeenzimaparaquela a-

quimotripsinaseaactivaen octano(185). En el casode otrasenzimashidrolíticascomo la

sublilisina o lipasastambiénesnecesariaunacantidadmínimadeagua(186-188).Peropara

otrasenzimases fundamentalun grannivel de hidratación;comoejemplosnosencontramos

la peroxidasade rábanoque dobla su actividadcon un 0.25 % (y/y) de tampónen tolueno

respectoa un 0.025 % (189); y lapolifenol oxidasa,que necesitaaproximadamenteun 0.5 %

(y/y) de agua(3.5 >< lO~ moléculasde aguapor moléculade enzima)paraser activa en

cloroformo(190). Entreel primercasoy esteúltimo existeunagran variaciónen cuantoa la

cantidadde aguapresenteen el medionecesariaparala actividadde lasenzimasmencionadas.

Por tanto, estamagnitudno esdel todo satisfactoriaparacontrolarla actividadde la enzima

en mediosorgánicosligeramentehidratados.Un métodomáscorrectoesrelacionarla actividad

catalíticacon la cantidadde aguadisponiblepor la enzimaen un disolventeorgánico.De aquí

surge la necesidadde recurrir al conceptode actividadde agua(a), que pareceser el

parámetroquemejor describela distribucióndel aguaen sistemasmultifásicos(191).

1.4.3.5.1.-Actividad deagua: definición.

Si suponemosun sistemacerradoen el queunafasegaseosahúmedaseencuentraen

equilibrioconunafaselíquida, tambiénhúmeda,podemosdefinir la actividadde agua(a.~) de

la faselíquida a una temperaturadadacomo [10]:
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___ ¡10]
wjt

donde4 es la fugacidaddel aguade la mezclaa la temperaturade equilibrio, y £ esla

fugacidaddel aguapura a la mismatemperatura.

Si la concentracióndel aguaen el sistemaespequeña(como sucedeen los procesos

biocataJizadosen mediosorgánicosligeramentehidratados)y setrabajaabajaspresiones(p.

e. a presiónambientala 1 atm), sepuedesuponerque el vaporde aguase comportacomoun

gasideal, y podemossustituirla fugacidadpor la presiónde vapor [11]:

1k [11]
aw o12~

La presiónde vapordel aguapura en estascondicionesseconsideraigual a la unidad.

La ecuacióntransformaday expresadaen tanto por cientose define comoHumedad

RelatihaenEquilibrio (HRiE) 1121.

HREzp~xl0Oza~xlOO [12]

1.4.3.5.2.-Isotermasde adsorción

En la prácticala actividadde agua(a.~) sedeterminaintroduciendola muestraen una

cámarade medidacerrada,a temperaturaconstantey conun volumenlo máspequeñoposible.

Pasadoun tiempo, sealcanzael equilibrio entrela húmedaddel airede la cámaray la de la

muestra.Esta húmedadrelativadel aire en la cámarade medidacorrespondea P,~ y si

consideramosP%=l obtenemosel valorde a~ a partir de [11].

La forma máscomúnde representarestosdatos,esunacurvaquenos de la variación

de la cantidadde aguaañadida(g. de agualg.de muestra)frente ala a~. Segúnlasmedidas

sean efectuadasdurantela deshidrataciónde la muestradesorcióno en el curso de la

rehidrataciónde la misma adsorcióno resorción)seobtendrándos curvas, queno tienen

porquécoincidir (fenómenode histéresis).
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Unaisotermade adsorciónse divide en tres zonas:

o
e
e
o

FIgura 11.- Isoterma teórica de adsorción-desorción

ZQnaJ.El aguapresenteen estazonade la isotermaesel aguamásfuertementeunida

y más inmóvil, por lo que para el caso de las proteínascorresponderíaal agua de

cristalización.Esteaguaestáunidaa zonaspolaresde la proteínapor interaccionesagua-ión

o agua-dipolo.La entalpíade vaporizaciónde esteaguaesmuchomayorque la del aguapura

y no puedecongelarsea - 400C. El límite de las zonas1 y II correspondeal contenidode

humedad“monocapa”.Por “monocapa”seentiendeno la coberturade todala materiasecapor

unacapasimple de moléculasde aguadensamenteempaquetadas,sino que se trata de la

cantidaddeaguanecesariaparaformarunasimple capade moléculasde agua“monocapa”

sobrelos gruposaltamentepolaresde la materiaseca.

Zona II. El aguaañadidaen la zonaII ocupalos restantessitios de la primeracapay

varias capasadicionales(aguaen multicapa>. La entalpíade vaporizacióndel aguaen

mulúcapaesligerao moderadamentemayorquela delaguapum.

025 o~ 015
Acti~tidad de agn (Aw)

61



Introducción:Síntesisdepéptídos

ZQIItIII. El aguade la zona III es la que menosfuertementeligada y más móvil

(molecularmente)y sedenomina“aguade la fasemasiva’. Tieneunaentalpíade vaporización

igual quela del aguapura,por lo que se tratade aguacongelable.

¡.4.3.5.3.-Competenciapor el agua en un sistema biocatalítico

La disponibilidaddel aguaalrededorde las moléculasactivasdeenzimadependede la

presenciade elementosen el sistemaquepuedencompetirporel agua,segúnseasuafinidad

por la misma, talescomo: los disolventesorgánicos,los reactivos,los aditivos y los soportes.

1) Th,giymn~: losdisolventescompitencon la enzimaporel agua.Segúnsupolaridad,

estosdisolventespodránsolubilizarmayor(polares)o menor(apoZares)cantidadde agua,y

todo ello redundaráen la actividadcatalíticade la enzima.Estacapacidaddecaptaciónde agua

por partedel disolventeseverá reflejadaen su isotermade adsorción.PeterHalling pudo

comprobarla similitud de las isotermasde lasproteínasen aire y en disolventesde diferente

polaridadhastaun valor de ~ proximo a 0.5 (192). De estedescubrimientose deducequeel

disolventeno influye en el aguafuertementeligada ala enzima,la cualsuelecorrespondercon

el aguaque quedadespuésdela liofilización.

2) Reactivos: la naturalezay la concentraciónde los sustratospuedenalterar la

distribucióndel aguaen el sistema.Unaconcentraciónelevadade alcohol (193) o de ácido

(194) en unareacciónde esterificacióncatalizadaporenzimaspuedeprovocarunadisminución

drásticade la actividadenzimíticadebidoal aumentode la capacidadde la faseorgánicapara

solubilizar agua, y por lo tanto de sustraeríadel biocatalizador.Se puedenfijar unas

condicionesóptimasde a.~ en el medioquepermitancompatibilizarunaelevadaconcentración

de reactivoscon unaactividadenzimáticainteresante.

3) MÉÍXQS: lassalespuedencompetirporel aguaconla enzima(195). De la misma

forma los azúcarespresentesen muchospreparadoscomercialesde enzimasson capacesde

captaragua(171, 1%, 197), por lo quealgunosautoreshan observadodesplazamientosde las
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curvasde adsorciónde aguaempleandosorbitol comoaditivo (171). Compuestossimilaresal

agua(glicerol y glicoles(198), la N,N-dinietilformamida(199) y el dimetilsulfóxido(200))

son capacesde alterarla actividadenzimática.La adición de estoscompuestosproduceun

incrementoen la actividadde muchosbiocatalizadoresen mediosorgánicoscon a~ baja,pues

actúancomomiméticosdel agua.

4) SQ~rt~s:Reslow demostróclaramenteen 1988 comola naturalezadel material que

soportabala enzimainmovilizadaeracapazde influir en la actividadcatalítica(201). La causa

de estecomportamientoerala ac’uoLila del soporte,definida como la capacidadde éstede

reteneraguaen un sistemaqueempleacomodisolventeorgánicodiisopropiléter.Estudios

análogos(194, 202)demostraronque los soporteshidrofóbicosfavorecenla actividadcatalítica

frentea los soportesde tipo hidrofílico. De todasformas, ni la capacidaddel soportepara

adsorberagua,ni sucontenidoen aguapuedenpronosticarunaactividaddeterminadaen una

reacciónbiocatalizada.

En el equilibrio, la a~ serála misma en todaslas fasesdel sistema, incluyendo el

soportedondela enzimaseencuentrainmovilizada. Controlandoel valor de a.~ del sistema,

sehapodidocomprobarqueel perfil actividadenzimática}a~esprácticamenteel mismoen la

mayoríade los soportesempleados(203-206).

1.4.3.5.4.-Influenciade la cantidadde aguaen la resolucióndemezclas

racénilcas.

La cantidad de aguapresenteen la reacciónpara la resolución enantioselectivadel éster

etílico de la (D,L)-tirosina, catalizadapor a-quimotripsinaresultó ser fundamentalpara

diferentesdisolventescomose refleja en la Figura12 (175):

Losrendimientosobtenidosdifierende un disolventea otro, segúnaumentala cantidad

de agua, pero el exceso enantioméricosigue el mismo comportamientoen todos los

disolventes,disminuyendocuandoel porcentajedeaguapresenteen la reacciónes elevado,

aunqueel rendimientoseamuy alto, debidoa unahidrólisisquímicaindiscriminadade ambos

esteroisómeros, frente a una hidrólisis enzimática mucho más selectiva haciael isómeroL Esta
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tiene lugar con menoresporcentajesde agua,y controladapor ciertos residuosdel centro

activo, variandola enantiopreferenciade los catalizadoresenzimáticos.
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1.4.4.- ASPECTOS EXPERIMENTALES DE LA SÍNTESIS DE PÉPTIDOS

CATALIZADA POR ENZIMAS

1.4.4.1.-Las enzimas: pureza y purificación

Generalmentelos preparadoscomercialesde proteasasson impuros,ya que pueden

contenerdiferentes formas de una misma proteasa(a y (3-tripsina) y/u otras proteasas

impurificandola preparación.En el primercaso,en el queexistanvariasformasde la misma

enzima,estasinfluyen en e] rendimientodel procesocinéticamentecontrolado.Asimismo, la

presenciade otrasproteasaspuedeoriginarreaccionesdehidrólisis indeseables,tantoparalos

reactivoscomopara los productos.Por lo tanto, es fundamentalen los procesosde control

cinético,el trabajarcon proteasaspurasa fin de lograrunabuenareproductibilidad.

El isoelectoenfoqueseríaun método rápido que convienerealizarparavisualizarla

purezade la proteasa(207, 208), si bien no se handedescartarensayosde contenidoproteico

y testdeactividadesterá.sica

1.4.4.2.-inmovilizaciónde enzimas

La inmovilización de enzimastiene comoobjetivo lograr biocatalizadoresestables,

reutilizablesy fácilesdemanejar.Existen variasmetodologíasque sepuedenagruparen tres

tipos:

a) Unión a un soporte (de forma covalente, por fuerzas electrostáticas o por adsorción

física).

i» Reticuladousandoreactivosbi o polifuncionales.

c) Atrapamientoen matrices,microcápsulas,liposamas,micelasreversas,etc.

En el caso de la a-quimotripsina se han descrito diversas metodologías de

inmovilización y sería prolijo detallar todas. Entre las más interesantescitaremos la

inmovilización sobregelesde agarosaactivadoscon gruposformilo (209), agarosaactivada

con gruposamino (210), f3-ciclodextrinas(211), polimetacrilatos(212), copolimerosde

estireno (213).
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y con un mayoro menorcaracterapolar,el cualbeneficiao dificulta, junto con el tamañode

poro, el accesode los sustratosal centrocatalítico segúnla polaridadde estos,como podemos

observaren la Tabla 6:

Tabla6.- Efectodel gel en la oxidacióndeesteroidesy enel coeficientederepartoentreelgel y el disolvente

(220).

