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..., una bona teoria es caracteritza per fer un gran nombre de prediccions

que en principi, podrien ser refutades o falsejades per I'observacio.

Cada vegada que s'observa que nous experiments concorden amb les seves prediccions,

la teoria sobreviu, pero si es troba tan sols una nova observacié gue en discrepi,

cal abandonar o modificar la teoria. Com a minim, aixé és el que se suposa que ha de passar,
perc sempre podeu posar en dubte la competéncia de la persona que dugué a terme I'observacio.

Karl Popper
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1. Introduccion

1.1. ENZIMOLOGIA EN MEDIOS ORGANICOS
1.1.1. Aspectos fundamentales y fenomenoldgicos

Pese al enigma que encierran los origenes de la evolucién biolégica (de ahf el
plural), si en algo hay un consenso es en el hecho de que la evolucién ha tenido lugar en
un ambiente en que el agua es el componente principal. Asi pues, dado que el agua juega
un papel central en multitud de procesos metabdlicos, no es de extrafiar que
convencionalmente casi todos los estudios en enzimologia se hayan realizado en
soluciones acuosas. Sin embargo. existen muchos procesos enzimdticos en la célula que
no tienen lugar en un entorno totalmente acuoso, y que por tanto tales ambientes no
tienen porque ser los mdas adecuados. Asi, muchas enzimas o complejos
multienzimdticos, incluyendo lipasas. esterasas, deshidrogenasas, fosfolipasas vy
citocromos, funcionan en ambientes "naturales” relativamente hidrofébicos,
generalmente en presencia de membranas o inmovilizadas en ellas (Dordick, 1991a), en
las que la actividad del agua es significativamente menor que la unidad. Ademas. desde el
punto de vista bioiecnoldgico existen numerosas ventajas para realizar las conversiones
enzimdticas en medios orgdnicos en lugar de acuosos. Algunas de estas potenciales
ventajas (Dordick, 1991b) se podrian resumir en:

- incrementar la solubilidad de sustratos apolares (bastantc comunes desde el
punto de vista industrial);

- dinigir el equilibrio termodindmico de las reacciones favoreciendo las sintesis a
las hidrélisis;

- suprimir posibles reacciones colaterales dependientes de agua;

- controlar la especificidad dc sustrato, la regioespecificidad y la
enantioselectividad;

- facilitar la recuperacién de los productos de reaccion, algo a menudo caro y
dificil debido al clevado punto de ebullicién del agua;
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- potenciar 1a termoestabilidad enzimdtica;
- la insolubilidad de las enzimas en disolventes orgdnicos, permite su
recuperacion y reutilizacidn sin necesidad de inmovilizaciones a menudo tediosas.

1.1.2. Aproximacién histdrica

Los primeros intentos por confinar fas enzimas en medios distintos al agua se
remontan a principios de siglo. Inicialmente se adicionaron disolventes organicos
miscibles (cosolventes) a las disoluciones acuosas de enzimas. En tanto que s¢
mantenian grandes proporciones de agua las enzimas seguian siendo cataliticamente
activas, aunque por lo general mucho menos que en agua. El siguiente paso en la
aproximacion a la enzimologia en medio orgénico fue el uso de mezclas bifdsicas: una
solucién acuosa de enzima es emulsificada con un disolvente inmiscible en el que se
hallan los sustratos que asi podrdn difundir hasta la fase acuosa. permitiendo la
conversién enzimdtica y la posterior difusién de los productos hacia la fase orgdnica.
Con objeto de facilitar la transferencia de masa, el volumen de agua en estos sistemas
bifasicos se redujo, con [a ayuda de detergentes, hasta llegar a formar microemulsioncs
agua-en-accite, cominmente conocidas como micelas reversas (Martinek et al.. 1986;
Luisi ef al., 1988 y Garza-Ramos et al., 1992). El siguiente paso fue el uso de
suspensiones de enzimas sélidas en disolventes predominantemente no acuosos o incluso
el empleo de disolventes orgnicos anhidros como medios de reaccién para las catdlisis
enzimdticas (Klibanov, 1986): tales disolventes, en los que sc suspende la enzima en
forma particulada, se conocen cominmente como medios orgdnicos monofdsicos
(Dordick, 1991b),

De las modalidades anteriores no resulta sorprendente que las enzimas permanezcan
activas en las tres primeras situaciones descritas. En cstas aproximaciones las moléculas
de enzima estdn localizadas esencialmente en microentornos acuosos. y por tanto, las
propicdades de las enzimas no deben diferir mucho de las que exhiben en agua, ya que la
catalisis en estos sistemas se realiza por un enzima completamente "disuelta”.

Por otro lado, sf que resultd méds asombroso que las enzimas funcionasen como
biocatalizadores al suspenderlas en disolventes organicos conteniendo una muy pequefia o
despreciable cantidad de agua, en las que la enzima cs, de hecho, insoluble y la superficie
de la proteina cs realmente accesible al disolvente. Aunque a mediados de 1os afios
sesenta Price y colaboradores demostraron inecquivocamente que la o-quimotripsina
cristalizada (Dastoli ef al., 1966) y la xantina oxidasa liofilizada (Dastoli & Price. 1967a
y b) se mostraban activas suspendidas en varios disolventes orgdnicos,
sorprendentemente. 1a investigacion en esta rama de la enzimologia en medio orgdnico
ha sufrido un periodo de latencia de casi dos décadas hasta cousolidarse firmemente cn la
actualidad.
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1.1.3. Consideraciones cinéticas y termodinamicas

1.1.3.1., Papel del agua

Desde antafio, se ha admitido que las interacciones agua-proteina juegan un papel
crucial en el plegamiento, estabilidad, y funcidn bioldgica de las proteinas. Sin
embargo, la propia presencia de agua es al mismo tiempo y en dltimo término
responsable de la mayoria de procesos (covalentes o no) implicados en la
desnaturalizacidn, segin se ha demostrado recientemente (Klibanov & Ahern, 1987).
Asi, la Figura 1.1 resume los principales mecanismos que pueden conducir a la
inactivacion de una enzima en medio acuoso (Klibanov & Ahern, 1987):

Procesos conformacionales Procesos covalentes

WMecanismos generales de inactivacién enzimatica irreversible.

Por una parte, la posibilidad ofrecida a la proteina por el medio acuoso de "respirar”
desde un punto de vista conformacional, permite eventualmenie, (y en especial al elevar
la temperatura) la formacién de estructuras incorrectas y de agregacion. Por otra, ¢l agua
tiene también un papel directo como reactivo en diversos procesos covalentes de
inactivacién. Puede entenderse por todo ello, que en un medio con bajo contenido en
agua la estabilidad de la enzima pueda verse exaltada.

Ahora bien, aunque de hecho las enzimas requieren para la catédlisis un nivel
determinado de hidratacion (Gupta, 1992), ya que su total eliminacidn podria
inactivarlas, la cuestién es en realidad cudnta agua cs imprescindible. Légicamente, la
molécula de enzima no puede "ver” mas que unas pocas capas de agua a su alrededor. Por
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tanto, si esta agua "esencial" no es eliminada de la superficie de la enzima, se podria
remplazar ¢l resto del agua del medio de reaccién por un disolvente orgénico sin un
efecto desfavorable sobre la enzima (Klibanov. 1989). Esta situacién serfa equivalente a
una enzima funcionando en medios orgdnicos casi anhidros, dado que la cantidad de agua
contenida en esta monocapa es infima. Este razonamiento, aunque simplificado, es
consistente con los datos existentes de hidratacién de proteinas anhidras (Rupley ef af.,
1983).

En los ultimos afios, ademas de esfuerzos encaminados hacia los aspectos
fundamentales de la enzimologia en medios orgdnicos monofésicos (ver por ejemplo.
Zaks & Klibanov, 1988a; Affleck er al., 1992; Burke et al., 1992; Gorman & Dordick,
1992 y Ryu & Dordick, 1992), se han desarrollado una gran variedad de aplicaciones
basadas en esta estralegia (revisadas en Dordick, 1991a'y b; Blinkovsky ef al.. 1992).

1.1.3.2. "Jaula" conformacional

Dado que la idea de que las enzimas necesitan disoluciones acuosas para funcionar,
es uno de los dogmas centrales de la bioquimica. ¢l hecho de que éstas funcionen en
ausencia casi absoluta de agua suscita la inquietanie pregunta de cdmo es esto posible.
En principio, se podria recurrir bdsicamente a dos explicaciones para la catdlisis
enzimatica en medio orgdnico. La primera es que las conformaciones de las enzimas en
medios orgdnicos sean sustancialmente diferentes a las adquiridas en agua, y que ain asi
la enzima siga siendo cataliticamente activa. La alternativa es que la conformacién de las
enzimas (cn particular la conformacidn del centro aclivo) en medios orgdnicos sea
esencialmente la misma que en agua y por tanto, mantenga intacta su actividad catalitica.
La primera explicacién. ademds de ser poco compatible con el pensamiento convencional
de 1a relacién estructura-funcidn de las proteinas (Anfinsen & Scheraga. 1975), estd en
contradiccion con algunos datos experimentales tanto de RMN de cstado sélido (Burke ef
al.. 1989 y 1992) como de cristalografia de rayos-X (Fitzpatrick er al., 1993 y 1994),
que mds bien avalan la segunda explicacion.

Esta conformacién semejantc ¢n ambos medios puede scr debida a razones
termodindmicas (que la enzima no "quiera” desplegarse en el disolventc orgdnico) o a
razones cinéticas (que la enzima sea "incapaz” de desplegarse debido a que existan
importantes barrcras cinéticas que dificulten este desplegamiento). La explicaciin
termodinamica cs facilmente descartable puesto que ¢s poco probable que el balance
delicado de todas las interacciones no covalentes que participan mantienendo la
conformacion nativa de la proteina como la favorecida termodindmicamente (Schulz &
Schirmer. 1979) sean las mismas en disolvenies tan disparcs como por ejemplo el agua,
el octano y el tetrahidrofurano (asi por cjemplo, en los dos dltimos las interacciones
hidrofébicas no existirdn micentras que las interacciones clectrostiticas y los puentes de
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hidr6geno estardn mds potenciados que en agua). Por tanto, la explicacion mas plausible
es que la enzima sea cataliticamente activa en disolvente organico porque no pueda
cambiar radicalmente su conformacién nativa en la transicién desde ¢l agua hasta los
disolventes no acuosos debido a grandes barreras cinéticas, es decir, que la enzima queda
cinéticamente “"atrapada” en una conformacién semejante a la nativa, habiéndose
encontrado recientemente significativas diferencias de flexibilidad entre proteinas en
medios acuosos y en medios orgdnicos (Hartsough & Merz, 1993).

1.1.3.3. Alteracién de parametros cinéticos

Por lo que respecta al tipo de cinéticas que describen la catalisis enzimdtica en estos
medios, como se ha podido comprobar con distintas enzimas, tanto lipasas (Zaks &
Klibanov, 1985) como proteasas (Zaks & Klibanov, 1988a), en disolventes organicos
las enzimas también muestran cinéticas de Michaelis-Menten, Los cambios mds obvios
que se producen en el entorno de una enzima por situarla en un disolvente orgnico son
un incremento de la hidrofobicidad. una disminucién de la constante dieléctrica y la
16gica disminucién del contenido en agua del medio. Estos tres cambios pueden afectar a
la catdlisis enzimdlica, tanto desde el punto de vista de la especificidad de sustrato
(Fitzpatrick & Klibanov, 1991; Wescott & Klibanov, 1993) como de la eficiencia
catalitica (Dordick. 1991b; Blinkovsky er al., 1992), inicialmente dependiente de la
capacidad de la enzima para utilizar la energia libre de uni6n a los sustratos. Estas
energias de unién reflejan las diferencias entre las energias de unién de las interacciones
enzima-sustrato y disolvente-sustrato (Fersht, 1985).

Los parametros cinéticos que describen la funcién enzimdtica. tales como la
constante de unidn al sustrato, K. la constanie de Michaelis, K. y el nimero de
recambio, k.q; 0 la velocidad médxima de la rcaccién Vg 4r. dependerdn
considerablemente del medio de reaccidn. Debe esperarse, pues. que la sustitucion del
agua por un disolvente orgdnico pueda conducir a profundos cambios en las cinéticas
observadas, tanto por alteracién de la especificidad de sustrato en el disolvente organico,
como por la rigidez que muestra la enzima en estos medios. De hecho. s¢ ha demostrado
que éste es el caso (Zaks & Klibanov, 1986) con enzimas como quimolripsina,
subtilisina y carboxilestcrasa, que presentan un ceniro activo de cardcter hidrofdbico.
Asi, en disolucion acuosa, los derivados de aminodcidos apolares (por ejemplo ésteres de
fenilalanina y tirosina) tienen favorecido el reparto desde el medio de reaccién hacia el
centro activo de la enzima, lo que causa un incremento en la eficiencia catalitica de la
enzima con respecto a los derivados de aminodcidos mds polares (como por ejemplo
serina). Por el contrario. en octano la situacidn llega a invertirse y el reparto s¢ favorece
para los derivados de aminodcidos polares. A modo de ejemplo. mientras N-Ac-L-Phe-
OMe es hasta cuatro 6rdenes de magnitud mds reactivo que N-Ac-L-Ser-OMe en una
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reaccién hidrolitica en medio acuoso. el derivado de Ser es casi veinte veces més reactivo
que el de Phe cn una reaccién modelo de transesterificacion en octano.