Entradas (leí Colesterol Dehidroepiandrosterona

Aa. Re!. (%>‘ ph Mt. Reí. (%) • p

ENTP-2000 102 2.00 lOS 2.36

2 ENT-4000 : ENTP-2000 (15: 85) 97 1.58 NA

3 ENT-4000: ENTP-2000 (30:70> 86 1.13 NA N.A

4 ENT-4000: ENTP-2000 QO:30) 0 0.16 N.A N.A

5 ENT-4000 : ENTP-2000 (85 : 15) 0 0.06 N.A N.A

6 ENT-4000 0 0.02 77 0.31

7 PU-3 75 0.63 107 1.67

8 T’iJ-3 : 145-6 (75 :25) 24 0.24 96 1.48

9 PU-3 : PU.6 (50: 50) 0 0.02 88 1.16

10 PIJ-3 : PU-6 (25:75) 0 0.03 73 0,48

it 141-6 0 0.01 70 0.30

N.A.~ Pt 2118 ¡izado

Actividad reía ti,a del biacatalrrador ,nmcvilizado con aspecto a las células libres cApresada

Coeficiente de partición de colesterol o dehidroepiandrostercna entre el gel yel disolvente

en porcentaje (ennhe libre = 100%).

En estatablapodemosobservarcomoel coeficientede partición de los reactivosentre

el gel y el disolventeesfundamentalparala actividad del catalizador. Así, los biocatalizadores

inmovilizadosen gelescon menor coeficientede partición son los que presentanpeores

actividades, (entradas4, 5, 6, 9, 10 y 11), tanto para el colesterol como para la

dehidroepiandrosterona, presentando esta segundamayorvalor de actividadrelativaqueel

primero, al igual que sucede con su coeficiente de partición.
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En una S.T.C, conviene emplearaminoácidosque tenganprotegidoslos grupos

funcionales que no van a estar implicados en la reacción. No obstante, dada la

quimioselectividadde las proteasas,no se han de protegerlos gruposde las cadenaslaterales.

La situaciónresultaalgomáscomplicadaen el casode la S.C.C,ya queel donadorde

acilo ademásde tenerbloqueadoel grupoamino (en formade amida) tambiénprecisaque el

grupocarboxilo estéactivadocomoéster.

Con respectoa los tampones,comoya hemoscomentadoanteriormente,no parece

influir demasiadosu naturaleza.
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II.- OB.IETIVOS Y PLAN DE TRABAJO

De lo indicadoen el apartadoanterior, se deduce que la búsqueda de nuevos derivados

deenzimas,y enespecialde«-quimotripsina,esun temade interésen Biotecnologíapor las

muchasaplicacionessintéticasqueposee.En estalínease han desarrolladopor miembrosde

nuestro grupo derivadosmodificadosquímicamentede «-quimotripsina,o inmovilizadossobre

agarosa, vía tosilo o vía glicidol.

Noobstante,estosderivadostienenmuchosproblemasa la horade serutilizadoscon

finespreparativosdadassuspobrespropiedadesmecánicas.Es porello por lo que seplanteó

la colaboracióncon el grupo de la Dra. Gil de la Universidadde Coimbra,a fin de obtener

derivados inmovilizados de a-quimotripsina sobre copolímeros, cuyas propiedades mecánicas

y su resistenciaa los efectosproducidospor la variacióndel pH, de porcentajede medio

orgánico,y de su naturaleza,los hacíacandidatosidóneosparadesarrollaruna nuevafamilia

de biocatalizadoresde posible uso en SíntesisOrgánica.Para lograr este objetivo se ha

abordadoci siguiente Plan de Trabajo, en el cual hemos utilizado como término de

comparaciónun derivadoinmovilizadode a-quimotripsinasuministradopor el Dr. Guisán.

u PLAN DE TRABAJO

1) Caracterizaciónde los derivados inmovilizados de a-quimotripsina.

2) Estudios de abrasión y estabilidad térmica de los derivados inmovilizados obtenidos

sobrecopolimerosde injerto

3) Optimizaciónde la actividadtransferásicadel derivado«-quimotripsina-agarosa.

4) Optindzaniónde la actividadtransferásicadel derivado«-qu.imotripsina-copolímeros.

5) Estudiosde reutilizaciónde losderivadosdea-quimotripsina-copolímeros.

6) Estudios de quimioselectividad de los derivadosinmovilizados.
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III.- PARTE EXPERIMENTAL

111.1.-ENZIMAS. SLTSTRATOS Y REACTiVOS

m.m.- ENZIMAS

El biocatalizadorempleadoa lo largode todala Memoriaha sido la a-quimotripsina

de páncreasdebovino (E. C. 3.4.21.1),tipo II, de lacasaSIGMA (articulo4129),con una

actividadespecíficade 48 unidades/mgde sólido y 50 unidades/mgdeproteína(unaunidad

internacionalde actividadesla cantidad de proteína activa que hidroliza 1 timol de éster etílico

de la N-benzoil-L-tirosinapor minuto apH=7.8 y a 250C). Estaenzimaseconservaen su

estado de polvo liofilizado a -150C.

ITI.1.2- SUSTRATOS

Paramedir la actividadde la a-quimotripsinasehanempleado:

-p-Nitroanilidade la N-glutaril-L-fenilalanina(GpNA) (SIGMA).

-p-Nitroanilidade la N-benzoil-L-tirosina(BTpNA) (SIGMA).

Comodonadoresde acilo:

-Ester etílico de la N-benzoil-L-tirosina (BTEE) (Bz-L-Tyr-OEt) (SIGMA).

-Éster etílico de la N-acetil-t-fenilalanina (APEE) (Ac-L-Phe-OEt) (SIGMA).

-N-acetil-L-tirosina(Ac-tTyr-OH) (SIGMA).

Y como nucleófilos:

-HidroclorurodeL-alaninamida(H-L-Ala-NH
2) (SIGMA).

-Hidrocloruro de L-leucinamida (H-LLeu-NI{2) (SIGMA).

-Hidrocloruro de L-metioninamida (H-LrMet-NH2) (SIGMA).

-Hidroclorurode Lrglicinamida(H-L-Gly-NI%) (SIGMA).

-Hidroclorurode L-serinamida(H-L-Ser-N?H2) (SIGMA).

-Hidrocloruro de L.aspartamida(H-LAsp-NH2) (SIGMA).

-Dihidrocloruro de Uargininamida (H-UArg-NH2) (SIGMA).
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En la determinacióndel númerode centrosactivosen un preparadose empleó:

-Sultonadel ácido2 thidroxi..5tnitrofenilme~osulfónico(SULTONA) (SIGMA).

Precursoresde sustratosy sustratósno convencionales:

-ÉsterN-(4-Clorobutanoil)-Ltriptofanatode metilo

-N-(3-indolilmetil)-glicinatode etilo.

-(Cis 1,3) 1 -metil-2,3,4,9-tetrahidro-1H-~-carbolina-3-carboxilatode metilo.

-Ácido (±)2-fenilbutírico (ALDRICH).

-Ácido (±)3-fenilbutírico (ALDRICH).

-Ácido (±)tetrahidrofurano-2-carboxílico(ALDRICH).

-Ácido (±)tetrahidrofurano-3-carboxíico(A.LDRICH).

-Ácido(±)1,2,3,4,-tetrahidroisoquinolin-3-carboxílico(ALDRICH).

-(1<) Mandelato de etilo (FLUKA).

-(~ Mandelatode etilo (FLUKA).

-(A, S) Mandelatode etilo (FLUKA).

-(R,S) Mandelatode bencilo(FLUKA).

-(R,S) Mandelato de isoamilo (FLUKA).

IIL1.3.-DISOLVENTES

-Acetatode etilo (PANREAC) (99.8%de pureza).

-Acetonitrilo (SCHARLAU) (>99% de pureza).

-l ,4-Butanodiol(MERCK) (98% de pureza).

-Diclorometano (SCHARLAU) (>99% de pureza).

-N,N-Dimetilformamida(MERCK) (>99% de pureza).

-Etanol absoluto(MERCK) (>99% de pureza).

-Isobutilmetilcetona (MERCK) (>99% de pureza).

-Metanol (MERCK) (>99% de pureza).

-l -Propanol(SCHARLAU) (>99% de pureza).

-Tolueno(MERCK) (> 98% depureza)

-1,1,1 -Tricloroetano (MERCK) (>99% de pureza).
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111.1.4.-OTROSREACTIVOS

-Acetato sádico (PANREAC).

-Acetona(SCHARLAU).

-Ácido acético (PROBUS).

-Ácido cítrico (MERCK).

-Ácido clorhídrico 35-36% (MERCK).

-Ácido bórico(PANREAC).

-Albúminabovina(SIGMA).

-Bicarbonatosádico(PANIREAC).

-Boratosádico(PANREAC).

-Carbonatosádico(PROBUS).

-Carbonatopotásico(PROBUS).

-N-Ciclohexil-N t(2-(metilmorfolino)etil)-carbodiimida-4-tolueno--Sulfonato(CMC)

(MERCK).

-Citrato sádicocristalizadodihidrato (MERCK).

-Fosfato dipotásico (MERCK).

-Fosfatodisódico(PAN?REAC).

-Fosfato monopotásico (PAN?RIEAC).

-Fosfato monosódico monohidrato (PANREAC).

-Hidróxido sádico(MERCK).

-Metacrilatode 2~hidroxietilo(HEMA) (BiochemicalCo. Poale,Dorset,U.K).

-Polietileno (PE), suministradopor Telcon Plastics.Ltd. U.K.

-Sulfato de cobre (II) pentahidrato (MERCK).

-Trietilamina (ALDRICH).

-Tris-(hidroximetil)-aminometano(Tris) (MERCK).

-Triton X 100 (MERCK)

Todosestosreactivospresentanla purezade grado analítico o superior.
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111.1.5.-APARATASE EMPLEADO

- Espectrofotómetrode ultravioleta-visibleShimadzu2100 UV. equipadocon un

sistemade termostatizaciónpor recircularizaciónde agua, con cubetas de un paso óptico de

1 cm, y un volumen total de 3 ml.

-Cromatógrafolíquido de alta resolución(HPLC), LDC, con una columnaC8,

Nucleosil128 (LDM) (fasereversa).

-Valorador volumétrico ATI ORIONAF8 (para medir la cantidad de agua, mediante

el métodode Karl-Fisher).

- EspectrómetroResonanciaMagnéticaNuclear(RMN) BRUCKER 250MHZ).

111.1.6.-PROGRAMASINFORMÁTICOS

a) Programasparaajustesmatemáticos.SJMF¡T V. 4.0(226)

.

A lo largode estaTesisDoctoral se ha utilizadocomoherramientade cálculoel

paqueteintegradoS¡MFlTversión4.0 parallevar a caboel ajustede los datosexperimentales

a determinadasecuacionesmatemáticas.

Estepaqueteinformático, diseñadopor W. G. Bardsley,escritoen lenguajeFortran

compilado y desarrolladoen basea rutinas de regresiónno lineal de la librería “NAG

WORKSTATION”, emplea algoritmos de optimización matemáticapor iteración con el

objetivo de minimizar la función Sumatorio de Residuales (SSQ) definida mediante el método

de mínimoscuadrados.

La función SSQse define como:

SSQ=r(y,-ftp,x,W [13]

dondey~ es un datoexperimentalobtenidoparala variableindependiente“y”, cuando

la variabledependiente“x” adoptaun valor “xi”.