1.2, ENZIMAS ESTUDIADAS
1.2.1. Fosfolipasas A2 (PLA2)

En este contexto, lipasas (y proteasas) se han convertido en las enzimas més
utilizadas tanto en estudios basicos como aplicados en medios no acuosos, lo gue
paraddjicamente contrasta con los pobres conocimicentos que se tienen de las
fosfolipasas, particularmente en medios organicos monofésicos. De hecho. la mayoria de
estos estudios se ha realizado con fosfolipasas D de distintas fuentes en medios bifisicos
0 en micclas reversas, y s¢ han orientado principalmente a la sintesis o conversién de
fosfolipidos (Juneja es cﬂ., 1989; Testet-Lamant et al., 1992).

Esta falta de informacién es atin mds notoria en el caso dc las fosfolipasas A,
(PLA2) (fosfatidilcolina 2-acilhidrolasas, EC 3.1.1.4). Las PLA2s fueron las primeras
fosfolipasas identificadas; ya en 1877 Bokay observé que existia un componente en ¢l
jugo pancredtico capaz de degradar fosfatidilcolina, este componente es 1o que ahora
conocemos como fosfolipasa A, pancredtica.

Figura 1.2. Mecanismo de catilisis de la PLA2, que implica el consumo de agua para la
hidrélisis del enlace éster situado en la posicién 2-sn de un foslolipido de
membrana. R representa la cabeza polar del fosfolipido.
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Las PLA2s son una familia de enzimas dependientes de Ca?*, altamente
conservadas, que catalizan la hidrolisis estereoespecifica del enlace 2-sn-éster de acilo de
los 3-sn-fosfoglicéridos (Figura 1.2) y estdn implicadas en un gran nimero de procesos
metabdlicos y reguladores fisioldgicamente relevantes (Waite, 1987; Jain & Berg, 1989;
Glaser er al., 1993; Exton, 1994).

El mecanismo general de catdlisis de 1a PLA2 se ha estudiado con detalle y consiste
en un sistema de desplazamiento de protén que emplea una molécula de agua como
nucledfilo para atacar el enlace éster antes mencionado (Verheij er al., 1981).
Contrariamente a lo que ocurre usualmente en ¢l caso de las esterasas, este mecanismo
no implica la accion de una serina, sino que en este caso, un par Asp-His elimina un
protdn de una molécula de agua unida, generando un grupo hidroxilo que actuard como
nucledfilo (Figura 1.3). El i6n Ca2*, parte esencial de este mecanismo de catalisis
propuesto, interacciona con los grupos fosfato y carbonilo del éster permitiendo la
hidrélisis al mismo tiempo que el 4cido graso formado se une al carboxilo de otro Asp
hasta que difunde del centro activo. Durante la catdlisis todos estos componentes se
encuentran ocultos en el interior de la enzima donde quedan exentos de formar puentes de
hidrégeno con el disolvente (Scott ef af., 1990).

Figura 1.3. Complcjo catalitico del estado de transicién de una PLA2 de secrecién (de
veneno de Naja naja) propuesto en base a los estudios de cristalografia de rayos-
X de la enzima unida a un inhibidor. El ién Ca* es una parte esencial del
mecanismo de catélisis. R representa la cabeza polar de los fosfolipidos, y Ry y
R, sus 4dcidos grasos. '
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En particular las PLA2s extracelulares o de secrecion son (a diferencia de de las
intracelulares) proteinas relativamente pequefias (ca. 14 kDa), altamente estables debido
al gran niimero de puentes disulfuro que presenta su estructura, y que en el caso de las
enzimas pancredticas se sintetizan como zimdgenos que son activados por eliminacion
triptica de un heptapéptido. Ambos, tanto el zimégeno como la enzima procesada pueden
hidrolizar fosfolipidos monoméricos, ahora bien, la eliminacién del heptapéptido
indicado expone los sitios de unién hidroiobicos necesarios para permitir ia interaccién
de la enzima con agregados lipidicos (monocapas, bicapas o micelas).

Existen claras evidencias para diferenciar el centro catalitico de la enzima del sitio
de unién a lipidos, asi se ha demostrado por modificacién quimica de la enzima procesada
que el bloqueo de la His catalitica no evita la union a los sustratos. En este sentido, la
presencia de sitios de unién y cataliticos distintos podria justificar el que tanto el
zimégeno como la enzima procesada tengan actividad sobre los monémeros mientras que
s6lo esta (ltima pueda unirse a y actuar sobre interfases. La conversion de zimégeno en
enzima procesada originard, pues, un cambio conformacional que no sélo consiste en
exponer residuos mds hidrofdbicos sino que debe alinear el centro activo con la interfase.
Con ello 1a actividad hacia fosfolipidos organizados {(micelas, monocapas o bicapas) se
ve potenciada considerablemente, 1o que en parte puede justificarse por el gran
incremento (unas mil veces) de concentracion de sustrato efectivo que se origina en las
interfases. Este fendmeno es cominmente conocido como activacion interfacial
(Sarda & Desnuelle, 1958) y desde hace tiempo se han canalizado muchos esfuerzos
hacia la comprensién de las bases moleculares de este efecto (Verheij ef al., 1981; Jain
& Berg, 1989). Una posibilidad es que la enzima presente distintas conformaciones en
presencia de fosfolipidos agregados o en su ausencia: modelo del cambio conformacional
(Peters er al., 1992). Y otra posibilidad distinta, aunque no excluyente, es que la
orientacién restringida de los fosfolipidos cuando se hallan organizados en agregados
lipidicos sea mds favorable para la hidrdlisis: modelo del sustrato (Barlow ef al., 1988).

Esta activacién que muestra la PLA2 en presencia de agregados de fosfolipidos
puede presentar un periodo de latencia fuertemente dependiente de la naturaleza
fisicoquimica y del estado fisico de los sustratos fosfolipidicos. Por decirlo de alguna
forma. la "calidad" de la interfase se ha revelado como uno de los factores determinantes
de la actividad fosfolipasa A, (Thuren e al., 1987). Asi, la enzima hidroliza
instantancamente los sustratos fosfolipidicos cuando se le presentan en forma de micelas
mixtas (con detergentes) o como vesiculas pequefias unilamelares (SUV). En el caso
concreto de vesiculas grandes unilamelares o multilamelares. que poseen un radio de
curvatura grande, aparece una fase de latencia de duracién variable (dependicndo entre
otros factores del grado de empaquetamiento de los sustratos en la interfase), seguida de
un brusco incremento en la actividad enzimdtica. Ademads, se ha deducido la sccuencia
temporal de sucesos para la PLA2 de Agkistrodon piscivorus piscivorus a partir de
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cambios en la fluorescencia de la enzima, de la velocidad de hidrélisis de los sustratos y
de los espectros de emisién de sondas fluorescentes de las estructuras lipidicas (Bell &
Biltonen, 1989). Se ha sugerido que 1o primero que tiene lugar es la unién de la enzima
a la superficie lipidica seguida de una lenta hidrélisis hasta alcanzar una fraccion molar
critica de productos de reaccion (acido graso y lisofosfolipido). En este momento, se
produce un cambio relevante en ia estructura del lipido que genera un cambio en la

estructura de la proteina. Siendo estos seguidos estos sucesos por una rdapida hidrolisis.

1.2.2. Lipasas

Del gran espectro de enzimas en Jos que se ha demostrado una actividad en medios
orgdnicos en los iltimos afios, destacan en gran medida las lipasas (triacilglicerol
hidrolasas, EC 3.1.1.3).

Las lipasas son enzimas, pertenecientes a la familia de las o/B hidrolasas (Ollis et
al., 1992), encargadas de descomponer triacilglicéridos en di- y mono-glicéridos, glicerol
y 4cidos grasos. Para ello, el enlace éster que une el dcido graso al glicerol es susceptible
de hidrélisis por un ataque nucleofilico de una scrina activada. Estas enzimas se
encuentran abundantemente en la naturaleza y presentan una gran varicdad de tamafios,
especificidades y propiedades cataliticas. Caracteristicamente son también inactivas o
muy poco activas frente a sustratos monoméricos en medio acuoso. Sin embargo, la
presencia de micelas lipidicas (sus sustratos naturales son insolubles en agua) que
generan interfases lipido/agua las activa de una forma cinéticamente similar a la
activacion que presenta PLA2. aunque con una base estructural completamente diferente.

Asi, en el caso de las lipasas las bases estructurales que determinan su mecanismo
catalitico son: (i) Aunque aparcnlemente no relacionado con su secuencia, estas enzimas
muestran un nicleo central formado por cinco hojas B paralelas. (i) La serina catalitica
es parte de una triada cquivalente a la que prescntan las serin proteasas. (iii) Esta serina
catalitica tiende a estar situada exactamente en ¢l mismo sitio en la estructura de la hoja
B central. (iv) El residuo de dcido carboxilico de la triada catalitica es variable por lo que
respecta a su posicion, pudiéndo ser dcido aspartico o dcido glutdmico. (v) Finalmente,
el centro activo de las lipasas estd protegido del entorno exterior inmediato por lazos y/o
hélices que a modo de solapas son desplazadas en el proceso de activacién interfacial,

Por lo que respecta a la secuencia de aminodcidos de las lipasas la principal
diferencia radica en su longitud ya que. por ejemplo la lipasa pancredtica humana (HPL)
contienc 449 aminodcidos mientras que la enzima fingica de Rhizomucor miehei (RmL)
contiene sélo 269 residuos. Esto hace que virtualmenic no existan identidades o
similitudes en csta familia, apartc de lo que concierne al entorno inmediato del centro
catalitico, donde si aparece el motivo comidn Gly-X-Ser-X-Gly, sicndo X un residuo
variable. También cstd conservado el inusual dngulo positivo (ca. 60°) de la scrina
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catalitica. la cual adopla una conformacién generalmente propia de residuos de glicina, lo
que se debe a que estd situada en la unién entre una hoja B y una hélice c.
Curiosamente. la secuencia consenso de este pentapéptido también se encuentra en las
serin proteasas, con la tinica excepcién de que la tiltima glicina se reemplaza por alanina
en algunos casos. ’

En contraste con esta diversidad por lo que respecta a la estructura primaria, cabe
sefalar que las lipasas poseen estructuras secundarias y terciarias mucho mds
conservadas. formadas por el anteriormente mencionado nicleo central y un lazo
superficial (solapa) que restringe ¢l acceso de los sustratos al centro activo (Dodson et
al., 1992).

1.3. ENZIMAS LIPOLITICAS EN DISOLVENTES ORGANICOS

1.3.1.  Por qué estudiar la actividad PLA2 en medios orginicos?

El estudio de las propiedades de PLA2 en medios no acuosos monofasicos parece
interesante en base a las siguientes consideraciones. (i) Las PLA2s, al igual que otras
fosfolipasas, son enzimas asociadas a interfases lipido/agua. y que funcionan por tanto
cn ambientes nalurales relativamente hidrofébicos. més que en entornos totalmente
acuosos. Ademds. la naturaleza anfifilica y relativamente voluminosa de los sustratos
fosfolipidicos incentivan su estudio en medios orgdnicos. (ii) Por otro lado. nunca se ha
intentado comprender las causas de la aparente reticencia de las PLA2s (al contrario de lo
que ocurre con las lipasas) a catalizar reacciones de acilacion, incluso en medios anhidros
(Pernas er al., 1990). Y (iii), dado que los sustratos naturales de PLA2 se hallan
dificilmente presentes como monémeros en fase acuosa (Jain, 1988) -debido a que el
efecto hidrofébico en dichos anfifilos promueve la formacién de agregados tales como
vesiculas, micelas o emulsiones- presentando una concentracién micelar critica (cmc)
muy baja, tipicamentc inferior a 100 pM. los estudios de actividad hidrolitica o de
especificidad de fa enzima hacia sustratos dispersos monomolecularmente se han tenido
que realizar con foslolipidos de cadena corta o con andlogos de fosfolipidos (Verheij ef
al., 1981; van Oort ef al., 1985a y b: Jain & Berg. 1989; Bhat et a/.. 1993a). Desde este
punto de vista, la aproximacion de la enzimologia no acuosa puede permitir investigar cl
comportamicnto de PLA?2 frente a los sustratos fosfolipidicos monodispersos incluso de
cadena larga, conformacionalmente menos restringidos que en agua. Ademads, en los
medios no acuosos debe de estar facilitada la difusion de los productos de reaccién
(hidrofGbicos) desde ¢l centro catalitico de la enzima al exterior de modo similar a lo que
ocurre cuando la enzima estd unida a una interfase agregado lipido/agua, uno de los
factores propucstos para explicar Ia activacion interfacial de las PLA2s (Waite, 1985).
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1.3.2. Lipasas en medios organicos

Aunque las lipasas de triglicéridos, al contrario que las fosfolipasas. han sido
utilizadas con profusién -no en vano constituyen la cuarta parte del total de las
biotransformaciones industriales (Faber & Franssen, 1993)- y su comportamiento en
medios orgdnicos investigado mds a fondo, conviene simplementc resumir la
justificacién de su estudio en medios no acuosos: (i) Son, como las fosfolipasas,
enzimas- asociadas a interfases lipido/agua, y que por tanto también funcionan en
ambientes relativamente hidrofébicos. Ademds sus sustratos naturales los 3-sn-
triacilglicéridos también son relativamente insolubles en agua lo que incentiva este
estudio en medio orgdnico. (ii) Para su utilizacién con fines sintéticos, donde el agua
deja de ser sustrato de la reaccidn, es absolutamente necesario reducir la concentracién de
agua en el medio de reaccion para lo que resulta muy conveniente su dispersion en
disolventes orgédnicos cuasi-anhidros. (iii) Las lipasas no requicren cofactor alguno en su
catilisis lo que en principio es una ventaja en cuanto a la simplicidad del mecanismo
catalitico.