P son los parámetros óptimos del ajuste

Las suposiciones estadísticas en las que se basa el criterio de los mínimos cuadracos

son: que la ecuación por ajustar es la correcta, el error en la respuesta es estrictamente aditivo
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y los erroresson independientesentresí y siguenuna distribuciónhomocedástica(varianza

constante),estoes,las medidasse han hecho con la misma precisión. Este tipo de regresión

se denominaregresiónsin pesosestadísticos.

No obstante la mayoría de las veces las medidas experimentales siguen una distribución

heterocedástica(diferentevarianza),y se hacenecesariodarmás importanciaa los datosde

menor error frente a los de mayor error. Para ello, lo que sehaceescorregirlos residualescon

un factor llamado ~sQssia4ísIkQ(w,), que es inversamente proporcional a la varianza de los

datos (el cuadradode la desviaciónestándar).

wÍ=
— 114]LS,.

De estaforma, la función que se optimiza se denominasumatorioponderadode

residuales(WSSQ),que sedefinecomo:

WSSQ=~(lIS5x(y,~flp,x))2 [15]

La desviaciónestándaren las medicionesde la variabledependientesedetermina

mediante réplicas. De esta forma, se le asigna a cada conjunto de medidas (yD su desviación

estándarcorrespondiente,que seutiliza paraponderarel error. No obstanteestametodología

esrecomendablesiemprequeel númerode réplicasobtenidaspor cada valor de la variable “y”

seamayoro igual que3. Comoesto no es factible en muchas ocasiones, otra metodologíaque

puedesugerirseconsisteen determinarel errorexperimentalpromedioquetiene el métodoy

asignar a cada punto dicho errorexperimentalcomoerror relativo constante;generalmentese

toma como valor de dichoerrorel 5 0X.

Comoparámetrosquecuantificanla bondaddel ajuste,el paqueteSIMFfTcalcuIael

valor del coeficientede determinación(R2). Por otra parte, cuandose utilizan comopesos

estadísticos las desviaciones típicas de los errores (o estimacionesde lasmismas),la función

WSSQsigue una distribución Ji-cuadrado (x2) con “g” grados de libertad, siendo g = n0 de

puntosexperimentales- n0 de parámetros del ajuste. De esta forma, por comparación del valor

de ji-cuadrado con WSSQse puede establecer la bondaddel ajuste. El programaSIMFJT
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calcula automáticamente la probabilidad de que ji-cuadrado excedadel valor de WSSQ. Así,

cuando la probabilidadde ji-cuadradosea mayor de WSSQes menorde 0.01 (nivel de

significanciadel 1 %) o menor de 0.05 (nivel de significancia del 5 %), se debería rechazar

el ajusteutilizando dichosnivelesde significación.

S¡MFlTtanibién permite establecer criterios de bondad de ajustes a través del estudio

de los residuales, los cuales, en un óptimo deberían quedar distribuidos al azar y no deberían

presentar una correlación serial significativa, por lo que el número de residualespositivosy

negativosdebesersimilar, y no debehaberserieslargasde residualesconel mismo signo, ni

tampocomuy pocasseries.El númerode residualespositivossedesignacon la letra “ix”, y el

de residualesnegativoscon la letra “ni” y el n0 de seriescon “r”. SlMFlTestablecedos test

acerca de las series, que deben dar una probabilidad (p) comprendida entre «/2 y 1 -«/2

(«=0.0560.01 segúnel nivel de significanciaconel quese trabaje).La pruebade los signos,

tambiéndesarrolladapor este programa,debe dar unaprobabilidad de p=«para poder

considerarel ajustecomobueno.Un nuevoestadísticoqueel programacalculaesel test de

Durban-Watson,queindicala posibilidadde que existaunacorrelaciónseriada,estoes, que

el signo quepresenteun residualvenga impuestopor el signo del anterior. Normalmente,

cuandoel valorde dichoestadísticoestácomprendidoentre1.5 y 2.5 sepuededescartardicho

efecto.

Es frecuenteque los parámetrosdel ajustedebanserdistintosde cero,puesel hecho

de anularsesueleconllevarel que La variablerespuesta“y” no dependade algunavariable

explicativa“x”, que lleve consigouna simplificación del modelo debidoa la desaparición

funcionaldel mismo. Así paradeterminarsi un parámetropuedeconsiderarsenulo o no, éste

semide en unidadesestándar,esdecir, secalculael cociente:

T=(Valor estimadodel parámetro)/(errorde estándarde su estimación) [16)

si el valor de este cocienteT esta dentrode ciertos límites que se consultanen las tablas

estadísticasde la «t” de Student,considerandocomogradosde libertad(g=n0 de puntos-

de parámetros)puedeserqueel parámetrose anule; si por el contrario,el valordeT rebasa

esos límites, entoncesel valor del parámetroes distinto de cero. El programaSJMF¡T
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suministraautomáticamentetoda estainformaciónmedianteun parámetrode redundancia.

b) Pro~mmasde modelizaciónmolecular.Hhrirhem 7M. VIO br gindow3 (227).

Loscálculosde Mecánicay DinámicaMolecularde la estructurade los sustratosobjeto

de estudioen la presenteTesisDoctoral, se realizaroncon el programaIHPERCIJiEM

El estudiopor DinámicaMolecular se realizó a alta temperaturadebidoa la mayor

eficaciaparaatravesarbarrerasde energíaen el espacioconformacionalmultidimensional.Se

eligió una temperaturade 100
0K como punto de partida, ya quepermitea la molécula

explorarun númerode conformacionesseparadasporbarrerasenergéticassignificativas. Para

evitarel riesgo, inherenteatodasimulacióndeDinámicaMolecular(D.M.) a alta temperatura

de quela estructuraencontradacorrespondaa un mínimolocal de altaenergíase realizaroncon

cadauno de los confórmerosobtenidosprocesosdeD.M. sucesivasde lps (T~=450 0K); lOps

(T=350 0K); l2ps (T=300 0K).

Finalmente,la geometríade los confórmerosde mínimaenergíaobtenidosse analizaron

por MecánicaMolecular(M.M.) medianteel usodel métodoMM+ comocampode fuerzas.

Primeramenteseanalizóel algoritmo“steepestdescent”de forma interactivahastaun gradiente

de 0.1 KcaI/molA. Unavezoptimizadaestaestructuraseprocedióa unanuevaoptimización

utilizando el algoritmo “Fletcher-Reeves”con gradienteconjugadohastaun valor de 0.02

Kcal/mol A, quepermitió considerarlos efectosde la conjugaciónde doblesenlaces,tan

importantea priori, en las moléculasobjetode estudio.

111.2.-CARACTERIZACIÓNDEL PREPARADOCOMERCIAL

111.2.1.- DETERMINACIÓN DEL CONTENIDO PROTEICO DE LA a-ET
1 w
122 243 m
524 243 l
S
BT


OUIMOTRII’STNA COMERCIAL

Parala determinacióndel porcentajede proteínapresenteen el preparadocomercial se

empleóel métododelMicrobiuiet, (228) empleandoel reactivode Benedict,cuyapreparación

se detallaa continuación:

Se disuelven86.5 g de citrato sádico cristalizado (2Na
3C6H5O7.1 1H20) y 50 g de
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carbonatosádicoanhidroen 250 ml de agua(se filtra si esnecesario).Seañadecon agitación

continuauna soluciónde 8.65 g de sulfatocúpricocristalizadodisuelto en 50 ml de agua,y

sediluye a 500 ml. La soluciónrésultantedebequedarperfectamentetransparente.

Posteriormentese preparóuna soluciónde seroalbdniinabovina en tampón fosfato

pH=6.0, 0.1 M, de unaconcentraciónde 0.8 mg/ml.

Lascondicionesexperimentalesempleadasparala construcciónde la rectade calibrado

en la determinaciónde proteínapor el métododel Microbiuret se muestraen la Tabla11

(comoreferenciase empleóel contenidodel blanco);

Tabla 11.- Cálculo de la cantidad de proteína presenteen una disolución, empleando

seroalbúminabovina comopatrón.

Tubo R. Benedict Albúmina

=

Tampón fosfato

pH=6.0(0.l M)

(mí)

1.0
1.0
0.8
0.8

0.6
0.6

0.5

0.5

0.4
0.4

0.2

0.2

0.1
0.1

0.0
0.0

NaOH

(0. IM)

(mí)

4.0
4.0

4.0

4.0

4.0
4.0

4.0
4.0
4.0

4.0
4.0

4.0
4.0

4.0

4.0
4.0

Blanco
Blanco

la
lb

2a

2b

3a

3b

4a
4b

Sa

Sb
6a
6b

7a
7b

(mí)

0.2
0.2

0.2

0.2

0.2

0.2

0.2

0.2

0.2
0.2

0.2

0.2

0.2

0.2

0.2

0.2

Disol.

Albúmina

(mí)

0.0
0.0
0.2

0.2

0.4

0.4

0.5

0.5

0.6
0.6
0.8
0.8

0.9
0.9

1.0

1.0

Abs.

(330 nm)

(D.O.)

0.000
0.000
0.054

0.051

0.098

0.092

0.117
0.105

0.114

0.121

0.160

0.164
0.192

0.190

0.197

0.202

(mg)

0.00
0.00
0.16

0.16

0.32

0.32

0.40
0.40

0.48

0.48

0.64

0.64
0.72

0.72

0.80

0.80
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El contenidode los tubos seagitó bien y sedejóreaccionardurante1 h. a 25 0C de

temperatura,paraque se forme el complejocoloreadoentrelos iones Cu (II) y los restos

aminoy carboxilode los enlacespeptídicos.Transcurridoesetiempo se midió la absorbancia

a330 nm. En la cubetade referenciase empleóel blancoqueno conteníaproteína,y con el

cual se realizó el autocero.

Siguiendoestametodologíaobtuvimosla siguienterectadecalibrado:

0.25

0.20

2
(u

15
c

0.15

0.10

0.05

0.00

1.00

Figura 14.- Recta de calibrado para el cálculo de la cantidad de

disolución, empleandoseroalbúmina bovina como patrón.

proteína presenteen una

Los parámetrosde estarectason los siguientes:

-Pendiente=(0.245+ 0.001)(D.O/mgde albúmina)

-Ordenadaen el origen=(0.000+ 0.001), no es significativa segúnel test “t de

Student” al 99% decerteza.

- = 0.994

El preparadocomercialutilizado en la presesteTesisDoctoral poseeun contenidoen

proteínade un (83 ±4) %, calculadoporel métododel Microbiuret (228).

0.00 0.25 0.50 0.75

mg de AJbumina
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m.2.2.- MEDIDA DE VA ACTIVIDAD ENZIMÁTICA DE a-ET
1 w
116 740 m
518 740 l
S
BT


OUIMOTRIPSINA NATIVA

Paracuantificarla actividadhidrolítica de la enzimanativa, seempleócomoreacción

estándar,la hidrólisisdel GpNA (229), cuantificandolacantidadde p-nitroanilinaliberadapor

valoración espectrofotométricaa 410 nm. Para ello, a fin de calcularel coeficiente de

extinción molar de la p-nitroanilina a esa longitud de onda, se realizó una curvapatrón

variandola concentraciónde p-nitroanilinasegúnse muestraa continuaciónen la Tabla 12

(comoreferenciaseempleóel contenidodel blanco):

Tabla 12.- Cálculodel coeficientedeextinciónmolarde la p-nitroanilina.

Tubo Tampéi? Vol. PNAb [pNA] Abs.C

(mi) (mi) (X 10.2mM) (DO.)

Blanco 5.0 0.0 0.00 0.000

la 4.0 1.0 1.77 0.130

lb 4.0 1.0 1.77 0.132

le 4.0 1.0 1.77 0.126

2a 3.0 2.0 3.53 0.254

2b 3.0 2.0 3.53 0.254

2c 3.0 2.0 3.53 0.256

3a 2.0 3.0 5.30 0.369

3b 2.0 3.0 5.30 0.374

3c 2.0 3.0 5.30 0.372

4a 1.0 4.0 7.07 0.492

4b 1.0 4.0 7.07 0.497

‘le 1.0 4.0 7.07 0.495

Sa 0.0 5.0 8.83 0.642

5b 0.0 5.0 8.83 0.643

Sc 0.0 5.0 8.83 0.643

Tan~rx5n tsé Lo nvnopoWsico/bsfatodipotásicopH= 7.8(0. IAl).

b .2Disolución rmdredepNA(8.83X 10 mM).

Absorbancianrdida a 410nm.
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0.80 — _______________________________________________

0.60

oo
13
~ 0=40—e

0.20 —

a.oa ‘II’
0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0

[pNA] (mM) X 1OE+2

Figura 15.- Cálculo del coeficientede extinción molar de la p-nitroanilina.

El valor de la pendientede estarectacoincideconel coeficientede extinción molar (c),

queresultóser:

-Pendiente= (0.0717+ 0.0003)(mM1 cm1).

-La ordenadaenel origen no essignificativa segúnel test “t de Student” al 99% de

certeza

- = 0.999.

Unavez llevadaa caboestavaloraciónespectrofotométrica,se cuantificóla actividad

hidrolítica de la a-quimotripsinanativa, realizandodiferentesensayosde hidrólisis de GpNA

(0.015M en DMF) (229) empleandodistintascantidadesde unadisoluciónde «-quimotripsina

comercialpreparadaen tampónfosfatopH=6.0, 0.1 M de una concentraciónde 1.37 mg/ml.

Así, se realizó un protocolo que apareceindicadoen la siguienteTabla 13 (como

=0

it

A
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referenciase empleóel contenidodel blanco):

Paracalcularla velocidadinicial de reacciónsecuantificóel incrementode absorbancia

producidoa 410nm debidoa la liberaciónde p-nitroanilinaen un intervalode tiempo de 25

minutosy unatemperaturade 25 0C, el cual, medianteel empleodel coeficientede extinción

molar calculadoanteriormente,pudimostransformardicho valor en actividad hidrolítica,

cuantificadacomo b¿niolesde p-nitroanilina liberadaporminuto.

Para medir la actividadhidrolítica especifica,estoes, expresandola actividadpor

unidad de cantidaddeenzima,seprocedióa la representaciónde la velocidadmedidafrente

a la cantidad de preparadocomercial presenteen cada ensayo, obteniendoseasí la

representaciónqueapareceindicadaen la Figura 16.

Tabla 13.-Cálculo de la acividadhkfrolftica específica.

Tubo a-Quimotr. Tampóna GpNA Abs.b Actividadc

(mi) (mg) (mí) (mí) (D.O.)

Blanco 0.0 0.000 4.5 0.5 0.000 0.000

la 0.1 0.137 4.4 0.5 0.141 0.788
lb 0.1 0.137 4.4 0.5 0.141 0.900

2a 0.2 0.274 4.3 0.5 0.247 1.382
2b 0.2 0.274 4.3 0.5 0.247 1.488

3a 0.3 0.411 4.2 0.5 0.441 2.466
3b 0.3 0.411 4.2 0.5 0.421 2.356

4a 0.4 0.548 4.1 0.5 0.545 3.048
4b 0.4 0.548 4.1 0.5 0.555 3.104

Sa 0.5 0.685 4.0 0.5 0.666 3.726
Sb 0.5 0.685 4.0 0.5 0.690 3.860

Tanpln #asfatonrnopotásico/bsfatodipotásisoph’= Z8(O.IM).

~,,4bsorbancianahda a 410am

Actividaden (gMpNA”min.).
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4.00

4
‘Li

1
8

3.00

2.00

1,00

0.00

mg de enzima

Figura 16.- Cálculo de la actividad hidrolitica específicade la a-quimotripsina comercial.

Así, la actividadhidrolítica específicade la «-quimotripsinacomercialempleadaen la

presenteMemoriacoincidecon el valor de la pendientede la recta.

-Pendiente= (2.54 ±0.04) iM de pNA liberadosmm.’1 ing~1 deenzima,

-La ordenadaenel origenno fue significativa segúnel test “t de Student” al 99% de

certeza.

-R2= 0.997.

111.3.- SÍNTESIS Y CARACTERIZACIÓN DE LOS DERIVADOS

QUIMOTRIPSINA INMOVILIZADA SOBRE COPOLÍMEROS DE INJERTO

<PE/HEMAA

111.3.1-PREPARACIÓN DEL SOPORTE (PE/LIEMA

)

111.3.1.1.-Síntesisdelcopolíínero(PE/HEMA

)

El polietileno comercial primeramentefue purificado por extracciónen soxhletcon

0.0 0.2 0.4 0.6 0,8

a-
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A continuaciónse lavé el copolímerosobreuna placade vidrio porosocon agua

abundantehastaquela espumadesaparecióy selavéposteriormenteel residuosólidoconHCI

1 M (50 mí) paraneutralizarel hidróxido de sodio que pudieraquedar.Parafinalizar, se

realizó un segundolavadodel copolímeroinjertado e hidrolizado,conagua,y se dejósecar

a 40 0C durante24 h.

Paracalcularel númerode grupos carboxilo libres provenientesde la hidrólisis, se

añadióun excesode NaOH0.05 M (10 mi) a un matrazque contenía50 mg del copolímero

de injertohidrolizadoy se mantuvoen agitacióndurante24 h; pasadoesetiempo, sefiltró el

contenidoy 5 ml del sobrenadantesediluyeronconaguahastaun volumenfinal de 25 mí, que

posteriormentefueronvaloradoscon HCI 0.01 M. La diferenciaentrelos moles de NaOH

añadidosy los obtenidosen la valoracióncon MCi secorrespondecon la concentraciónde

restoscarboxilatolibresen el copolimero.De estaforma se obtuvieronunossoportesque se

denominaron Cl, C2 y C3, cuyas característicasdiferencialessecomentaránmásadelanteen

la Sección(IV.l.l).

111.3.1.2.1.-Modificaciones del método de hidrólisis.

En el caso de los derivadoscon un 54.5% de injerto (respectoa la masatotal de

soporte)existenciertasdiferenciasen el procesode hidrólisis:

-ParaobtenerC4, se partió de 1 g de copolímeroquesehidrolizó empleandouna

soluciónde NaOH 1 M (50 mí), 1 ml de Tritón X 100, y sedejó todo ello a reflujo

durante4 horas.

-En el casodel derivadoC5, intentandoaumentarel porcentajede hidrólisis, se

partióde 4 g de polímerolos cualesse depositaronen el senodeunasoluciónde NaOH

2 M (200mI), añadiendosea continuación4 ml de Triton X 100, dejandola mezclaa

reflujo durante 24 h.

Por otra parte, se suavizóel procesode hidrólisis, empleandosólo50 ml de NaOH

(2 M) para2 g de copolímero y 2 mide Tritón X 100 durante4horas.Así seobtuvo

el copolímeroC6.

Los resultadosde estasmodificacionesjunto conlaspropiedadesde los copolimeros

87





Parteexperinrntal

mí).

En los líquidosde los filtradossedeterminóla cantidadde enzimaexistenteempleando

el métododel Microbiuret (228), tal y como se indica en la Sección111.2. Así, al conocer,la

cantidadde enzimaafíadidainicialmente,pordiferenciase puedecalcularfácilmentela carga

enzimáticadel derivado.Siguiendoestametodologíaseobtuvieronlos derivadosCJ-CT,C2-

CT, C3-CT.

Paraconvertirlos valoresde absotanciaen unidadesde concentraciónconstruimosuna

rectade calibradoempleandoen vezdeseroalbúminabovinacomopatrón laenzimacomercial

ya caracterizadadisueltaen tampónfosfatode pH=6.O (0.1 M), resultandounaconcentración

en el tubo madrede 1.76 mgde enzima/ml.Siguiendoel protocoloquesemuestraen la Tabla

14, calculamosla carga enzimáticade los derivados(comoreferencia,seempleóel blanco):

Tabla14.-Cálculo de la cantidad de protdna presenteen unadisoluciónempleando «-quimotripsinacomopatrón.

Tubo NaOW (mi) R.

Blanco
Blanco

la

lb

Za

2b

3a

31,

4a

4b

Sa

Sb

éa

6b

7a
7b

4.0
4.0

4.0

4.0

4.0

4.0

4.0

4.0

4.0

4.0

4.0

4.0

4.0

4.0

4.0
4.0

• SolucióndeNeOH(0. IAl)

b Tan4xln JOSIB&, ¡mnopotásico/fosfatok14>owsico pH=6.0(0.1Al)

Absorbencianabdaa una longituddeonda de330am

Bcnedict

(mi)
0.2
0.2

0.2

0.2

0.2

0.2

0.2

0.2

0.2

0.2

0.2

0.2

0.2

0.2

0.2

0.2

Tampón
t

(mi)

1.0
LO

0.8
0.8

0.6
0.6

0.5
0.5

0.4

0.4

0.2

0.2

0.1
0.1

0.0

0.0

Enzima

(mi)

0.0
0.0

0.2
0.2

0.4
0.4

0.5

0.5

0.6

0.6

0.8
0.8

0.9

0.9
1.0

1.0

a-Quixnot.

<¡ng)

0.000
0.000

0.352

0.352

0.704

0.704

0.880

0.880

1.056

1.056

1.408

1.408

1.584

1.584

1.760

1.760

Abs.’

(DO.>

0.000
0.000

0.080

0.082

0.155

0.146

0.190

0.188

0.231

0.239

0.309
0.313

0.347
0.330

0.382

0.378
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0.40

0.30

2
‘ 020

0.10

0.00

0.00 2.00

Figura 17.- Recta decalibrado para el cálculo de la cantidad de proteína empleando a-quimotripsina

comercial, caracterizada, como patrón.

Los parámetrosde estarectaresultaronser:

-Pendiente=(0.215+ 0.001)(FEO/mg de enzima)

-La ordenadaen el origenno fue significativa segúnel test “t de Student” (99% dc certeza)

0.999

111.3.2.1.-Modificación del procesode inmovilización

A fin de intentarmejorarel métodode inmovilización y aumentarla cargaenzimática,

en el caso de los derivadosde mayor porcentajede injerto se introdujeron diferentes

modificacionesen el procesodescritoen el apartadoanterior:

a) Parafavorecerlos choquesintermolecularesse redujoel volumenala mitad.

b) Por otra parte y a fin de estudiarlas posiblesdiferenciasentre el método de

inmovilización “one-pot” en un solo pasoy una metodologíasecuencial,sepusoencontacto

la CMC con la soluciónde copolimerodurante24 h.; transcurridoesetiempo, seañadela

enzimay sedejareaccionara 4 oc de temperaturaduranteotras24 h. Con estopretendemos

0.50 1.00 1.50

mg de Enzima Comercial
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activasel soporteantesde reaccionarcon la enzimaal hacerreaccionarlos restoscarboxilato

del soportecon la CMC evitandoqueestareaccionecon los gruposcarboxilatode la enzima,

y sí con los residuos e-amino de lisina.