1.4. ACTIVACION DE ENZIMAS EN DISOLVENTES ORGANICOS

Aumentar la actividad enzimdtica en disolventes orgdnicos monofasicos sigue
siendo uno de los principales desaffos de la enzimologia no acuosa. De entre las
estrategias exploradas para la consecucién de esta meta cabe destacar la optimizacién de
la naturaleza del disolvente y del contenido de agua (Zaks & Klibanov. 1985, 1988a y b;
Ryu & Dordick, 1992), 1a modificacion quimica (Inada er a/., 1986). la inmovilizacién
sobre soportes (Adlercreulz, 1991) y la ingenieria de protcinas (Amold, 1993a y b).

Ademds de las ventajas inherentes expuestas con anterioridad, el hecho de que las
enzimas sean insolubles en la mayoria de los disolventes organicos y formen
suspensiones parliculadas elimina la flexibilidad conformacional, lo cual las preserva de
adquirir conformaciones en disolvente orgdnico distintas a la acuosa, en otras palabras,
en el polvo liofilizado de la enzima estd "congelada” la conformacién adquirida por la
proieina en el tampdn de liofilizacién. Este fendmeno de mantenimiento de la
conformacién no sélo concicme a la estructura secundaria y (erciaria sino que también
implica el mantenimiento. durante la liofilizacion y su posterior uso en disolvente
orgdnico, del estado de ionizacion que los grupos ionogénicos de las enzimas adquiercn al
pH de Ia disolucién acuosa de la que se liofilizaron: este fendmeno se conoce como
"memoria” de pH (Zaks & Klibanov, 1988a) y ha sido dmpliamente demostrado.

Esta drastica reduccién de flexibilidad conformacional de una enzima en un entorno
no acuoso, se ha comprobado que se traduce en una disminucién acusada de su velocidad
de termoinactivacion irreversible (Klibanov & Ahern. 1987). A ello contribuye también
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la minimizacion de rcacciones indeseables de Jas que el agua cs dircctamente responsable
(ver Figura 1.1). De hecho, sc ha demostrado que las enzimas tienen una gran estabilidad
térmica pudiendo mostrarse. en algunos casos. activas durante horas a 100°C en medios
orgdnicos anhidros (Zaks & Klivanov, 1984), micntras que como es sabido, se inactivan
rapidamente incluso con temperaturas mds bajas en agua.

Debido a la propia insolubilidad de las proteinas en casi todos los disolventes
orginicos, durante muchos afios no se han podido dar pruebas fisicas de la no
desnaturalizacion de las cnzimas suspendidas en medios no acuosos, pero
recientemente se ha podido demostrar la integridad estructural de una enzima en
disolvente orgénico por resonancia magnética nuclear de estado sélido (Burke et al., 1989
y 1992), y mas recientemente todavia se ha comprobado por cristalografia de rayos X que
la estructura tridimensional de una proteasa en disolvente organico es indistinguible de la
adoptada en agua (Fitzpatrick er al., 1993 y 1994).

En particular, una faceta importante en la explotaciéon de esta flexibilidad
conformacional dristicamente reducida de una proteina en un disolvente organico sc ha
matcrializado recientemente en el fenémeno de "memoria” inducida por ligando (Russell
& Klibanov, 1988; Braco er al.. 1990; S1dhl ¢r al.. 1991; Dabulis & Klibanov, 1992),
consistente en la induccidn de un cambio conformacional sobre una protcina por una
molécula molde mediante el pretratamiento de la proteina con determinados ligandos en
el medio acuoso previo a la liofilizacién. De interés entre las estrategias para la
activacién de enzimas en los medios no acuosos que nos ocupan, esta via alternativa,
denominada comunmentec impresién molecular o bioimpresién molecular, se ha
aplicado con éxito recientemente para incrementar las actividades cataliticas (asi como
cambiar la selectividad y estabilidad) de enzimas en disolventes organicos. Este
fendmeno. basado en la reduccion drdstica dc flexibilidad que sufren las proteinas en
disolventes anhidros. consiste en la prictica en incubar las protcinas (u otras
macromoléculas) en disolucién acuosa en presencia de un ligando o molécula molde
apropiado. Posteriormente. y después de 1a congelacién y secado de las mucstras, éstas se
lavan con objeto de eliminar ¢l ligando y se ensayan o utilizan en condiciones anhidras
(Figura 1.4).
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proteina
impresa

Figura 1.4. Esquema resumido del protocolo de impresién molecular de proteinas.

Conviene no confundir el fenémeno de 1a impresion molecuiar de proteinas con la
prometedora impresién molecular de polimeros (Mosbach, 1994), también desarrollada
en los dltimos afios. Dicha estrategia, aunque conceptualmente similar a la impresion de
proteinas, se basa en la polimerizaciéon de una disolucién de monomeros y
entrecruzadores en presencia de una molécula impresora, de modo que ftras la

polimerizacién y "lavado” (cxtraccién) del molde con pases sucesivos de un disolvente

apropiado. se consigue disponer de un polimero "impreso" con cavidades
complementarias en geometria y funcionalidad a grupos de la molécula impresora, es
decir, se genera un bioadsorbente especifico capaz de unir selectivamente el molde de
entre un conjunto de moléculas. Esla estrategia ha suscilado gran interés y, de hecho, los




INTRODUCCION 14

polimeros impresos se han propuesto para separaciones cromatogrificas -incluidas

" separaciones quirales- (Andersson ef al.. 1990), como una alternativa a los anticuerpos
monoclonales en radioinmunoensayos (Vlatakis ef al.. 1993)) o en la fabricacién de
biosensores de nueva generacién (Mosbach, 1994).

En ¢l caso de proteinas. concretamente en los estudios iniciales se encontré que la
liofilizacidn de la serin proteasa subtilisina Carlsberg desde una disolucién acuosa que
contaviese un inhibidor competitivo del centro activo, seguida de la eliminacién de éste
en medio orgdnico anhidro, proporcionaba una enzima que era hasta cien veces mds
activa en disolvenies anhidros que 1a misma enzima liofilizada en ausencia de tales
ligandos (Russell & Klibanov, 1988). Este fendmeno fue posteriormente extendido a la
serin proteasa o.-quimotripsina (Stahl ef a/., 1991) e incluso a otras protcinas no
enzimdticas (Braco et al., 1990). En todos los casos las conformaciones impresas
desaparecen a partir de un cierto umbral de flexibilidad enzimatica inducida por
hidratacién, posiblemente porque el agua actiie como "lubricante molecular” induciendo
la pérdida de la estructura adquirida por la prolteina (Poole & Finney, 1983; Guinn et al.,
1990},

Aunque los resultados preliminares fueron altamente esperanzadores en términos de
potenciar las actividades e incluso de alterar la estereoselectividad (Stdhl et al., 1990),
esta estralcgia ha sido aplicada a unas pocas proteasas usando derivados de aminodcidos
como moldes, sin caracterizarse la naturaleza de los presumibles cambios
conformacionales inducidos.

1.4.1. Activacion de enzimas lipoliticas por impresion molecular

Bajo este punto de vista, parece atractivo intentar aplicar la estrategia de la
impresion molecular a las enzimas lipoliticas con ¢l objctivo de incrementar su eficacia
catalitica en medios orgdnicos. A continuacién s¢ exponen, con cierto delalle, los
motivos estructurales para la aplicacion. tanto en el caso de fosfolipasas A, como de
lipasas dc triglicéridos. de lo que hemos acufiado como impresion molecular de
enzimas lipoliticas basada en activacion interfacial (IMAT).

1.4.1.1. Razones estructurales para la activacién de PLA2

En este sentido en ¢l caso de la PLA2. sc han propuesto modclos altcrnativos (y
probablemente no mutuamente excluyentes) que implican al sustrato y a la
conformacidn de la enzima para justificar esta activacion interfacial (Pcters et al.. 1992).

Los datos cristalogrdficos derivados de varios complejos PLA2-inhibidor
monomérico (White e al.. 1990: Scott er al.. 1990; Thunnissen e al., 1990) parecen
sugerir que la activacién no implica grandes cambios conformacionales. sino mds bicn
es el resultado de la orientacidn favorccida que adquicren los sustratos cuando estdn
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agregados, lo que permite el desplazamiento de una molécula de fosfolipido desde la
interfase lipido/agua hasta unirse al sitio catalitico de la enzima pasando a través de un
canal hidrofébico (Figura 1.5a).

Canal hidrofobico
Canal hidrofébico

7, Superficie interfacial /

Bicapa lipidica

Figura 1.5. Diagramas de (a). una fosfolipasa A,, y (b} una lipasa, unidas a sustratos

organizados en interfases. FL, fosfolipido: TG, triacilglicérido. (adaptadas de
Blow, 1991).

Sin embargo, estudios recientes de espectroscopia de infrarrojos por transformada de
Fourier (FTIR) (Kennedy ef al., 1990) y especialmente datos de resonancia magnética
nuciear (NMR) (Peters ef al., 1992) muestran que en la unién de una PLA?2 pancredtica a
micelas que contienen un inhibidor andlogo del sustraio se producen cambios
conformacionales locales de relevancia, que implican entre otros, al segmento amino
terminal (el cual adopta una conformacidn de hélice rigida en lugar de 1a mds fiexible que
presenta cuando se halla libre en disolucion) y a la maquinaria del sitio catalitico (donde
se establece una red catalitica mds ajustada y por tanto mas competente) (Figura 1.6).
Interesantemente, a este respecto, se ha comprobado que una PLA?2 de sccrecién (Scott ef
al., 1991) presenta un ensanchamiento de su canal hidrofébico (gracias al movimiento
del segmento N-terminal) al unirse a un andlogo del estado de transicion. mientras qgue ¢n
la forma libre dc la enzima el canal parece bloqueado (o al mcnos con cl acceso
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restringido). Teniendo todo esto en cuenta, se puede pensar razonablemente que el
proceso de activacién interfacial de la PLA2 implique algunos cambios conformacionales
locales que alivien las restricciones de acceso del sustrato, lo que se traduciria en una
clara implicacién del modelo del cambio conformacional al proceso global de activacién
interfacial.

A B
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Figura 1.6. Visién esquemaitica de los cambios estructurales sufridos por la ppPLA2. A.
Conformacién de la enzima en solucién. Nétese que el extremo N-terminat no es
helicoidal, y ademds, la red interna de puentes de hidrégeno no estd completa.
B. Conformacién adoptada al unirse a una micela. Se produce un reordenamiento
en la regién N-terminal: las cadenas laterales del triptéfano 3 y la alanina 1
interaccionan con la micela. La red interna de puentes de hidrégeno es
incompleta. C. Conformacién al unirse a una micela que conticne un inhibidor
del centro activo. El extremo N-terminal adquiere una conformacién helicoidal,
y la red interna de puentes de hidrégeno est totalmente formada. (Adaptado de
Peters et al., 1992).

1.4.1.2. Razones estructurales para la activacion de lipasas

En este contexto, las lipasas constituyen a priori un buen banco de prucbas debido
a que como se ha expuesto anleriormente, en su mecanismo de catdlisis también tiene
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lugar el proceso de activacién interfacial en el que ademds se encuentra claramente
implicada la solapa que restringe el acceso al centro catalitico.

Las razones estructurales que explican la activacion interfacial de las lipasas han
sido objeto de estudio exahustivo en los dltimos anos. Asi. al igual quc lo que ocurria
en el caso de la PLA2 los sustratos de las lipasas {ambién adquieren una orientacién
favorecida cuando estdn agregados, permitiéndose el desplazamiento de la molécula de
triglicérido desde la interfase lipido/agua hasta el sitio catalilico de Ja enzima (Figura
1.5b). Ademis, la cristalografia de rayos X ha proporcionado abundantes pruebas de que
diferentes lipasas caracterizadas de distintas fuentes (tanto de origen microbiano como de
mamiferos) presentan cambios conformacionales apreciables cuando se comparan las
estructuras de las enzimas libres y de los complejos enzima-inhibidor o enzima-sustratos
agregados (Lawson ef al., 1992; Smith ef al., 1992; Cambillau & van Tilbeurgh, 1993;
Derewenda & Sharp, 1993). Mientras en la forma libre de las lipasas el centro catalitico
esta cubierto por una solapa helicoidal, en los complejos enzima-inhibidor esta solapa se
desplaza exponiendo al medio la maquinaria catalitica y creando un ambiente apolar
alrededor del cenfro catalitico que estabiliza el contacto entre la enzima y la superficie del
lipido (Figura 1.7), y lo que es ain mds interesante, aumentando en gran medida la
accesibilidad de los sustratos al centro catalitico.

TG

edujos

lipasa

Figura 1.7. Diagrama esquemdtico en el que se muestran los cambios electrostdticos
asociados a la activacién de una lipasa. Las superficies hidrofilicas se muestran
en negro. las superficies hidrofébicas como punteado fino, y el centro activo
aparece rayado. En la enzima inacliva (a) hay poca superficie hidrofébica
expuesta al entorno. Sin embargo, cuando la enzima se enfrenta a una micela
lipidica (b), se activa: la solapa se retira exponiendo una zona hidrofébica
anteriormente oculta a las moléculas de agua y que ahora interacciona
favorablemente con la superficie apolar al misme tiempo que ¢l centro activo
queda expuesto a los triglicéridos (TG) haciéndose posible la lipolisis.
(Adaptado de Dodson et al., 1992).
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Ademdas, concomitante a este movimiento de la solapa se produce un
reordenamiento de los residuos de aminodcidos que forman parte de la maquinaria
catalitica (que pasa a ser mds competente) y se crea un "agujero” oxianiénico
(Brzozowski et al., 1991; Derewenda e al., 1992; van Tilbeurgh er al., 1993).

En suma, a la vista del conocimiento estructural disponible actualmente y de los
cambios conformacionales mencionados, la aplicacion racional de la estrategia de la
impresién molecular que se propone tanto en el caso de fosfolipasa A, como de lipasas
consistird en intentar "atrapar" (congelando) las enzimas en una conformacién
presumiblemente activada por estar unidas a o incluso actuando sobre una interfase
anfifilo/agua, y ensayarlas (después de la eliminacién de los anfifilos por sucesivos
lavados con disolventes orgdnicos anhidros) en medios no acuosos para preservar la
conformacién impresa.
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1.5. OBJETIVOS

El objetivo de este trabajo es doble, por una parte trata de suplir las claras
deficiencias en el conocimiento bésico del comportamiento de PLA2s (a diferencia de lo
que ocurre con las lipasas) en medios no acuosos, y en una segunda etapa infenta
desarrollar una estrategia racional para incrementar la actividad catalitica de enzimas
lipoliticas en general (tanto fosfolipasas como lipasas), analizando sistemdticamente las
bases del método y las variables de las que depende. A Jo Jargo de todo el trabajo. la

aproximacién experimental es la de utilizar enzimas particuladas en suspension en
disolventes orgdnicos monofdsicos. Asi, se propone en concreto:

1) Caracterizar sistemdticamente el comportamiento de la PLA2 pancredtica
porcina, como fosfolipasa extracelular modelo. analizdndose las actividades tanto
hidroliticas como sintéticas.

2) Potenciar las actividades enzimdticas acilante y desacilante de la PLA2 por
medio de la estrategia de la impresion molecular basada en la activacion interfacial que
presenta la enzima.

3) Extender dicha estrategia a otras enzimas lipoliticas como son las lipasas, en las
que el proceso de activacion interfacial ha sido extensamente demostrado.

Para cubrir estos objetivos se seleccionaron enzimas lipoliticas prototipicas, en el
sentido de que estdn ampliamente documentadas y de que son conocidas sus estructuras
tridimensionales, lo que posibilita. en principio. una interpretacion molecular de jos
resultados.







2. Materiales y
metodos

2.1. MATERIALES

Por lo que respecta a las enzimas, en este estudio se ha utilizado fosfolipasa A, de
pancreas porcino (ppPLA2) como PLA2 modelo, generosamente cedida por Novo
Industri A/S (Copenague. Dinamarca) o bien obtenida de Sigma Chemical Co. (St.
Louis, MO, U.S.A.). Para el estudio con lipasas se seleccionaron cuatro enzimas
ciertamente prototipicas por conocerse con detalle sus estructuras tridimensionales:
lipasa pancredtica porcina (PPL), de Sigma, v tres enzimas fingicas, lipasa de Candida
rugosa (CCL), de Sigma y lipasas de Rhizomucor miehei (RmL) y Geotricum candidum
(GcL), generosamenté cedidas por Novo y Amano (Nagoya, Jap6n), respectivamente.
Ademds, en el apartado 3.3.4. se utiliz6 otra lipasa, de Rhizopus delemar (RdL), también
generosamente cedida por Amano. La o-quimotripsina y la subtilisina fueron de Sigma.

La fosfatidilcolina de yema de huevo (PC), comercial de Merck (Darmstadt,
Alemania), se purificé por cromatografia de adsorcién preparativa en columna siguiendo
el método de Singieton e al. (1965), y su pureza se controlé por cromatografia en capa
fina (TLC). Todos los restantes fosfolipidos. las bolitas de vidrio de poro controlado
PG2000-200 (tamafio de malla 120-200), asi como el 1.6-difenil-1,3,5-hexatrieno
(DPH), fueron de Sigma. El 4cido oleico tritiado (actividad especifica 10 Cj/mmol) se
obtuvo de Amersham (Buckinghamshire, Gran Bretafia). Los detergentes sintéticos, asi
como otros productos quimicos usados fueron de diversas casas comerciales (Aldrich,
Merck, Sigma o Serva) y siempre de calidad para andlisis.

* Todos los disolventes empleados (Merck o Panreac) fueron de calidad analitica 0
para HPLC. La expresién disolvente "anhidro" hace referencia a disolvente desecado con
tamiz molecular de 3A {Merck) para dar un contenido de agua menor al 0.01%, como s¢
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determiné por valoracién de Fisher optimizada (Laitinen & Harris, 1975). Para los
tampones y sistemas eluyentes en cromatografia se utiliz6 agua bidestilada obtenida por
purificacién en un sistema Miili-Q, de Waters (Milford, MA, USA). Para la
cromatografia en capa fina se utilizaron placas de soporte de pléstico recubiertas con gel
de silice 60 de 0.2 mm de espesor, de Merck.

2.2. EXPERIENCIAS CON PLA2

2.2.1 Optimizacion de PLA2 en forma particulada

La enzima se prepar6 para su utilizacién en disolvente organico liofilizdndola desde
un tampon de pH 8.0, en base al ya mencionado efecto de "memoria” de pH (Zaks &
Klivanov, 1988a), y puesto que este valor ha sido rutinariamente usado en ensayos
previos de la enzima pancredtica (Berg er al., 1991).

Tanto en los ensayos de hidrélisis como en los de sintesis, 1a PLA2 se optimizé
como sigue. Una alicuota de 1 mL de solucién de enzima se diluy6 (a 4°C) con 29 mL
de un tampon Tris-HCI 10 mM, pH 8.0, Ca?* 5 mM. De esta disolucién se afiadieron
distintas alicuotas directamente a los tubos en los que tenia lugar el ensayo en disolvente
orgdnico, estos tubos se congelaron en nitrégeno liquido para minimizar la posibilidad
de desnaturalizaciones y se liofilizaron durante toda la noche.

2.2.2, Ensayo de PLA2 en disolventes orginicos

La hidrdlisis de fosfolipidos catalizada por PLA2 se ensayé principalmente con
PC y en un experimento tipico, 1 mg del polvo de enzima optimizado se suspendi en 1
mL de disolucién de PC en cloroformo presaturado con agua, en viales de vidrio de tapén
de rosca de 2 mL de capacidad. La suspension se sonicé inmediatamente durante 20
segundos en un bafio de sonicacién Branson 2200 y se agit6 con un agitador magnético a
250 rpm a 25°C. Periédicamente, se extrajeron alicuotas de 10 puL de reaccién y se
cuantificaron por cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) siguiendo
simultdneamente tanto la desaparicién del sustrato (PC) como la aparicién del producto
lisofosfatidilcolina (LPC).

En las cinéticas de hidrdlisis de distintas especies fosfolipidicas que diferian en la
cabeza polar, se usaron los fosfolipidos comerciales sin purificacién previa. Las
reacciones se siguieron por cromatografia en capa fina de alicuotas tomadas a diferentes
tiempos de incubacion,

Para la sintesis de fosfatidilcolina en disolvente orgédnico catalizada por PLA2, se
usaron tipicamente 0.2 mg de polvo de enzima suspendidos en I mL de tolueno anhidro
(para favorecer el equilibrio de la reaccién hacia la sintesis). que contenia el dcido graso y
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la LPC. La preparacién de cada muestra se realizé afiadiendo al polvo de enzima
optimizado la LPC disuelia en cloroformo anhidro, el disolvente se evapor6 en atmésfera
de nitrégeno y finalmente el polvo se resuspendié en el tolueno anhidro que ya contenfa
disuelio el dcido graso. En los casos puntuales en que se usaron los 4cidos grasos
marcados radiactivamente, la fosfatidilicolina sintetizada (radiactiva) se purificé por TLC
y se midid su radiactividad usando un contador de centelleo 1217 Rackbeta de LKB.

La sintesis de fosfolipidos usando dcido oleico o cualquier otro dcido no marcado
(acido butirico, de Merck, o 4cidos cdprico, miristico, palmitico, estedrico, linoleico y
linokénico, todos ellos de Sigma) se siguié por HPLC de forma analoga al
procedimiento descrito para la hidrolisis.

La inmovilizacién de la PLA2 se realizé como en Braco et al. (1992), de la
siguiente forma: se disolvié la enzima en el tampon de optimizaci6n a la concentracion
de 10 mg/mL, posteriormente esta disolucion se deposité sobre el vidrio poroso a razén
de 1 pL. por mg de soporte y se procedi6 a secar las muestras a vacio durante 1 hora.

2.2.3. Inactivacién térmica

Las cinéticas de inactivacion térmica irreversible de PLA2 en n-octano anhidro se
realizaron siguiendo esencialmente el protocolo descrito por Zaks & Klibanov (1984),
excepto que para la incubacién a 100°C se usé un blogue termostatico metilico.
Brevemente, se prepararon muestras idénlicas conteniendo cada una la enzima en polvo
optimizada (2 mg) dispersada en 2 mL del disolvente y todo ello en el interior de una
ampolla de 4 mL que fue sellada. Tras la incubaci6n en el blogue térmico a 100°C por
un determinado periodo de tiempo, cada ampolla se atemperaba y se abria, se filtraba la
enzima y se secaba a vacio previamente a su utilizacién. Finalmente, se cuantificaba su
actividad ensayéandola en las condiciones usuales de hidrolisis de PC en cloroformo
presaturado.

2.2.4. Ensayo de hidrdlisis de PLA2 en medio acuoso.

La hidrélisis en agua de PC y de los otros fosfolipidos (de diferente cabeza polar)
fue seguida potenciométricamente usando un sistema de pH-stat de Crison MicroTT2050
(Barcelona, Espafia). En este caso, los sustratos sc emulsificaron usando como detergente
Triton X-100 (TX-100) en una relacién molar detergente:fosfolipido de 2:1.
Generalmente, se tomaron 4 mL dc una solucién de NaCl 10 mM. Ca?* SmM.
equilibrada a pH 8.0 y que contuviese el fosfolipido emulsificado, se colocaron en una
cubeta termostatizada a 25°C y la reaccion fue scguida por autovaloracién de forma
similar a la descrita por Berg er a/. (1991). En los casos en que las reacciones tuviesen
lugar en el medio tamponado que se usa en la optimizacién del polvo de PLA2, el
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progreso de las reacciones fue scguido por HPLC de forma similar a la descrita
anteriormente,

En las experiencias en medios acuosos se usaron como agregados de fosfolipidos
modclo, bien vesiculas unilamelares pequedias (SUV), o bien micelas mixtas de PC/TX-
100 (relacidn molar 1:2). Para la preparacién de los liposomas se siguid el siguiente
protocolo: en primer lugar se evapord ¢l disolvente de las disoluciones de lipido en
mezclas cloroformo/metanol (9:1, v/v) en un rotavapor, posteriormente se aplicd a la
pelicula lipidica formada una corriente de nitrégeno para climinar las trazas de disolvente
orgér{ico, y se hidratd con la fase acuosa deseada mediante agitacién durante 3 min en
bafio de sonicacion. La suspension opaca de vesiculas multilamelarcs se sonic6 durante
20 minutos en un generador ultrasénico equipado con una microsonda (Vibracell, Sonics
and Materials Inc., U.S.A)) operiindose ¢l gencrador a nivel 4 con ciclos del 50% de
tiempo efectivo. Después de la sonicacién, las muestras se centrifugaron durante 15 min
a 12000 rpm en una centrifuga Biofuge 13 Heraeus (Hanau, Alemania) para eliminar las
particulas de titanio de la sonda y los agregados multilamelares residuales.
Posteriormente se valord la concentracion de la fosfatidilcolina por HPLC.