Siguiendoestasmodificacionesseobtuvieronlos derivados C4-CT, C5-CT, y C6-CT

(ver Tabla16, SecciónIV.1.1).

111.3.3.-DETERMNACIÓN DE LA ACTIVIDAD ENZIMÁTICA DE LOS

DERIVADOS INMOVILIZADOS

Paradeterminarla actividadenzimáticade los derivadosinmovilizados,serealizóun

ensayosimilaral que sedescribeparala enzimanativa,empleando<JpNA comosustrato.Para

ello, seprocedióa incubar25 mg del derivadoinmovilizadoen 4.5 ml de tampón fosfato

pH=7.8, 0.1 M a 25 0C, con 0.5 ml de una disolución de GpNA en DMF (229) de

concentración0.015 M.

Transcurridos25 minutos,la reacciónsedetienepor filtración a travésde unaplacade

vidrio Pyrex del n<’> 4, separandoasíel derivadosólido del restode los componentesde la

reacción.Posteriormentese midió la absorbanciaa 410 nm originada por la p-nitroanilina

liberadapresenteen los liquidos del filtrado, y por interpolaciónen lascurvasde calibrado

empleadasparala enzimacomercial en la Sección11L3 (Hg. 13 y 16), se obtuvieron los

valoresde actividadretenidade los derivados,expresadaen comparacióncon la cantidad

porcentualde enzimanativaquenospropoirionarfala mismaactividadhidrolítica, (Tabla 16).

111.4.-DERIVADOS INMOVILIZADOS SOBREGELESDE AGAROSA

Estosderivadosfueronsuministradospor el grupodel Dr. (Suisán,paracompararlos

conlosderivadosobtenidossobrecopolímerosde injerto.

111.4.1.-ACTIVACIÓN DEL SOPORTE

.

La activaciónde los gelesde agarosala realizaronsiguiendola metodologíadel
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caboen un reactortipo tanqueagitado, de un volumen aproximadode SO mí, el cual se

introdujóen un baño termostatizadoa25 0C. Comomedioacuososeempleótampón Tris/HCI

0. IM pH=9.O, 0.1 M y comocodisolventesorgánicosse probaron: 1,l,1-tricloroetano,

metilisobutilcetona,acetatode etilo, acetonitrilo,N,N-dimetilformamida,1 ,4-butanodioly

etanol absoluto,en diferentesproporcionesdesde10/90 hasta99/1 (%, y/y), disolvente

orgánico/tampón.

Los donadoresde acilo utilizadosfueron BTEE o APEE (10mM), y comonucleófilo

seemplearonH-LLeu-NH
2, H-LrAla-NH2, H-L-Arg-NH~ H-LrMet-NH2, H-L-Ser-NH2, H-.L~

Asp-NH2, H-L.-Gly-NH2, (40mM), (en formade clorhidrato);el volumen final fue en todos

los casosde20 ml y, puestoqueel nucleófilo estabaen forma de clorhidrato,seañadióuna

cantidadde trietilanxinaequimolecularrespectoa la cantidadde HCl, a fin de lograr la perfecta

solubilizaciónde la muestray no causarningunavariacióndepH.

Posteriormente,seprocedióa agitarla muestradurante30 minutosparalograruna

buenadisolución de todoslos componentes,y realizarla tomademuestracorrespondientea

tiempo cero. A continuación,seañadióla enzimalibre o inmovilizadasobrelos diferentes

soportes,en concentracionesvariablesdesde0.48 mg de enzima/mlhasta0.044 mg de

enzima/ml. Una vez añadidala enzima,sefuerontomandomuestrasa diferentestiemposde

reacciónque seanalizaronporHPLC.

Por lo querespectaa la tomade muestras,éstasellevó a cabosuccionandodesdela

mezclade reacciónun volumende0.05 mi, queposteriormentefuediluido con 0.85 ml de una

disolución de naftalenoen acetonitrilo(0.47 mM), queactúade patrón internoy 0.1 ml de

alcohol etílico con el fin de anularla actividadenzimática,obteniendode esta forma un

volumenfinal de 1 ml. Estasmuestrasse cromatografiaroninmediatamenteempleandola

técnicade HIPLC, o bien se almacenaronen el congeladora -15
0C hastasu posterioranálisis.

Las muestrasse filtraron con un filtro tipo GV de la casa “Technokroma”de un

diámetrodeporode0.22gm, conel fin de eliminarlaspartículasde derivadoinmovilizado

quepudieranobstruir las precolumnasdel HPLC, pasandoel contenido a un vial, para lograr

la separacióny cuantificaciónde losproductos.

El análisisporHPLC serealizóconun cnmatógrafoLDC empleandounacolumnaC
8

Nucleosil 128 (LDM). El eluyente fue acetonitriio/H20 (55/45) (vA’). La longitud de onda
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empleadafue de 270 nm en el casode BTEE y 254 nm en el casodel APEE. Conociendolas

cantidadesinicialesde naftalenoy sustratose puedencalcularlos rendimientosa los diferentes

tiempos de reacciónempleandola técnicadel patrón interno, con el cálculodel factor de

respuesta‘f” segúnlas expresionessiguientes:

[19]
An Jjp]

f=Factorde respuesta

Ap=Areadel producto

An= Areadel naftaleno

[nj = Concentracióninicial de naftaleno

[pl Concentracióninicial de producto

Ap [n] [20]
‘An f

[pL = Concentración de producto a un tiempo determinado

[P]u*Vr*V,, *100 [21]y *M,

(%p)fi=Tantoporcientodeproductoen reactor

Vr= Volumenremanente

V~=Volumen extraído

V~=Volumendel vial (1 mí)

MjMoles totalesdeproducto
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Figura 18.- Cromatograma de una muestra a un tiempo diferente de cero. Síntesisdel

dipéptido modeloBz-L-Tyr-L-Leu-NH2.

111.6.-ENSAYOS CON DERIVADOS DE a-OUIMOTRIPSINA INMOVILIZADA

SOBRE COPOLIMEROS DE INJERTO (PE/HEMA

)

A fin decomprobarla estabilidadoperacionalde los derivadosinmovilizadosde a-

quimotripsinasobrecopolímerosde injertoPE/HIEMA, sellevarona cabounaseriede estudios

fundamentalesdesdeel punto devistade IngenieriaEnzimática.

111.6.1.-ENSAYOS DE ESTABILIDAD ENZIMÁTICA

En primer lugar, secomprobóla variacióndela estabilidadenzimáticaen condiciones

de almacenamiento,y a diferentestemperaturas,tantoen condicionesde hidrólisis comode

síntesis.

UEUI~ea TIMEe 36.2?
DATEe ~ e

IB. ~

Rtm.I -T1~ st —
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A) En condicionesde hidrólisis

Paracompararla estabilidadde nuestrosderivadoscon la de la enzimalibre se llevó

a caboun estudiosimilar paraambossistemas.

1) Enzimalibre

al Actividad enzimática

:

La actividadenziniáticafue determinadaespectrofotométricamentea 25 0C y a una

longitud de onda de análisis de 410 nm) utilizando como sustratoN-benzoil-Lrtirosin-p-

nitroanilida(BTpNA) (4.39 mM en acetona)(258). Paradefinirel ensayoestándarde actividad

senecesitaron:

- 2.6 mIde tampónTris/HCl pH=8.0, 0.1 M.

- 25 ~¿1de BTpNA (4.39 mM en acetona).

- 0.275 ml de acetona.

- 0. 1 ml de solucióntampón (cubetadc referencia)ó 0. 1 ml de solucióndeenzima

(0.62 mg/mi) (cubetade muestra)preparadaen tampones:dc. cítrico/citratosódicopH=3.0,

0.05 M; ác. bórico/NaOHpH=9.0,0.05M; y dc. bórico/NaOHpH=9.00.05M conun 10%

de N,N-dimetilformamida(y/y)

Primeramente,secalculóel coeficientede extinciónmolar (e) de estesustrato,para

obtenerdirectamentelas velocidadesinicialesexpresadasen (mmoles/min.),paralo cual se

construyóunacurvade calibradode absorbanciafrentea concentraciónde sustratoempleando

unadisoluciónmadredeBTpNA en acetona(4.39 mM) y otradisoluciónde enzimaen tampón

de almacenamientodc. cítrico/citrato de pH=3.0, (O.IM) muy concentrada(10 mg de

enzima/mi),parahidrolizarrápidamenteel sustratoy comprobarla variaciónde la absorbancia

a 410 nm en función de la concentraciónde sustrato, segúnse describeen el siguiente

protocolo,Tabla13, (comoreferenciaseempleoel contenidodel blanco):
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Tabla 15.- Cálculo del coeficiente de extinción molar del BTpNA.

Tubo

Blanco

2

3

4

5

6

7

8

Tampón’

(mi)
2.6

2.6

2.6

2.6

2.6

2.6

2.6

2.6

2.6

Acet.

(mi)

0.300

0.295

0.285

0.275

0.250

0.225

0.200

0.175

0.150

Enz.b

(mi)

0.1

0.1

0.1

0.1

0.1

0.1

0. 1

0.1

0.1

ETpNAC

(mí)

0.000

0.005

0.015

0.025

0.050

0.075

0100

0.125

0.150

[BTpNA1

(mM)

0.000

0.007

0.022

0.037

0.073

0.110

0.146

0.183

0.220

(D.0.)

0.000

0.003

0.002

0.003

0.004

0.005

0.007

0.008

0.011

A’

(D.0.)

0.000

0.081

0.227

0.382

0.673

1.005

1.493

2.003

2.326

(DO.)

0.000

0.079

0.225

0.379

0.669

1.000

1.486

1.995

2.315

TampónTris/HC)pH=&0, 0.1 M

Disolucióndeenáma(1.0mgE’ml,).
DisolucióndeBTpNA(4.39mAl).

Absorbanciaa 410nmdebidaal tampón,a la acetona,yal sustrato,antesdetenerlugarsuhidrólisis.

Absorbaciaa 410 ¡mi debidaa p-nitroanilina liberada tras la hidrólisis enzínrlticadel sustrato.

2.40

1.80

0.05 0.10 0.15

IBTpNAI (mM)

Figura 19.- Recta de calibrado para determinar el coeficientede extinción molar delBTpNA.
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De esta forma se produceel fenómenoconocido como explosión (burst”), ya

comentadoen la (Sección1.1.3.3), fenómenoque sucedecuandoun intermediounido a la

enzima se acumula en el transcurso de la reacción. Así, el primer mol de sustratoreacciona

rapidamentecon la enzima para formar cantidadesestequiométricasdel intermediounidoa la

enzima y del producto, y posteriormenteel siguientepasoesmás lento, puesdependede la

rupturadel intermedioparaliberarel catalizador.

Sí k1 ‘es muchomayorquek 2 la formacióndel intermedioES’esfacilmentemedible

y con lo cual tambiénessencilloconocerla concentración(molaridad)de centrosactivosde

la soluciónenzimática.

De esta forma con sustratostalescomoel acetatode p-nitrofenilo (67), N-trans-

cinamnoil-imidazol(73) o la saltona(74), esposiblemedirdeestaformael númerodecentros

activospresentesen la preparación enzimática.

Segúnestoempleando,la siguienteexpresiónextraídade la bibliografía(74) podemos

obtenerla concentracióndecentrosactivosde la disolución

ME~(21) [6]

M~= Molaridaddecentrosactivos

A1= Absorbanciadebidaa la enzimaen (D.O.)

A2= Absorbanciadebidaa la enzimay al complejoenzima-sustratoen (D.O.)

e~= Coeficientede extinción molar del complejoenzimasustrato,quea esalongitud

de ondapresentaun valor de 8564 M
1 cnt’ (74).

La proporciónde centrosactivosdel preparadocomercialcon respectoa la masatota]

de sólido, utilizado en la presenteMemoria,calculadapor estemétodoy contrastadacon los

valoresobtenidosen otrosensayos,empleandoN-trans-cinamoil-imidazol(73) y acetatode

p-nitrofenilo (71) comosustratos,resultéser (59 ±4)%.
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2) Enzima inmovilizada

Los ensayosde estabilidadde la enzimainmovilizada se llevaron a cabo con los

distintosderivadosincubándolosen estadosólido, en condicionesde almacenamientoa una

temperaturade 2 0C. Se fueron tomandocantidadesalícuotasde 10 mg del derivadoC6-CT

cadacierto tiempopararealizarel ensayoestándarde actividadhidrolftica conGpNA (229),

(descritoenel apanadode caracterizaciónde los derivadosinmovilizados(Sección111.3.3)).

En lugarde emplearBTpNA, cuya hidrólisis es muy rápida,lo queproporcionaríaun gran

erroren la medidade absorbanciaal tenerque filtrar el resultadode la reacción,tratandocon

derivadosinsolubles, esmás conveniente emplear como sustrato GpNA, ya que su hidrólisis

esmuchomáslenta (229).

Al trabajarcon estetipo dederivadosinsolubles,la reaccióndirectaen la cubetadel

espectrofotómetroes muy complejasiendonecesarioun sistemade agitacióndentrode la

mismacubeta,apareciendoentoncesel fenómenode “scatering”, debidoa las variacionesde

absorbanciacausadaspor la agitacióndel derivadoinsoluble.

B) En condicionesde síntesis

1) Enzimalibre

Se realizaron vanosensayosde estabilidad en condicionesgeneralesde síntesis

(Sección111.5) paraestudiarla influenciadel medio orgánico y de la temperaturaen una

hipotéticadesnaturalizaciónde la enzimaen dichosprocesos.Paraello, seañadieron20 ml de

medio AcOEtiTris pH=9.0, 0.1 M, 97/3, (y/y) en un reactor tipo tanque agitado.

Posteriormente, se adicionaron 1.5 mg de enzima libre (0.075 mg de enzimalibre/mí),

dejando incubar la mezcla a diferentes temperaturas 25, 37 y 50 0C, durante cierto tiempo.

Transcurrido este, se incorporan al reactor 0.1334 g de tLeu-NH
2, 112 ~¿1de trietilamina, y

0.0627 g. de BTEE. Todo esto se termostatizó a 25 0(2 durante 24 h. y se tomaron muestras

del reactora diferentestiempospara analizaríaspor HPLC, comoen el procesogeneralde

síntesisdescrito anteriormente (Sección 111.5). Aunque la enzima se incubó a diferentes
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temperaturas,el ensayoestándarde síntesisde péptidosse repitió en todoslos casosa 25 0(2,

obteniéndosela velocidadinicia] de conversióna péptido,la cual nosserviráparaconstruirlas

curvas de desactivación enzimáticá, a partir del tiempo cero al cual consideraremos el 100%

de actividadcomovalor obtenidode velocidadinicial.

2) Enzimainmovilizadp

Serealizamnlos mismosensayosqueen el casode la enzimalibre, salvoqueen esta

ocasión se empleó el derivado C6-CT (1.3 mg. de derivado/ml que equivalen a 0.113 mg de

enzima/mí).

11L6.2.-ENSAYOS DE ABRASIÓN

Estosensayossellevarona cabocon el fin de comprobarsi existepartede enzimano

unidacovalentementeal soporte,o bien paraobservarsi en los procesosa los que se somete

al derivadoinmovilizadoseproducealgunaseparaciónfísica de la enzimaconrespectodel

soporte. De producirseestos fenómenos tendriamosresultadoserroneosen el proceso

estudiado.Segúnestosplanteamientossellevarona cabodostipos de ensayos:

a’P Ensayoen condicionesde síntesis

.

Se tomaron 6 reactorestipo tanqueagitado,a los quese lesaiiadió 10 ml de medio

AcOEt/Tris pH=9.0, 0.1 M97/3, (y/y), sedejaronagitando15 minutos,pasadoesetiempo,

se introdujeron 50 mgdel derivado C5-CT en tres de ellos y otros50 ¡ng del derivado C6-CT

en cadauno de los tresrestantes,manteniendoseen agitacióndurante24 h. Pasadoesetiempo

se filtró el contenido a través de una placavidrio Pyrex del n<> 4.

1) 1 ml del filtrado se utilizó para llevar a cabo el estudio de la cantidad de proteína

presenteen el mismo,utilizandoel métododel Microbiuretdescritoanterionnente(228) en

el Apartado 111.2.1.
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2) 5 ml también del filtrado se adicionaron a 15 ml del mismo medio,junto con0.0627

g de RilE (10 mM), 0.1334 g de H-L-Leu-NH2 (40 mM), y 112 gí de trietilamina, para

comprobar la existencia o no de actividad en síntesis de la enzima presente la fase liquida,

siguiendo la metodología descrita en el Apartado 111.5.

b) Ensayoen condicionesde hidrólisis

.

Para estudiar la influencia del medio acuoso en los posibles procesos de desorción de

la enzima en condiciones de hidrólisis, se operó de manera análoga al caso anterior salvo que

en estaocasiónel medioempleadofue tampónKH2PO4/K2HPO4,pH=7.8 (0.1 M) (10mí),

en ausenciade un co-disolventeorgánico.

Transcurridas24 h de incubaciónsefiltró el contenidodel reactory serealizaron:

1) El ensayode cantidadde proteínapresenteen la faselíquida, con 1 ml del filtrado,

empleandoparaello, el métododel Microbiuret (228) (Sección~i.1).

2) El ensayode actividadenzimáticatuvo lugaren condicionesde hidrólisiscon4.5

ml del filtrado y 0.5 ml de GpNA (0.015 M en DMF) durante25 minutosa 25 0(2 de

temperatura,(comosedescribeen la Sección1111.3 al hablarde la actividadde la enzima

comercial) (229).

m.6.3.- HiDRÓLISIS DE BTEE

m.6.31..- Estudio cinético del procesode hidrólisis

Sellevó acaboen lasmismascondicionesen lasquerealizaríamosposteriormentelos

procesos de síntesis empleando como medio de reacciónAcOEt/TrispH=9.0,0.1 M, 2/1,

(y/y). Como ejemplo se tomó el biocatalizador (25-a (1.3 mgde derivado/mí, equivalente

a 0.053 mg de enzima/ml)y a diferenciade los procesosde síntesisno seutilizó nucleófilo,

solamentedonadordeacilo, (BTEE), cuyaconcentraciónse fueaumentandodesde5 hasta90
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mM.

El avancede la reacciónseanalizóporHPLC de la mismaformaque sedescribepara

los procesosde síntesisen la Sección111.5, cuantificando ahora la desaparición del sustrato

(BTEE) conel tiempo.

m.6.3.2.-Influencia de la proporción de acetato de etilo/medio acuoso

Para conocer el comportamiento de nuestros derivados en los procesos de hidrólisis en

funciónde la cantidadde aguapresenteenel medio se llevarona caboensayosde hidrólisis

empleandola mismacantidadde derivadocon unaconcentracióndedonadorde acilo 10 mM

en reactor(0.0627g) y el medio empleadofue diferenteen cadacaso,variandola relación

AcOEt/TrispH=9.0, 0.1 M, desde99/1 hasta10/90, (y/y). El progresode la reacciónse

siguiócomoen el casode los procesossintéticosporHPLC empleandotambiénel naftaleno

comopatróninterno.

111.6.4.-REACCIONES DE SÍNTESIS DE PÉPTITDOS CINÉTICAMENTE

CONTROLADAS

m.6.4.l.- Variación de la concentraciónde enzima

Con la finalidad deestudiarel comportamientoenprocesosde síntesisen el senode

disolventesorgánicosde los derivadospreparados,sobrecopolímerosde injerto primeramente

centramosnuestrointerésen detenninarel intervalode concentraciónde catalizadoren el cual

estepresentaunaactividadóptimaparala síntesisde péptidos.Así variamosla concentración

de los derivadosCL-CT y (22-a,desde0.48mg de enzima/mlhasta0.044 mg de enzima/mi,

paraun volumen total de 20 ml. El medio empleadofue AcOEt/TrispH=9.O, 0. lM, en

proporción2/1, (y/y). Como donadordeacilo seempleóBTEE (10 mM) y comonucleófilo

H-bLeu-NH.,(40 mM).

Empleandoestascondicionesllevamosa cabolas reaccionesde slntessa 250C de

temperaturasiguiendoel esquemageneraldescritoen la Sección111.5.
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111.6.4.2.-Ensayoscon diferentessustratos

Como donadoresde acild se estudiaronel ésteretílico de la N-benzoil-L-tirosina

(BTEE), el ésteretílicode la N-acetil-L.fenilalanina(APEE) y como nucleófilosL-leucinamida

(H-.L.Leu-NH2)y talaninarnida(H-t.Ala-NiH2) (en formade clorhidratopor lo quetambién

añadimos una cantidad equimolecularde trietilamina necesariapara neutralizarel HCI

procedentedel nucleófilo y no modificar el pH); la relación donadorde acilo/nucleófilo

empleada fue 1/4, (10 y 40 mMen reactor respectivamente). Estas reacciones tuvieron lugar

en el senode un sistemabifásicoformadoporAcOEt/TrispH=9.0, 0.1 M, en proporciones

2/1, (y/y) usandocomo catalizador el derivado Cl-CT (E=38.0% de injerto) (2.75 mg de

derivado/mí, 0.24 mg de enzima/mí).

Para conocer la influencia del porcentaje de injerto con respecto a la reactividad de la

enzimase realizóel mismoensayoqueen el párrafoanteriorempleandocomoderivadoC5-CT

(E=54.S% de injerto), (1.3 mg de derivado/mí,equivalentea 0.053 mg de enzima/mí)y

comomedioAcOEt/Tris pH=9.0,0.1 M, 99/1, (y/y).

Ademásde estasreaccionesse realizaronotrasempleandoel derivadoC4-CT, (1.3 mg

de derivado/mi,0.24 mg de enzima/mí)comocatalizador,RilE (10 mM) comodonadorde

acilo y comonucleófilos(40 mM): H-tLcu-NI{2, H-L.Met-NH2, H-L-Ser-NH2, H-L-Gly-

~2’ H-L-Asp-NH2, H-L-Arg-NH2. El mediofue AcOEt/TrispH=9.0, 0.1 M, 97/3, (viy).

El procesosesiguiócomosedetaliaen la Sección111.5.