2.3. EXPERIENCIAS CON LIPASAS

2.3.1 Optimizacion de lipasas en forma particulada

El polvo de enzima optimizado se obtuvo rutinariamente por liofilizacién dc la
disolucién de enzima cn un tampén Tris-HCI 10 mM, de pH 7.5, a 4°C; procediéndose
en esencia, como en el caso de la PLA2.

2.3.2 Ensayo de lipasas en medios organicos

Los cnsayos ¢n medio no acuoso de las lipasas se llevaron a cabo usando varias
reacciones modelo de esterificacién en disolventes anhidros. Se seleccionaron
principalmente 4cidos grasos de cadena larga y alcoholes tanto lineales como
rclativamente impedidos (ciclohexanol y alcohol bencflico). El protocolo experimental
seguido fue en general el mismo que en los ensayos de PLA2 en medio orgénico,
descrito anteriormente. En este caso. el progreso de la reaccidn se siguié por HPLC en
fase reversa.

Ademds, como modelo de reaccidn hidrolitica se sigui6 1a hidrélisis de trioleina (10
mM, de Sigma) en isopropanol. Y como modelo de reaccién de transesterificacion se
escogif la reaccion entre la tripalmitina (50 mM) y el dcido oleico (100 mM) en tolueno
anhidro.
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2.4. ACTIVACION DE ENZIMAS LIPOLITICAS POR IMPRESION
MOLECULAR

2.4.1. PLA2

Las muestras de enzimas se incubaron durante 3 minutos en sus tampones de
optimizacién en ausencia y presencia de los distintos anfifilos para generar las muestras
control y activadas respectivamente, posteriormente fueron congeladas en nitrégeno
liquido y liofilizadas. Los polvos de enzima (control e impreso) resultantes, se trataron
en lo sucesivo exactamente de la misma forma: asi, se lavaron (agitando las
suspensiones y centrifugando 3 minutos a 13000g) al menos tres veces en un disolvente
o mezcla de disolventes anhidros [gencralmente benceno o benceno/etanol 95:5 para n-
octil-B-D-glucopirandsido (n-OG), PCs y LPC. y acetato de etilo para Triton X-100
(TX-100) y Aerosol OT (AOT)], los cuales fueron cuidadosamente seleccionados con
objeto de maximizar la solubilidad de los anfifilos y minimizar posibles efectos
perjudiciales para las enzimas; de hecho, se verificé que preparaciones de enzimas control
no lavadas mostraban una actividad similar a la de los controles lavados. Después de los
lavados, 1as muestras se secaron a vacio durante al menos 3 horas. Posteriormente, una
cantidad determinada de polvo de enzima, activado o control (tipicamente 3 mg), se
suspendi6 en un volumen dado (generalmente 3 mL) del medio de reaccion que contenia
los sustratos (se tomo el tiempo cero de reaccidn después de 10 segundos de sonicacién)
en tubo de vidrio de cierre hermético. Periddicamente, las mezclas de reaccion fueron
analizadas por HPLC.

En el caso de los ensayos de desacilacién catalizada por ppPLA2. debido a los
datos previos a cerca del efecto de la concentracién de cofactor (Ca?*) en el tampén de
liofilizaci6n, que modula la aclividad en el medio orgdnico, se ajusté esta concentracion
deliberadamente a 0.2 mM para obtener medidas de velocidades de reaccion lentas pero
fiables para las muestras enzimdlicas control, con objeto de poder evaluar con mayor
precision las activaciones producidas por la impresién. En cambio. en la acilacién
catalizada por esta enzima la concentracién de Ca?* utilizada fue 3 mM dcebido a la

_lentitud de de la reaccion estudiada. Deliberadamente en este caso, se eligié como anfitilo
molde LPC (3 mM), y debido a que ésle cs también sustrato de la reaccién de acilacidén
no se realizaron los lavados de eliminacion del anfililo. Asi €l polvo liofilizado de la
ppPLA2 (0.5 mg) fue suspendido directamente en 1 mL de cloroformo anhidro
conteniendo LPC 30 mM (para la enzima control) o el mismo volumen de cloroformo
anhidro pero conteniendo LPC 27 mM (para la enzima activada), de forma que la cantidad
de anfifilo existente al final fuese exactamente la misma en ambas muestras.
Posteriormente, se evapord el cloroformo en atmdésfcra de nitrégeno y se secaron las
muestras a vacio durantc 4 horas al menos para eliminar cualquicr traza del disolvente
orgénico. Finalmente, s¢ afiadié a cada muestra (control e impresa) de ppPLA2 scca 1

2
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mL de tolueno anhidro que contenia el 4cido oleico (500 mM) para comenzar la reaccion,
de acuerdo al procedimiento previamente descrito.

En las experiencias en que s¢ usaron liposomas como interfases modelo para la
impresion molecular, el protocolo consistié en la incubacién de las vesiculas
fosfolipidicas (obtenidas segin se describe en el apartado 2.2.4.) con la solucién de
enzima {(concen(racién final de Ca?* 0.2 mM) a 4°C durante 2 minutos antes de la
congelacion en pitrégeno liquido. Para lavar los fosfolipidos se us6 como disolvente
anhidro benceno o benceno/etanol 95:5. A partir de este punto las condiciones para el
ensayo en medio no acuoso y su seguimiento fueron como ¢l descrito hasta ahora.

2.4.2 Lipasas

Las lipasas se prepararon disolviéndolas en el tamp6n a 4°C, bien conteniendo el
anfifilo (para las enzimas activadas), o bien la misma disolucién en ausencia de éste
(para las enzimas control). A partir de este momento, las muestras (tanto de las series
activadas como de las controles) se trataron de idéntica forma: se congelaron en nitrégeno
liguido. se liofilizaron, y se lavaron al menos cuatro veces con benceno/etanol 90:10 o
acetato de etilo anhidros. De nuevo. al igual que se hizo para la ppPLA2, se comprobd
que las preparaciones de enzima control no perdian aparentemente actividad por los
tratamientos de lavado. El protocolo experimental general fue el mismo que se ha
descrito para la fosfolipasa.

2.5. DETERMINACIONES CROMATOGRAFICAS

2.5.1. Andlisis por cromatografia en capa fina

La separacién de los distintos fosfolipidos de los productos de su reaccidn de
hidrélisis se realizd en placas cromatograificas de gel de silice. En ellas se aplicaron
volimenes de reaccion entre 4 y 12 pll y se cluyeron con una mezcla ternaria
cloroformo/metanol/agua (65:25:4). El revelado se realizé con vapores de yodo y, en el
caso de las muestras radiactivas el seguimiento se realizé cualitativamernte por
autorradiografia. para lo cual las placas de cromatografia se pusieron en contacto
directamente con peliculas autorradiograficas Hiperfilm MP (Amersham, G.B.), y la
impresidn de las peliculas se desarrollé a -80°C durante periodos variables entre dos dias
y tres semanas, dependiendo de la radiactividad presentc. Las placas autorradiograficas se
revelaron con revelador Kodak D-19 durante cinco minutos. Por otro lado, el
seguimiento cuantitativo de la PC marcada. purificada por TLC, se realizé en un
contador de centelleo. '
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En las cinéticas de hidrolisis de las especies fosfolipidicas que diferian en la cabeza
polar, las rcacciones se siguieron tomando alicuotas a diferentes ticmpos de incubacién.
Para cada fosfolipido. se cuantificaron el sustrato y los productos de la reaccién, tras
separacion en capa fina, directamente con un analizador de imagen IBAS 2000 (Kontron)
y las densidades integradas a los distintos tiempos fueron convertidas en porcentajes
relativos a manchas de sustratos control no hidrolizados.

2.5.2. Cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC)

La separacién completa de todas las moléculas implicadas en las reacciones
catalizadas por la PLA2, PC, LPC y 4cido graso se llevé a cabo en una columna de fase
normal Resolve (15 x 3.9 cm) de Waters. usando un cromatégrafo liquido Waters
equipado con un detector de indice de refraccion 410. La columna se eluyd
isocriticamente con una mezcla ternaria acetonitrilo/metanol/agua (55:45:4, v/v/v) a un
caudal de 1.5 mL/min. Para las medidas cinéticas de hidrolisis. se disolvicron alicuotas
de 10 pL de mezcla de reaccion en 90 pL de eluyente con el fin de parar la reaccion, se
centrifugd 3 minutos a 13000g con el fin de eliminar la proteina insoluble presentc y se
inyectaron 50 uL del sobrenadante. En el caso de las cinéticas de sintesis las alicuotas de
la mezcla de reaccién (tolueno generalmente) fueron centrifugadas para separar las
particulas de enzima y se inyectaron directamente 10 uL de sobrenadante. La Figura 2.1
muestra. a modo de ejemplo, los perfiles de elucién correspondientes a una cinética de
hidrélisis de PC en 1a que puede observarse simultdneamente la aparicion de LPC y la
desaparicién concomitante de la PC sustrato.

Para las reacciones de esterificacion catalizadas por lipasas. Ia separacién de las
especies implicadas (4cidos grasos, alcoholes y ésteres originados) se realiz en una
columna de fase reversa RP C-18 LiChrospher 100 (15 x 3.9 cm), de Merck, eluida con
metanol a un caudal de 1 mL/min y con deteccidn por indice de refraccion. El protocolo
experimental general para la preparacién de las muestras fue en esencia el seguido en el
caso de la PLA?2. Para las cuantificaciones se tuvo en cuenta tanto la desaparicion de los
sustratos (dcido graso y alcohol) como la aparicién del éster formado.
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Figura 2.1. Seguimiento cromatogrifico de una cinética tipica de hidrdlisis de
fosfatidilcolina en cloroformo presaturado catalizada por ppPLA2 en forma
particulada. (Condiciones, ver texto).

2.6. DETERMINACIONES ELECTROFORETICAS

La comprobacion de la pureza de algunas muestras de enzimas se realizé por
electroforesis dc protefnas en gel de poliacrilamida en presencia de SDS (SDS-PAGE)
segun Laemmli (1970) a corricnte constante (30 mA) y temperatura ambicnte. La
tincién de proteinas totales se llevd a cabo mediante azul de Coomassie R-250 (Merck)
0.1% (p/v} en dcido acético 8% (v/v) y metanol 46% (v/v) durante 30 minutos,
procediéndose a destefiir con una disolucién de acido acético 5% (v/v) y metanol 20%
(v/v). El contenido en cada una de las proteinas de cada muestra sc cuantificé mediate un
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densitémetro laser LKB Ultroscan 2202 acoplado a un integrador 3390A Hewlett
Packard.

2.7. DETERMINACIONES ESPECTROSCOPICAS

La valoracidn del contenido de proteinas de las muestras se realizé de acuerdo al
método de Lowry et al. (1951). Como proteina patrén se empled seroalbiimina bovina
(Sigma). Las medidas de espectroscopia de absorcién UV-Visible fueron llevadas a cabo
empleando un espectrofoiémetro Shimadzu UV-160A.

La concentracién de Ca®* en las soluciones comerciales de PLA2 fue determinada
por espectroscopia de absorcién atémica usando un espectrofotémetro Perkin-Elmer
Modelo 5000.

Los valores de Ia cmc para los anfifilos se tomaron de la bibliografia (Mukerjee &
Mysels, 1971) o se determinaron fluorimétricamente en un espectrofluorimetro LS-5B
Perkin-Elmer utilizando la sonda DPH. de acuerdo al método propuesto por
Chattopadhtay & London (1984). Ademads. basindonos en que la PLA2 de pdncreas
porcino dnicamente presenta un triptéfano en su sccuencia el cual estd situado en la zona
de unidn a los sustratos agregados. con lo gue su movimiento es indicador de los
cambios conformacionales debidos a la unién de la proteina a agregados micelares
(Vincent et al.. 1993), se realiz6 un estudio de anisotropia de fluorescencia en presencia
de distintas concentraciones de liposomas. Las medidas de anisotropia de fluorescencia se
obtuvieron a 24°C con A, = 280 nm y A, = 340 nm, seleccionando la abertura dc las
rejillas de emision y excitacidn a 3.0 y 5.0 nm respectivamente.