111.6.4.3.-Ensayoscon diferentesdisolventes

Paraconocerel comportamientode nuestrosderivadosy de la enzimalibre frenteal

logPdeldisolvente(234), sellevaronacaboreaccionesen el senode diferentesdisolventes,

talescomo: 1,1,1-tricloroetano(logP=2.49),acetatode etilo (logP=0.73),etanol(logP= -

0.32), acetonitrilo (logP= - 0.34), 1 .4-butanodiol(logP= - 0.92), N,N-dimetilformantida

(logP= - 1.01), empleandoBTEE (10 mM) comodonadorde acilo, H-LrLeu-NH2 (40 mM)

comonucledifio y comocatalizadores:a) Cl-CT (2.75 mg de derivado/mlequivalentea 0.2.t

mg de enzima/mí)99/1, (y/y), disolventeorgánico/TrispH=9.0, 0.1 M, b) C5-CT (1.3 mg
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de derivado/mlequivalentea0.053 mg de enzima/mí)97/3, (y/y), disolventeorgánico/Tris

pH=9.0, 0.1 M, c) y la «-quimotripsina libre (0.075 mg de enzima/mI) 97/3, (y/y),

disolventeorgánico/TrispH=9.0, 0.1 M. El restode condicionesson las mismasque las

descritasen el Apartado111.5.

m.6.4.4.-Variación del porcentaje de disolvente

Es ampliamentereconocidala importanciade la cantidadde aguapresenteen el seno

de la reacciónparaconseguirunabuenarelaciónpéptido/ácido.Así, paraprofundizaren este

aspectoserealizaronexperimentoscon los derivados:CL-CT, C2-CT, C3-CT y (24-CT (0.24

mg de enzima/mí)empleandodiferentesproporcionesde medio desde99/1 hasta2/1 (y/y),

AcOEt/TrispH=9.0, 0.1 M, y con el derivadoC5-CT (0.053mg de enzima/mi)siendoen

este caso las proporciones de medio objeto de estudio;99/1, 1/1, (y/y) y tampónTris pH=9.0

0.1 M saturadoconacetatodeetilo.

En todoslos casoslos sustratosempleadosfueronRilE comodonadordeacilo y H-L-

Leu-NH2 como nucleófilo, en concentración10 y 40 mM respectivamente.El resto de

condicionescoincidieroncon lasdel apartadoanterior.

¡11.6.4.5.-Síntesisde péptidosa diferentes temperaturas

Se llevo a cabola síntesisdel dipéptido modelo Bz-LTyr-LrLeu-NTH2, empleando

BTEE (10 mM) y H-JAeu-NH2 (40 mM), como medio AcOEt/Tris pH=9.0, 0.1 M, 99/1,

(y/y). El derivadoempleadoen todas las reaccionesfue C4-CT (1.3 mg de derivado/ml

equivalentea 0.24 mg de enzima/mí),y el parámetroquese modificó en cadacasofue la

temperaturade la reacción,realizandoensayosa4, 25 y 37 0(2 analizándoselos resultados

por HPLC como en losexperimentosanteriores.
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111.6.4.6.-Variación de Ja concentraciónde donador de arijo

Se realizó segúnsedescribeen la Sección111.5, teniendoen cuentaque en estaocasión

elpartnetroque se modificó fue la concentraciónde donadorde acilo (BTEE) desde5 hasta

20 mM, manteniendoconstantelaconcentraciónde nucleófilo (H-L-Lcu-N?H2) en 40 mM. El

derivadoelegidofue C5-CT (1.3 mg de derivado/mi o lo que es lo mismo 0.053 mg de

enzima/mí)en un medio AcOEt/TrispH= 9.0, 0.1 M, 97/3 (y/y).

El progresode las reaccionesse siguió por HPLC segúnse describeen la Sección

m.s.

111.6.4.7.-Variación dela concentraciónde nncleófilo

Paraconocerla afinidad de] nucleófilo por el complejo acil-enzima a lo largo del

proceso,sellevó a cabola síntesisdel dipéptidomodeloBz-L-Tyr-L~Leu-NiH2, partiendode

BThE (10 mM) y concentracionescrecientesde nucleófiloH-L-Leu-NH2 desde5 mM hasta

50 mM, comosustratos.Comomedio seempleóAcOEt/Tris pH9.0, 0.1 M, 97/3, (y/y).

El derivadoquecatalizóestasreaccionesfue C5-CT (1.3 mg de derivado/mlequivalentea

0.053 mg deenzima/mi,en todoslos casos).

El avancede las reaccionesse siguiópor HPLC segúnsedescribeen la Secciónm.s.

REACCIONES DE SÍNTESIS DE PÉPTIDOS

TERMODINAMICAMENTE CONTROLADAS

Estosensayosserealizaxoncomolos anteriores,empleandoelderivadoC5-CT(1.3 mg

de derivado/mlequivalentea 0.053 mg de enzima/mí), el medio de reacción fue AcOEt/Tris

pH=9.0,0.1 M, y comodonadordeadíoseutilizó la N-acetil-L-tirosinaen formade ácido

(10mM), y comonucleáfiloLieucinanúdaen forma de clorhidrato (50 mM). Seaumentala

cantidadde nucleófiloparafavorecerestetipo de reacciones.
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111.6.6.- REACIONES MÚLTIPLES DE SÍNTESIS DE PÉPTIDOS Y

POSTERIOR PURIFICACIÓN DE LOS MISMOS

111.6.6.1.-Reutilización de los derivadosde a-guimotripsina inmovilizada

sobre conolimero~

La formamásprácticaparaconocersi un derivadoposeebuenaspropiedadesmecánicas

consiste en realizar ensayos de reutilización en las condicionesgeneralesde síntesis,(Sección

111.5) empleandolos derivadosCl-CT, C2-CT (0.24mg de enzima/mí)en unaproporciónde

disolventeorgánico,4/1, (y/y) AcOEt/TrispH=9.0, 0.1M, y el derivadoC4-CT (0.24 mg

de enzima/mi)utilizando como mediosde reacción;AcOEt/Tris pH=9.0, 0.1 M, y 1,1,1-

tricloroetano/TrispH=9.0,0.1 M, 99/1, (y/y). Tras un primerciclo de síntesis,se filtré a

travésde unaplacade vidrio Pyrex del n0 4 el contenidodel reactor,quedandoel péptidoy

el derivadoenlapartesuperiory pasandoa los líquidosde lavadoel restode los componentes;

el residuosólido selavacon SO ml dedisolvente3 veces,y posteriormentesevuelvea lavar

con50 ml de tampónotras3 vecescon el fin de eliminar al máximoel péptidoy disolvente

quepuedaretenerel derivado,paraquecontinúesiendoactivoen reaccionesposteriores.

La tomade muestrasy el avancede la reacciónse siguióporHPLC como se describe

en la Sección111.5.

111.6.6.2.-Síntesisconsecutivasdentro del mismo reactor

A fin de conocerla posibilidadde reutilizarel catalizadorsin necesidadde separarlo

del senode la reacciónsediseñéuna estrategiaparallevar a cabo reacciones consecutivas

dentrodel mismoreactor.Así, la primerasíntesisserealizósiguiendola metodologíageneral

desíntesis,empleandocomo medioAcOEt/TrispH=9.0, 0.1 M 97/3, (y/y) y =20 mí, una

relacióndonadordeadio(ETEE ó APEE)/nucleófxlo(H-L-Leu-NIH
2 6 H-L-Ala-N112) de 1/4,

una cantidad de derivado C4-CT de 0.0253g, (0.113 mg de enzima/mí) y 112 ¡¿1 de

trietilamina, siguiendoel progresode la reacciónpor HPLC. Una vez consumidotodo el

donadorde acilo, en esemismoreactorseadicionéla mismacantidadde donadorde adío
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empleadaen la primerasíntesis;por otrolado, denucítófilo seañadióla cuartapartequeen

la primevasíntesisparamantenerla relacióndonadordeacilo/nucleófiloen 1/4, y por lo tanto

sóloseadicionaron28 gl de trietilanxina,analizándosepor HPLC el progresode la reacción.

Esteciclo consecutivoserepitió hasta11 vecesen el casodel dipéptidoBz-LrTyr-L.Ala-N112.

ffi.6.6.3.- Purificación del néptido obtenido en las síntesisconsecutivas

El péptido obtenido de la forma descritaen el apanadoanterior es relativamente

insolubleen el acetatode etilo, estandoestedisolventecasi saturadoconun 3% de (Tris/MCI

pH=9.0, 0.1 M) (elacetatodeetilosaturadoconesetampónadmiteun(3.91+ 0.05%) (y/y)

de faseacuosa,medidopor el métodoKarl-Fisher,en un aparatoATI ORIÓN AF8).

Primeramente,seañaden50 ml de tampón (Tris/HCI pH=9.0, 0.1 M) auna ampolla

de decantaciónque contieneel crudo de la reacción.La mezclaseagita varias vecesy se

separanlas dosfases,repitiendoesteprocesodosvecesmás;de estaforma, a la faseacuosa

pasanlas salesdel ácido fruto de las reaccionessecundariasde hidrólisis, el excesode

nucleóffioqueno reaccionay el clorhidratode trietilamina. En la faseorgánicase encuentran

tantoel dipéptidocomoel derivadoinmovilizado,ambossuspendidos,másalgunastrazasde

éster(solubleen acetatode etilo) sin reaccionarque seeliminanlavandootrastresvecescon

acetatode etilo y filtrando a travésde unaplacade vidrio Pyrexdel n
0 4.

Parasepararel dipéptidodel derivadoenzimático,seañaden25 ml de DMF y se filtra

lentamente.Estaoperaciónserepiteotrasdosveces,y asíconseguimossepararel dipéptido

del derivadoenzimático,yaque esteúltimono essolubleen DMF. Paraeliminar el disolvente

la mezclase concentraa vacio a 50 0(2 con la ayudade tolueno,que forma un azeótropocon

DMF. Posteriormente,el sólido de color blanquecinose congelay se liofiliza durante48

horas.
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111.7.-ENSAYOS REALIZADOS CON DER1NADOS DE a-OUIMOTRII’SINA

INMOVILIZADA SORRE GELES DE AGAROSA

111.7.1.-HIDRÓLISIS DE BTEE

111.7.1.1.-Estudio cinético del procesode hidrólisis

Se realizaron exactamentelos mismosensayosquecon los derivadosinmovilizados

sobrecopolímerosde injerto descritosen la Sección111.6.3.1,salvoqueen estaocasiónlos

catalizadoresfueronACU2-CT y AGMl-CT (8.85 mg de derivado/mí,equivalentesa 0.076

mg de enzima/mlen reactor,enamboscasos).También,al igual queocurríaanteriormente

con el otro grupo de derivados,seempleóBTEE comosustrato,variandosuconcentración

desde5 hasta90 mM en reactor.

111.7.1.2.-Influencia de la oroporciónde medio acetatode etilo/medio

Paraconocerel comportamientode los derivadospreparadosempleandocomosoporte

gelesde agarosaen los procesosde hidrólisis, en función de la cantidaddeaguapresenteen

el medio, seemplearon0.177 g de los derivadosAGU2-CT y AGMl-CT (0.076 mg de

enzima/mI)en cadareaccióny la concentraciónde donadorde acilo empleadafue 10 mM en

reactor (0.0627 g de BTEE). En estetipo de reacciones,de hidrólisis, obviamenteno se

empleó nucícófilo y el medio usado fue diferente en cadacaso, variando la relación

AcOEt/TrispH=9.0,0.1 M desde99/1 hasta10/90 (y/y). El progresode la reacciónsesiguió

comoenel casode los procesossintéticosporHiPLC empleandotambiénel naftalenocomo

patrón interno.
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m.7.2.-REACCIONES DE SÍNTESIS DE PÉPTIDOS CINIÉTI(2AMENT¡

?

CONTROLADAS. EFECTO DE DIVERSAS VARiABLES

.

m.7.2.1.-Variación de la cantidad de enzima añadida

Paraestudiarla influenciaen el procesode síntesisde la concentraciónde catalizador

se realizaronvarios ensayoscon el derivadoAGUl-CT, en los que la cantidadde enzima

presenteen el reactorvarió desde0.48 mg deenzima/mlhasta0.044 mg de enzima/ml(desde

0.354 g hasta0.031 g de derivado),paraun volumentotal de 20 ml. El medioempleadofue

AcOEtITris pH=9.0, O.lM en proporciones2/1, (y/y). Comodonadorde acilo seempleó

BTEE (10 mM) y comonucícófiloH-L-Leu-NH2 (40 mM).

Empleandoestascondicionesse llevaron a cabolas reaccionesde síntesisa 250(2de

temperaturasiguiendoel esquemageneraldescritoen la Sección111.5.

111.7.2.2.-Ensayoscon diferentessustratos

Como donadoresde acilo se emplearonel ésteretílico de la N-benzoil-L-tirosina

(BTEE), el ésteretílico de laN-acetil-tfenilalanina(APEE) y comonucleófilosLrleucinamida

(H-L.Leu-NIQ y L~aianinamida(H-L.Ala-NIi2) en forma declorhidrato,por lo quetambién

añadimos una cantidad equimolecular de trietilamina paraneutralizarel HCI procedentedel

nucleófllo y no variar el pH. La relacióndonadorde acilo/nucleófiloempleadafue (1/4), 10

y 40 mM enreactorrespectivamente.

Los disolventesutilizados en estos experimentosfueron 1,1,1-tricloroetanoy la

metilisobutilcetonaen proporciones99/1, (y/y) disolventeorgánico/TrispH=9.0,0.1 M.

El derivadoempleadoen todos los casosfue AGUI-(2T (8.85 mg de derivado/ml

equivalentes a 0.24 mg de enzima/mí). El desarrollo del procesosigueel esquemageneral

(Sección111.5)
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m.7.2.3.-Ensayoscon aferentesdisolventes

Tambiéncomoen e] casode los derivadosobtenidoscon copolímerosde injerto el

disolventehabitualfue acetatode etilo (logP=0.73), empleando como medio acuoso tampón

(Tris/HCI pH=9.0,0.1 M), en proporcióndisolventeorgánico/tampónde 99/1, (y/y), aunque

tambiénse hanempleadopuntualmenteparaestudiarla influenciadel logP; 1,1,1-tricloroetano

(logP=2.49), metilisobutilcetona (logP=1.38), 1 ,4-butanodiol (logP= - 0.92), N,N-

dinietilfonnanúda(logP= - 1.01),(234), empleandoBTEE (10 mM) comodonadorde acilo

y H-L.Leu-NH
2 (40 mM) comonucleófilo, el derivadoutilizado fue AGUl-CT (8.85 mg de

derivado/mí,o lo que eslo mismo0.24 mg de enzima/mí)comocatalizadordel proceso.El

restodecondicionesson las mismasque las descritasen la Sección111.5.

111.7.2.4.-Variacióndel oorcentaiede disolvente

Se han llevado a cabo por un lado reaccionescon el derivado AGU1-CT empleando

diferentesconcentracionesde derivado(1.6, 3.6, 8.85 mg de derivado/mí,o lo que es lo

mismo,0.044, 0.097,0.24 mg de enzima/mi),utilizandocomomediode reacciónAcOEtJTris

pH=9.O,0.1 M en distintasproporciones99/1, 4/1, 2/1 y 1/1, (y/y); los sustratosempleados

fueron HIlE comodonadordeacilo y comonucledf;losH-L-Leu-NH2 y II-DAla-NR2 en

concentración10 mM (donadorde acilo) y 40 mM (nucleófilo).

Por otro lado, empleando los derivadosAGU2-CT y AGMl-CT (8.85 mg de

derivado/mi equivalentesa 0.076 mg de enzima/mlen todos los casos), se realizaron

experimentossimilaresen los que el medio fue AcOEt/Tris pH=9.0, 0.1 M en distintas

proporciones97/3, 1/1, (y/y) y tampónTris/HCl pH=9.0, 0.1 M saturadocon acetatode

etilo, utilizandocomosustratosBiTE (10 mM) y H-LLeu-NH2 (40 mM).

El restode condicionescoincidieroncon lasdel Apartado 111.5.

111.7.2.5.-Variación de la concentraciónde donador de acilo

Serealizósiguiendolasdirectricesde la Sección111.5 modificandoen estaocasiónla
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concentraciónde donadorde acilo (BTEE) desde5 mM hasta20 mM, manteniendoconstante

la concentraciónde nucleófilo (H-L-Leu-N112) en 40 mM. Los derivadosempleadostambién

fueronAGU2-CT y AGMl-CT (8.85 mg de derivado/mlo lo que eslo mismo0.076 mg de

enzima/mi),y como medio seutilizó AcOEt/TrispH=9.0, 0.1 M 97/3 (y/y).

111.7.2.6.-Variación de la concentraciónde nucleófilo

Comoen el casode los derivadosdea-quimotripsinainmovilizadasobrecopolímeros

de injertosevarió la concentraciónde nucleófilo (H-t-Leu-NH2) desde5 mM hasta50 mM,

manteniendo constante la concentración de donador de acilo BiTE (10 mM).

ComomedioseempleóAcOEt/TrispH=9.0,0.1 M, 97/3, (y/y). Los derivadosque

catalizaronestasreaccionesfueronAGU2-CT y AGMl-CT (8.85 mg de derivado/mí,0.076

mg de enzima/mí,en todoslos casos).

El avancede las reaccionesse siguió porHPLC segúnsedescribeen la Secciónffi.5.

111.7.3.- REACCIONES DE SINTESIS DE PÉPTIDOS

TERMODINÁMIC AMENTE CONTROLADAS

Estosensayosse realizaroncon los derivadosAGU2-CT y AGMl-CT (8.85 mg de

derivado/mi, 0.076 mg de enzima/mí), empleandocomo medio de reacción AcOEt/Tris

pH=9.0,0.1 M, 97/3, (y/y), comodonadorde acilo se utilizó la N-acetil-L-tirosina(Ac-L-

Tyr-OH) (10 mM), y comonucieófilo L-leucinamidaen forma de clorhidrato (50 mM). La

cantidadde nucleófilo esmayorquela empleadaen las reaccionesque transcurrenbajo control

cinético ya que aumentandola concentraciónde uno de los sustratosseobtienenmejores

rendimientos(235).
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111.8.-REACCIONESCON SUSTRATOSNO NATURALES

m.sa.- SÍNTESIS QUÍMICA DE LOS ÉSTERES. SUSTRATOS DE LAS

REACCIONES ENZIMÁTICAS

a) Los sustratosfueron los siguientesésteres:N-(4-clorobutanoil)-.L-triptofanatode

metilo, N-(3-indolilmetil)glicinato de etilo, (Cis 1,3) 1-metil-2,3,4,9-tetrahidro-lH-f3-

carbolina-3-carboxilatode metilo,quefueronsuministradosporel grupode la Dra. Avendaño.

b) Los ésteresetílicos racémicosde los ácidos:ác. (+)-2-fenilbutírico, ác. (±)-3-

fenilbutírico, ác. (+) tetrahidrofurano-2-carboxílico, ác. (+) tetrahidrofurano-3-carboxílico

y el ác. (-i-) 1 ,2,3,4-tetrabidroisoquinolina-3-carboxílico,fueron sintetizadossiguiendoel

siguienteprotocologeneral:

A una suspensiónde 0.6 moles del correspondienteácido en 200 ml de etanol se

adiciona, a temperaturaambiente,gota a gota y con agitación,0.12 molesde cloruro de

tionilo. La mezclaserefluyedurante12 horas;pasadoestetiempo, seconcentraa sequedad

y seanaden200 ml de cloroformosaturadoen amoniaco.Laagitaciónse mantienedurante2

horas,paraacontinuaciónfiltrar a travésde un filtro de pliegues.La concentracióna sequedad

del filtrado conducea la obtenciónde los ésteresetílicosde los ácidoscorrespondientes,que

sepurificanredisolviendoel contenidosólido resultantede la concentración, en diclorometano

(50 mí), a los queseadicionaronotros (3 X 50) ml de unasoluciónalcalinadebicarbonato

potásico(1 M), agitandocadavez convenientemente.Posteriormentese dejó reposar,para

lograr la separaciónde ambasÑsesy asídecantara continuación.A la faseorgánicaresultante

de la terceradecantación,en la cual seencuentranlos ésteres,se la sometió otra vez a la

accióndel rotavapor,paraobtenerel ésterpuroque seliofilizó, parasometerlea las pruebas

deanálisis.

c) Losésteres(R) mandelatode etilo, (~ mandelatode etilo, (R,S) mandelatode etilo,

(¡<.3) mandelatode bencioy (¡43) mandelatode isoamio,fueronsuministradospor el grupo

del Dr. Guisán.
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111.8.2.- HIDRÓLIsIS ENZIMATICA EMPLEANDO SUSTRATOS NO

CONVENCIONALES

Los dos primerosgruposde ésteresdel apanadoanteriorse intentaronhidrolizar

empleandoenzimanativay los derivadosinmovilizados,sometiéndolosadosmetodologíasde

hidrólisis diferentes:

a> Condicionesde hidrólisis similaresa las descritaspor Salvadory cols. (209) en la

hidrólisis del ésteretílico de la N-benzoil-Ltirosina,con laenzimalibre y con derivadosde

«-quimotripsinainmovilizadasobreagarosa.

Las reaccionesse llevaron a cabo a 25 0(2 en un reactor tipo tanque agitado

empleando:

- 10 ml de DMF.

- 10 ml de tampónTris/HCI pH9.0 0.1 M.

- 10 mM de sustrato.

- 5 mg de a-quimotripsinalibre.

El avancede la reacciónse siguiópor HPLC, como en el casogeneralde síntesis

(Apartado111.5).A diferenciade lo descritoen esaSecciónla muestra(200gí) fue recibida

en un vial que conteníasolamente800 b~ de acetonitrilo. La absorbanciafue leída a una

longitud de ondade 220 nm, en el casode los derivadosde los ácidosdel tetrahidrofurano,el

restode sustratos,que si poseenalgún restoaromático,se analizarona 254 nm, de forma

similar a la metodología estándar.

El porcentajede hidrólisisse calculó apartir del áreadel pico de éstera tiempocero,

(antesdeañadirla enzima),querepresentael 100% del sustrato.

b) En buscade mejoresresultadosseutilizaroncondicionesmásdrásticas,aumentando

el porcentajede aguapresenteen la reacción,empleandocomo disolventeorgánico acetato

deetilo.
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1) Enzimalibre

Las condicionesde reacciónfueron:

- 50 mM de sustrato.

- 20 ml de Tris/HCI pH==9.00.1 M saturadocon acetatode etilo (el aguapurasaturada

con acetatodeetilo admitehastaun 8% (y/y) (236).

- 5 mg de a-quimotripsinalibre.

Parael análisisdel cursode la reacciónse siguió el esquemaantenor.

Comolos resultadosmejoraronseempleóestesegundométodocon el grupode los

mandelatosy con los derivadosinmovilizadossobre copolímerosy gelesde agarosa.

2) Enzimainmoviizad~

Los ensayosse realizaronexactamenteigual que en el caso del la enzimalibre, a

diferenciadel catalizador;empleandoelderivadoCS-CT (1 .3 mg dederivado/mlequivalentes

a0.053 mg de enzima/mI)comoderivadoinmovilizadosobrecopolímerosde injerto y AGMí

(8.85mg dederivado/mlequivalentesa0.076mg de enzima/mí),comorepresentantede los

derivadosinmovilizadossobregelesde agarosa.
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