En el caso de la PLA2, se comprobd ¢l cambio conformacional inducido por la
presencia de liposomas de PC (3 mM) sobre una muestra de la enzima purificada por
HPLC, por dicroismo circular en el UV lejano utilizando un dicrégrafo CD-6 de Jobin-
Yvon, calibrado con isoandrosterona. Se utilizaron cubetas de cuarzo de 0.5 mm de paso
optico y la velocidad de barrido fue de 0.5 nm/s, con una constante de ticmpo de
integracién de 1 s. La Figura 2.2 muestra los espectros obtenidos por acumulacién de

cinco barridos.
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Figura 2.2. Comparacién de los espectros de dicroismo circular en la regién del UV lejano
de una muestra de PLA?2 (purificada) en ausencia (linea continua) y en presencia de
SUV de PC (linea de puntos). Relacién molar lipido/enzima 30:1.




3. Resultados y
discusion

3.1. ACTIVIDAD HIDROLITICA (DESACILANTE) DE PLA2 EN
MEDIOS ORGANICOS MONOFASICOS

Parece que hay un acuerdo general en que las enzimas en ambientes
predominantemente no acuosos o con bajo contenido en agua funcionan provistas de una
capa de agua esencial que las envuelve (Klibanov. 1986). Asi, la "regla de oro”
(tipicamente regla del log P, donde P ¢s el coeliciente de reparto del disolvente entre /-
octanol y agua) de la enzimologia en medio orgénico (Zaks & Klibanov, 1988a) segiin
la cual los disolventes apolares son mejores medios de reaccién que los polares. podria
explicarse en basc a que los disolvenies polares. habitualmente miscibles con el agua,
podrian diezmar esa capa de agua esencial de la proteina (Zaks & Klibanov, 1988b).
Segun este principio. el cfecto de un disolvente orgdnico sobre una enzima se deberia
mds a las interacciones del disolvente con esta cubierta de agua que la envuelve que a las
que pueda tener directamente con la proteina.

Dado que la funcién enzimdtica en medio orginico puede mejorarse fanto por
ingenieria del medio (escogiendo disolventes que resalten la selectividad y reactividad
deseadas) como por ingenieria del biocatalizador (optimizando las protefnas para este
medio de reaccion), parece l6gico comenzar el estudio en estos ambientes seleccionando
el medio de reaccion mis adecuado, ya que la ingenieria del medio es sin duda la
aproximacién mas simple, y quizd la menos valorada, para la mejora de las funciones
enzimdticas, y hay que tener en cuenta que. a diferencia de lo que ocurre en las
disoluciones acuosas. existen cientos de disolventes y mezclas de disolventes que podrian
usarse en la catélisis enzimatica.
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Con estas premisas se verificé la actividad hidrolitica de la PLA2 en diversos
disolventes tanto miscibles como inmiscibles con el agua. La inspeccién detallada de la
Tabla 3.1 revela que, en principio, el comportamiento de la PLA2 en funcién de la
polaridad del disolvente se ajusta bastante a la tendencia antes mencionada.

Tabla 3.1. Actividad hidrolitica de la ppPLA2 en distintos disolventes orgdnicos. La
enzima se suspendié (1 mg/mL) en los distintos disolventes orgédnicos
conteniendo PC 5 mM. Los disolventes anhidros se obtuvieron por
deshidratacién con tamiz molecular de 3 A durante 24 horas.

Disolvente log P Porcentaje de agua Velocidad inicial
viv) (mM-mintmg prot'!)

Tolueno 2.50 “ anhidro 0.013
saturado 0.180

Benceno 2.00 anhidro 0.006
saturado 0.096

Cloroformo 1.97 anhidro 0.006
saturado 0.260

Eter Isopropilico 1.90 anhidro 0.000
saturado 1.400

Eter Etilico 0.85 anhidro 0.002
saturado 25.000

Acetato de Etilo 0.68 anhidro ¢.000
saturado 95.000

Tetrahidrofurano 0.49 anhidro 0.000
1 1.333

2 3.333

3 0.909

5 0.064

Acetona -0.23 anhidro 0.001
1 1.500

2 3.272

3 6.000

5 2.570

Etanol -0.24 anhidra 0.000
i 0.026

3 0.038

12 0.072

16 0.105

25 0.170

35 0.240

Acetonitrilo -0.33 anhidro 0.000
1 20.000

2 41.750
3 66.250

5 35.750

Metanol -0.76 anhidro 0.000
1 0.001

3 0.001

Suiféxido de dimetilo -1.30 anhidro 0.000
1 0.000

3 0.000




RESULTADOS Y DISCUSION 33

Los unicos disolventes en los que la enzima se mostré practicamente inactiva
fueron el sulféxido de dimetilo, disolvente del que es cldsicamente conocida su capacidad
de disolucion real de proteinas (Singer, 1962), y el metanol, en el cual se ha comprobado
muy reciéntemente que también existe una elevada solubilidad de proteinas (Chin et al.,
1994); parece probable pues, gue la enzima en éstos pueda cambiar su conformacién y
consecuentemente inactivarse. .

De los datos de esta tabla se desprende que la PLA2 requiere una cierta cantidad de
moléculas de agua para su actividad enzimatica y que ademas se muesira como una
enzima robusta siendo activa en muchos y muy variados disolventes incluyendo un
disolvente "adverso” como es el etanol, mixime cuando se usan proporciones muy -
variadas de agua, en concordancia con datos recientes de Warwicker er al., (1994).

La hidrdélisis de PC en disolvente organico aqui descrita resultd ser altamente
estereoespecifica, al igual que las hidrélisis en medios acuosos (Volwerk & de Haas,
1982), ya que la ppPLA2 se mostrd activa sélo frente a los L-a-fosfolipidos. no
presentando actividad frente a D-o-fosfolipidos (resultados no mostrados).

Para los posteriores estudios s¢ decidié seleccionar como disolvente rutinario de
trabajo el cloroformo presatlurado ya que las cinéticas permitian un seguimiento cémodo
(en el tiempo) y ademds en este disolvente se solubilizan no sélo los sustratos
fosfolipidicos sino también sus productos liso-derivados, lo que ademds de colaborar en
la cuantificacion debe facilitar la difusién de éstos desde el centro catalitico de 1a enzima
al medio.

3.1.1. Efecto de la concentracién de Ca?*

Debido a que 1a ppPLA2 presenta un requerimiento absoluto de Ca®*, se investigd
en primer lugar la dependencia de la actividad enzimdtica en medio no acuoso respecto de
la concentracion de cofactor en la solucion acuosa previa a la liofilizacion. El inserto de
la Figura 3.1 muestra, a modo de ejemplo, las cinélicas de hidrolisis de PC catalizada
por ppPLA2 en cloroformo presaturado, para distintas concentraciones del catién. El
ajuste de los datos a una funcién de primer orden proporciona unos valores de constante
de velocidad de (4.0 £ 0.2)- 104, (8.0 £ 0.2)- 107 y 0 5! para las tres concentraciones
de calcio que se muestran, 5, 10 y 30 mM. respeclivamente. En condiciones Gptimas. la
hidrolisis de los sustratos se completa en aproximadamente 2 horas. Como muestra la
Figura 3.1 la ppPLA2 tiene una velocidad inicial de hidrdlisis altamente dependiente de
la concentracién de cofactor presente en la disolucién previa a la liofilizacién,
presentando un mdximo de actividad alrededor de 5 mM (de acuerdo con los datos previos
de Pernas er al., 1990) y una fuerte inhibicién a concentraciones moderadamente allas de
éste. Por tanto, las condiciones de 6ptima actividad no sélo implican la liofilizacion
desde un pH apropiado (Zaks & Klibanov, 1988a), sino que también debe tenerse en
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cuenta la adecuada concentracién de Ca?*. La inhibicién de la actividad en medio
orgdnico al incrementar la concentracién del catién en medio acuoso puede deberse, como
se ha sugerido, al aumento de la atmésfera i6nica creada alrededor de la enzima en el
proceso de congelado y posterior sublimacién del disolvente (Pernas et al., 1990).
Aunque esta interpretacion puede ser correcta, la inhibicién podria también ser el
resultado de una "memoria" de cofactor, andloga a la de pH, sobre todo teniendo en
cuenta datos previos que indican la existencia de inhibiciones de ppPLA2 a
concentraciones moderadas de Ca* en disolucién acuosa (Thuren er al., 1987).

1 (UM. min-L. mg-1)

inicia

] I 1 1 i
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Figura 3.1, Dependencia de la velocidad inicial de hidrélisis de PC (expresada como
micromolar por minuto y por miligramo de proteina) catalizada por ppPLA2 en
cloroformo saturado respecto a la concentracién de Ca* en el tampdn acuoso
previo a la liofilizacién. El inserto muestra, a modo de ejemplo, las cinéticas
de hidrélisis para tres diferentes concentraciones del catién: (@) 5 mM: (O) 10
mM; y (A) 30 mM. La concentracién inicial de sustrato fue 5 mM.

3.1.2, Efecto de la concentraciéon de sustrato

Se continué el estudio ensayando la actividad hidrolitica de PLA2 en cloroformo
presaturado en funcidn de la concentracién de sustrato (PC), pero a diferencia de otras
enzimas en medios orgdnicos (Zaks & Klibanov, 1985 y 1988a) 1a ppPLA2 no mostré
un comportamiento cinético micaeliano, sino que sorprendentemente se obtuvo una
curva acampanada (Figura 3.2A) mostrando un méximo de actividad alrededor de 30 mM




RESULTADOS Y DISCUSION 35

de PC y una inhibicién por sustrato bastante severa para concentraciones superiores a
80 mM. Este particular comportamiento de inhibicion por concentraciones crecientes de
PC, aunque singular, se ha descrito con anterioridad en el caso de fosfolipasa D en
sistemas bifdsicos (Juneja et al., 1989), aunque con una inhibicién mucho menos
acusada que la que aqui se describe.
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Figura 3.2.(A) Dependencia de la velocidad inicial de hidrélisis de PC, catalizada por
ppPLA2 en cloroformo saturado, con la concentracién de sustrato imcial ).
Las curvas corresponden a los valores de velocidad inicial teéricos obtenidos
por ajuste no lineal de los datos experimentales a la ecuacidén 1 (linea de trazo
corto), a la ecuacién 2 (linea de trazo largo), y a la ecuacién 3 (linea continua)
del modelo cinético ndmero 1 (ver texto). (B) Variacidn de la velocidad inicial
de hidrélisis de PC con la concentracién de LPC en el medio de rcaccién. La
concentracién inicial de PC en todos los casos fue 5 mM.

Con el objetivo de encontrar una explicacién a este comportamiento acampanado,
y debido a que un modelo cinético simple de inhibicién competitiva por concentracion
alta de sustrato, donde sélo una molécula de sustrato se una a la PLA?2 libre para generar
un complejo enzima-sustrato improductivo, no conduce a que la concentracion de
sustrato aparezca como un término de segundo orden (lo que es necesario para describir
un comportamicnto acampanado), se intentaron ajustar los datos experimentales a
modelos cinéticos de inhibicién mas complejos, implicando a dos o mds moléculas de
PC incorrectamente unidas a la enzima. Asi, se proponen dos modelos cinéticos de
inhibicién competitiva por concentracién alta de sustrato: el modelo 1 sc basa en la
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unién secuencial de varias moléculas de sustrato a la enzima, y ¢l modelo 2 se basa en
la capacidad autoasociante que muestra la PC en disolvente orgdnico y concretamente en
cloroformo. donde se ha descrito que forman agregados de tipo invertido (Datta ef al.,
1992). Ambos modelos se han propuesto teniendo en cuenta la peculiar naturaleza y
propiedades de los sustratos en medio orgénico y, por supuesto, no intentan excluir otros
mecanismos "mixios” o en general mas complejos:

donde E. S, P, ES, SE y S, se refieren respectivamente a enzima libre, sustrato libre,
producto libre, complejo enzima-sustrato productivo, complejo enzima-sustrato
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improductivo y agregado (probablemente de tipo invertido) de n moléculas de sustrato, y
k;, k-3 y k, (constante catalitica) son constantes de velocidad. X, = k.,/k; se aproxima a
la constante de Michaelis-Menten, K, hace referencia a la constante de disociacién para
el proceso de agregacion del sustrato en medio organico, y las constantes de inhibicién
Kpcrs Kpeos Kpes. Kpeq y Ko s¢ definen siempre como constantes de disociacion.
Asumiendo condiciones de estado estacionario, se pueden obtener con facilidad las

siguientes ecuaciones de velocidad para el modelo 1:

v—Ensp

KPCIKpCZKpc.?

V mar|S]

K K

n

n_[SP+

+
KpcIKpCBKpcj‘ KpcleczKpc_?K

ped

y para el modelo 2:

K+ [S]+ =2 [s]"
Kog K pe

Nétese que en la ecuacion (1) s6lo el paso 2 estd incluido, mientras que en las
ecuaciones (2) y (3). se afiaden los pasos 3 y 4 respectivamente.

Las curvas de la Figura 3.2A muestran, a modo de ejemplo, los ajustes de
regresion no lineal de los datos experimentales a la ecuacién (1) (linca de trazo corto), a
la ecuacidn (2) (linea de trazo largo) y a la ecuacién (3) (linea conlinua), todas ellas
correspondientes al modelo 1. Como puede verse, el comportamiento del sistema puede
ser descrito satisfactoriamente asumiendo una unién competitiva de mds de dos
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moléculas de PC (preferiblemente cuatro). El ajuste de los datos experimentales a la
ecuacioén (3) permitié obtener unos valores de V., y K, de 1.1 £ 0.2 umol-min'!-(mg
proteina)? y 23 £+ 3 mM, respectivamente, y de K,.; a K., de (2.3 £04) - 102, (2.4 £
0.5)-102, 21 = 6 y 0.8 + 0.3 mM, respectivamente. Alternativamente, se puede
describir también el sistema ajustando los datos experimentales a la ecuacién (4) (modelo
2) para n = 3 0 mejor incluso n = 4 (no se muestra el ajuste en la Figura 3.2A porque la
curva que se predice para n = 4 es practicamente superponible a la linea continua). En
este caso, los valores estimados para V,,., y K,, son esencialmente los mismos que se
obtienen con el modelo 1.

Esta V., obtenida en medio no acuoso es alrededor de un orden de magnitud
menor que la obtenida con ppPLA2 en agua usando como sustrato diacilglicerolcolina
monomérica (van Qort ef al., 1985b) y es del mismo orden que las obtenidas también
para ppPLA2 en agua frente a n-acilglicol lecitinas monoméricas (van Qort ef al.,
1985a) o frente a un andlogo tioéster de glicol (Bhat ef al., 1993a). La menor velocidad
de reaccion observada con respecto al medio acnoso (incluso comparando sustratos
monoméricos) no es sorprendente, ya que para un amplio nimero de enzimas se ha
descrito como norma general un descenso moderado de actividad al pasar de un medio
acuoso a un medio orginico monofasico.

En este punto se requiere un breve comentario acerca de los modelos propuestos
para explicar estos datos de inhibicion por sustrato (PC). En el modelo 1 se puede
apreciar un considerable decrecimiento del valor de la constante de inhibicion desde la
K ,c> hasta la K., que podria interpretarse como sugerente de una cierta "cooperatividad”
en la unién de moléculas adicionales de PC (presumiblemente en la entrada de la cavidad
del centro activo de la enzima) cuando en ella ya se encuentren unidas dos moléculas de
sustrato, lo que refleja en cierta medida la conocida tendencia de los fosfolipidos a formar
agregados (de tipo invertido) en medios apolares. En este sentido, se podria especular que
a concentraciones altas de sustrato la presencia de al menos dos moléculas de PC en la
entrada de la cavidad actuaria como un elemento de "nucleacién” para congregar mas
moléculas de sustrato. donde presumiblemente se podrian formar agregados mixtos, a
modo de micelas entre algunos residuos de proteina y moléculas de sustrato. Por otro
lado, la posibilidad alternativa (aunque no excluyente), gue conciernc a la previa
formacion de agregados invertidos de sustratos constituidos por unas pocas moléculas de
PC que funcionasen como inhibidores se contempla en el modelo 2 (ver Esquema 3.1).
Debe afiadirse en este momento que los datos experimentales pueden ser también
ajustados con éxito a modelos alternativos no estrictamente competitivos cn los que dos
o preferiblemente tres moléculas de sustrato se unen secuencialmente al complejo
enzima-sustrato ya formado {datos no mostrados).
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Esquema 3.1. Representacién esquemdtica de los dos posibles modelos de inhibicién por
concentracién alta de sustrato.

De cualquier forma, todos los modelos ensayados que describen el comportamiento
experimental tienen en comin la participacion de varias moléculas de sustrato
(simultdneamente unidas a la molécula de ppPLA2) en el mecanismo de inhibicidn, lo
cual apoya de alguna forma una restriccién en el acceso de los sustratos (o en la
eliminacién de los productos de reaccion) a través del canal que conduce al centro activo.
Interesantemente en este sentido, esta tendencia. postulada de los sustratos a formar
agregados en la entrada de la cavidad de unién no es estrictamente nueva ya que se ha
descrito con anterioridad que detergentes anidnicos (andlogos de fosfolipidos) a
concentraciones premicelares ticnen tendencia a unirse con alta afinidad al dominio de
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unién a lipido de la PLA2 pancredtica (predominantemente a través de interacciones
electrostaticas con residuos cargados positivamente) y a aglomerarse formando agregados
premicelares proteina-lipido (van Qort er al., 1985a). Ademds, conviene recordar que,
debido a la baja constante dieléctrica de los medios orgdnicos en los que se han obtenido
los datos. la interaccidn entre residuos de la enzima y la cabeza polar zwitteriénica de la
fosfatidilcolina debe estar potenciada con respecto a la interaccion que tendria lugar en
agua.

’ Algunas experiencias adicionales en relacién con la actividad hidrolitica de Ia
PLA2 que igualmente merecen ser mencionadas hacen referencia al efecto de la longitud
de cadena de dcido graso del sustrato. Se ensay6 comparativamente la hidrélisis en
cloroformo saturado de L-a-DSPC, L-a-DMPC, y L-a-DDPC, obteniéndose en todos
los casos una dependencia acampanada de la velocidad de reaccién con la concentracion de
sustrato, de forma similar a la expuesta en la Figura 3.2A, lo que permiti6 la estimacién
de los valores de V,,,, y K,, de forma similar a la descrita anteriormente para la PC.
Curiosamente, no se encontraron diferencias significativas en los valores de K,,, respecto
del valor para la PC. En cambio se observé un notorio incremento del valor estimado
para la V,,,, de sustratos cortos [2.7 + 0.4 mmol-min-!-(mg de proteina)’! para L-a-
DDPC] con respecto a L-a.-DDPC y L-a-DSPC [1.0 + 0.3 y 0.8 + 0.2 mmol-min-!
«(mg de proteina)!, respectivamente] o al valor para la PC dado anteriormente. Por otro
lado. cabe afiadir que también se obtuvo un comportamiento similar de inhibicién por
concentracion de sustrato para otros fosfolipidos de diferente cabeza polar (PE y PS).

De cualquier modo, una explicacién a nivel molecular de este fendmeno de
inhibicién no es inmediata. Estudios recientes de RMN han sugerido que la
dipalmitoilfosfatidilcolina puede formar micelas reversas en cloroformo, siendo el valor
de su cmc de aproximadamente 6 mM (Datta ef al., 1992). En nuestro caso, la
posibilidad de incorporacion de una fraccién de enzima a micelas reversas es escasa
debido a que la relacién molar agua/lipido (w;) es muy pequeiia en el sistema. M4s atn,
el polvo de enzima permanece claramente como una suspension particulada a medida que
transcurre la reaccién, no detectdndose proteina "solubilizada” en medidas
espectrofotométricas de filtrados (a través de filtros de 0.22 um) de alicuotas de la
suspension tomadas a distintos tiempos.

3.1.3. Efecto de la concentracién de producto

Debido a la semejanza estructural que presentan la PC y la LPC, se podria esperar
que la actividad enzimdtica también se viese afectada por Ia presencia de este producto de
reaccion. La Figura 3.2B muestra que éstc es en efecto el caso, Ia presencia de LPC en el
medio de reaccién inhibe de.forma bastante severa (nétese que a 80 mM de LPC la
velocidad de reaccion es practicamente nula) la actividad hidrolitica de la ppPLA2. Si de
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nuevo se intentan ajustar los datos de inhibicién por producto a modelos donde sélo una
molécula de LPC se una a la enzima, los resultados son muy pobres (datos no
mostrados), de modo que muy probablemente en esta inhibicién también puedan estar
implicadas varias moléculas de producto en mecanismos mas complejos. Por lo que
respecta al efecto del otro producto de reaccién (4cido graso), la inhibicién a
_concentraciones elevadas de 4cido palmitico resultdé ser mucho menos pronunciada que
para la PC o la LPC (datos no mostrados).

3.1.4. Termoestabilidad

Se ha mostrado que, en general, las enzimas exhiben una estabilidad térmica
notoriamente potenciada cuando se encuentran en medios casi anhidros, 1o que se ha
demostrado que es debido a un incremento de la rigidez conformacional y a una
minimizacién de procesos covalentes indeseables en los que participa directamente el
agua (desamidaciones, hidrdlisis del enlace peptidico en ciertas posiciones de la secuencia
y ruptura alcalina de puentes disulfuro, ver Figura 1.1).

Como muestra la Figura 3.3, éste también fue el caso de la ppPLA2. la cual
demostré una notable estabilidad térmica cuando se incub6 a 100°C en n-octano anhidro,
en claro contraste con la desnaturalizacion casi instantinea que sufre al ponerla en un
medio acuoso a la misma temperatura (dalos no mostrados).

dad residual (%)
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Figura 3.3. Termoestabilidad de la ppPLA2 en n-octano anhidro a 100°C. Los resultados se
expresan como el porcentaje de actividad residual en funcién del tiempo de
incubacién a 100°C. Los circulos corresponden a los datos experimentales,
mientras que la linea mostrada es el resultado del ajuste de estos datos a una
funcién doble exponencial (ver el texto).
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De la observacién de esta Figura se desprende que la inactivacion térmica en
disolvente anhidro puede describirse por un proceso aparentemente bif4sico. resultado
similar al aportado recientemente por Ottolina e al.. (1992) para la lipoproteina lipasa
en tolueno anhidro a 90°C. De hecho, al usar un modelo de inactivacion irreversible los
datos experimentales se ajustaron a una funcion doble exponencial, con valores de
constantes de velocidad de (5.0 £ 0.7)- 104y (1.8 £ 0.6) - 105 51

Sin embargo, como se ha postulado anteriormente (Garza-Ramos ef al., 1990),
esta estabilidad térmica potenciada no implica necesariamente que las velocidades de
reaccion en medios orgdnicos tengan que aumentar a elevadas temperaturas. En este
sentido, se estudid la actividad hidrolitica de la ppPLA2 en cloroformo presaturado
(Figura 3.4), observandose un méximo de actividad a temperaturas moderadas (alrededor
de 30°C). temperatura proxima al valor mdximo de actividad recientemente aportado por
Bhat ef al.. (1993a) para una actividad ppPLA?2 en agua, frente a andlogos de sustrato en
forma monomérica. Asi, debido al significativo nivel de actividad hidrolitica a 25°C se
escogi6 esta temperatura como rutinaria en este trabajo, coincidiendo con la usada en la
mayoria de estudios en medios acuosos.
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Figura 3.4, Efecto de la temperatura en la hidrélisis de PC en cloroformo presaturado
catalizada por la ppPLA2. La concentracién de sustrato fue 3 mM.

3.1.5. Especificidad de sustrato

Se ha descrito con anterioridad que la actividad hidrolitica de las PLA2s de
diferentes fuentcs depende en gran medida de la naturaleza y el estado fisico del sustrato
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fosfolipidico. En particular, es sabido que la ppPLA2 exhibe una clara preferencia hacia
los fosfolipidos aniénicos con respecto a los neutros tanto en liposomas como en
monocapas 0 micelas mixtas con detergentes (Pluckthun & Dennis, 1985; Thuren ef al.,
1987; Ghomashchi er al., 1991), e incluso a concentraciones premicelares (van Oort ef
al., 1085b; Jain & Berg, 1989). Dado que se ha descrito para algunas enzimas que su
especificidad de sustrato puede verse alterada profundamente en medios organicos, en el
presente caso resultaba interesante conocer si la selectividad de 1a PLLA2 hacia la cabeza
polar de los fosfolipidos podia verse modificada en medio no acuoso respecto de lo que
ocurre en agua. La Figura 3.5 muestra las cinéticas de hidrélisis de PC, PE, PI, CL, PS
y PG, catalizada por ppPLA2 en cloroformo presaturado.
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Figura 3.5. Cinéticas de hidrélisis catalizada por ppPLA2 de distintos fosfolfpidos en
cloroformo presaturado con agua. La concentracién inicial de los fosfolipidos
sustrato fue en todos los casos 5 mM. (O) PG; (®) PS: (A) PE; (A) CL: (@) PI;
y (M) PC.

Como puede verse, la PC fue rapidamente convertida (ca. 2 horas) en su liso-
derivado, mientras que PI y CL fueron hidrolizadas mucho mds lentamente (se
necesitaron mds de 50 y 100 boras respectivamente para conscguir un 80% de
conversion). Por lo que respecta a PE. PG y PS, la conversidn después de 200 horas de
incubacién fue menor al 20%. Asi, el orden de prelacién creciente en este entorno de
bajo contenido en agua fue: PG [(1.1 £ 0.2)- 10-7] = PS [(2.0 £ 0.3) - 10”7] < PE [(3.1
+£0.3)-107) « CL (4.5 0.8)- 10 <P [(7.8 = 1.0)- 10°5] « PC [(4.0 £ 0.2) - 10-%].
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Los nimeros entre corchetes corresponden a los valores de la constante de velocidad de
primer orden (s°!) obtenidos por los ajustes de los datos de la Figura 3.5. Este orden
obtenido difiere bastante del que se observd en un experimento en paralelo en agua (datos
no mostrados) usando como sustratos micelas mixias de fosfolipido/TX-100 (relaci6n
molar 1:2): PE < PC « PI < CL = PG < PS, el cual es consistente con el previamente
mostrado por Thuren et al., (1987) usando pirenil fosfolipidos como sustratos. Nétese
que en medio no acuoso la constante de velocidad de hidrélisis puede llegar a ser
significativamente mds alta (hasta tres ordenes de magnitud) para la PC que para los
fosfolipidos ani6nicos, mientras que en disolucién acuosa la velocidad es sélo un orden
de magnitud mayor para los fosfolipidos aniénicos que para los sustratos neutros
{Thuren et al., 1987). :

Como se ha descrito anteriormente, se ha demostrado para algunas enzimas que la
sustitucién del medio de reaccién acuoso por uno orgdnico puede comportar cambios en
la especificidad de sustrato o enantioselectividad (a modo de ejemplo, ver Gololobov er
al., 1992 y Tawaki & Klibanov, 1992). Esta aproximacién. conocida como “ingenieria
del medio (disolvente)" se ha propuesto como una alternativa complementaria a la
“ingenieria de proteinas” (estrategia mis extensamente usada) para controlar diversas
propiedades enzimadticas (Klibanov, 1989; Wescott & Klibanov, 1994), Aungque se han
llevado a cabo varios esfuerzos destinados a modificar la actividad, estabilidad o
especificidad de sustrato de la PLA2 por ingenieria de proteinas [ver por ejemplo, Noel e
al.. 1991; Weiss et al., 1991; Dupureur ef al., 1992; Sckharudu ef ai., 1992 y Bhat ez
al., 1993b], ésta es la primera vez que se describe un cambio en la especificidad de
sustrato para la PLAZ2 basado en Ia ingenieria del medio de reaccion. En medio no acuoso
(ver Figura 3.5), la actividad hidrolitica de Ia enzima hacia un fosfolipido neutro, y
zwitterionico tal como la PC es notablemente mayor que hacia un sustrato anidnico, lo
cual es claramente opuesto a lo que ocurre en agua frente a los mismos sustratos (Thuren
et al.. 1987). o incluso para andlogos de fosfolipidos a concentraciones submicelares
(van Oort et al., 1985b).

Aungue se han realizado intentos con otras enzimas (prolcasas principalmente),
tratando de explicar racionalmente los cambios observados en la especificidad de sustrato
al colocar la enzima en medio orginico (Gololobov er al.. 1992 y las referencias allf
incluidas). en el caso de la PLA2 una interpretacion de los resultados no resulta sencilla

y para Hlevarla a cabo. se deberian tener en cucnta algunas consideraciones. En primer
lugar. la observacidn de los resultados de la Figura 3.5 parece indicar que la carga neta de
los sustratos (negativa vs cero) no es un factor especialmente determinante de la
preferencia de la enzima. En este sentido. los razonamientos argumentados para explicar
la marcada preferencia de la ppPLA2 en disoluciones acuosas hacia fosfolipidos cargados
negativamente (incluso por debajo de la cmc), basados en que 1a enzima presente una
interaccidn favorecida (activacion) hacia estos sustratos frente a los neutros, no parecen
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aplicables en el caso de los entornos con bajo contenido en agua. Es de resaltar que la
ppPLA2 en medio orgénico pierde la posibilidad de ser "activada” tanto por un cambio
conformacional de la proteina (modelo de la enzima), debido a la restringida movilidad
conformacional que le confiere el medio, como por una orientacién propia del sustrato
que facilite su difusion hacia el interior de la enzima (modelo del sustrato) debido a que
éste se presenta en forma monomérica en medio organico. Tampoco el tamafnio de los
sustratos parece ser un factor determinante. No puede descartarse, sin embargo, que la
distinta constante dieléctrica def medio o el grado de hidratacion efectiva de las diferentes
cabezas polares pueda afectar de forma importante las interacciones electrostaticas para el
acceso del sustrato hasta el centro catalitico. Por otro lado, este orden de preferencia
alterado en ambientes no acuosos podria generarse, al menos en parte, por la
aparentemente mayor tendencia que tienen los fosfolipidos que son hidrolizados mas
lentamente a formar agregados de micelas invertidas en disolventes apolares, los cuales
podrian reducir la concentracién real de sustrato monodisperso accesible a 1a enzima. De
hecho, existen datos de medidas de HPLC de exclusidon molecular (Bafié et al., 1988 y
otros datos no publicados de nuestro laboratorio} que sugieren que fosfolipidos como por
ejemplo PS y PE, forman en disolvente orgénico (el eluyente de cromatografia)
agregados mds estables con valores de cmc aparente mds bajos que otros como PC y CL.
De cualquier forma, una interpretacion detallada de los cambios en la especificidad de
sustrato observados en la PLA2 es complicada. teniendo en cuenta la peculiar naturaleza
tanto de la enzima como de sus sustratos anfifilicos.

Desde el punto de vista aplicado. la observacién de estos datos muestra que la
enzimologia en medio no acuoso supone una via simple para la hidrélisis selectiva de
mezclas de fosfolipidos {por ejemplo, hidrélisis de PC en presencia de PE y PS) con
escalas de tiempos razonables y con las ventajas afiadidas de 1a facil eliminacion de los
disolventes y la separacién y posible reutilizacién de los biocatalizadores.

3.1.6. Reutilizacion e inmovilizacion de la enzima

Una de las ventajas inherentes a 1a utilizacion de enzimas suspendidas en fornia
particulada en medios monofésicos cuasi anhidros, debido a su estabilidad en el medio de
reaccion, es la posibilidad de ser reutilizadas (después de filtradas, lavadas con un
disolvente apolar anhidro y secadas a vacio). La ppPLAZ2 en estas condiciones se mostré
activa después de varias reutilizaciones sin una pérdida significativa en su capacidad
catalitica. Por otro lado, la inmovilizacién dc PLA2 sobre bolitas de vidrio de poro
controlado supuso un aumento en la velocidad de hidrélisis de unas 4 veces con respecto
a la actividad de la enzima suspendida en forma particulada. Dado que en un disolvente
orgénico las propicdadces del soporte pueden influir en la actividad catalitica de la enzima
adsorbida (Adlercreutz 1991), esta mayor aclividad de la enzima inmovilizada puede
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atribuirse tanto al incremento de 1a actividad del agua (recuérdese que el soporte es
hidrofilico) como a la disminucién de los problemas de difusién interna del
biocatalizador inmovilizado.

3.2. ACTIVIDAD SINTETICA (ACILANTE)DE PLA2 EN MEDIO
ORGANICO MONOFASICO

Los resultados previos, en particular la marcada inhibicién observada para la
reaccion de hidrdlisis a concentraciones moderadamente altas de sustrato y especialmente
la severa inhibicion que genera el producto LPC, llevan I6gicamente a reconsiderar las
condiciones experimentales de sintesis de PC mediada por PLA2 suspendida en un medio
de reaccién monofdsico anhidro empleadas previamente por otros autores, y que como se
menciond anteriormente no son en absoluto satisfactorias en términos de rendimiento de
reaccién (Pernas et al., 1990). Por ello. se realizé un andlisis sistemitico de la
influencia de una serie de variables con cl objeto de comprender mejor los requerimientos
de la actividad acilante de la PLA2 para discfiar las condiciones que mejoren ésta en
términos de velocidad y rendimiento de reaccion.

3.2.1. Efecto de la concentracién de LPC

El inserto de la Figura 3.6A muestra, a modo de ejemplo. las cinéticas de
esterificacion de dcido oleico y LPC catalizadas por ppPLAZ2 en (olueno anhidro, para
varias concentraciones de lisofosfolipido. Como puede apreciarse. las reacciones
proceden en todos los casos lentamente, aunque a mucha menor velocidad en los casos de
concentraciones de LPC moderadas y altas. En experimentos control en los que no se
afiadié enzima no se detecté formacién de PC ni en los ticmpos mds largos de
incubacién. De nuevo, cuando se representé la velocidad inicial de sintesis de fosfolipido
en funcién de la concentracién de LPC (a concentracion constante de dcido olcico) se
obtuvo una curva acampanada con un maximo de actividad alrededor de 7 mM de LPC
(Figura 3.6A). la cual muestra cémo la actividad acilante de la ppPLA2 estd fucrtemente
inhibida por la concentracién del. ahora sustrato, lisofosfolipido.
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Figura 3.6. (A) Variacién de la velocidad inicial de esterificacién de LPC y acido oleico
por la ppPLA2 con la concentracién del sustrato LPC en tolueno anhidro. La
concentracién del dcido oleico fue de 500 mM. El inserto muestra, a modo de
ejemplo, las cinéticas de acilacién para algunas concentraciones diferentes de

- LPC: (®) 3: (O) 7; (A) 30; y (A) 70 mM. PC* simboliza la fosfatidilcolina

) sintetizada. (B) Dependencia de la velocidad inicial de acilacién con la

concentracion de dcido oleico. La concentracién de LPC fue 5 mM.

et

De nuevo no resulta sorprendente que los intentos por ajustar los datos a
mecanismos de inhibicién complejos sugieran la participacién de varias moléculas de
sustrato (LPC en este caso). Por otro lado. en estas experiencias el rendimiento de la
conversion después de periodos largos de incubacién (ocho dias) refleja también un
comportamiento acampanado frente a la concentracién de LPC (por ejemplo, alrededor
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del 1% para 70 mM de LPC). Esto no es sorprendente dado que a elevadas
concentraciones dc LPC las reacciones de esterificacién se encuentran muy impedidas
cin¢licamente y lejos del equilibrio incluso tras una semana de incubacion (lo que se
comprobd en experiencias adicionales con muestras incubadas durante mas de un mes).
Sin embargo, en condiciones dptimas de sintesis (LPC 7 mM y 4cido oleico 500 mM)
se obtuvo ficilmente rendimientos de alrededor del 27%. que mejoran ampliamente los
obtenidos por Pernas et al., (1990), de tan sélo un 1.3 % usando también una PLA2 de
pancreas porcino suspendida en el mismo disolvente de reaccion.

Debido a la relativa semejanza estructural entre PC y LPC, se podria extender, para
el caso de la inhibicién por LPC en la reaccion de esterificacion, el razonamiento
expuesto anteriormente para la inhibicién por PC en la reaccién de hidr6lisis, aunque en
el caso de la acilacion el evento catalitico en si es 16gicamente ain mds complicado ya
que requiere la correcta disposicién y coincidencia de ambas moléculas de sustrato (LPC
y dcido graso) en la cavidad donde se ubica el centro activo de la enzima. Asi, también
podria pensarse en la existencia de una tendencia a formar agregados entre la LPC (con o
sin dcidos grasos) y residuos de proteina situados en las proximidades de la entrada a la
cavidad catalitica, y ademis Ia constante dieléctrica del tolueno anhidro es todavia menor
que la del cloroformo presaturado, lo que podria potenciar ain mds estas interacciones
entre los residuos proteicos y la cabeza polar de los lisofosfolipidos.

Una explicacién plausible para este fenémeno global de inhibicién podria buscarse
ambiciosamente, en la naturalcza peculiar tanto de la enzima como de los sustratos. De
hecho, se ha demostrado cn base a datos cristalogrdficos (Thunnisscn ef al., 1990: White
er al.. 1990: Scotl et al., 1991). la existencia en PLA2s de distintas fuentes de un
"estrecho” canal hidrofébico que flanquea el acceso de los sustratos hacia el sitio
catalitico que conticne ¢l Ca?*, situacion que debe esperarse que se mantenga en el medio
orgdnico cuasi-anhidro debido a la rigidez conformacional y a las evidencias de integridad
del centro catalilico en estos entornos obtenidos con otras enzimas (Fitzpatrick er al..
1993). Podria sugerirse que. a concentraciones de sustralo modcradas o altas. la
acumulacion de moléculas de sustrato compitiendo entre ellas por la entrada en el canal
(o impidicndo la salida del producto) podria generar un decrecimiento efectivo de la
velocidad de reaccion. Ademds, la rigidez de la proteina en ¢l ambiente anhidro pucde
imponer reslricciones geométricas estrictas para la entrada productiva de 1os sustratos en
orientacion adecuada a través del canal hidrofébico.

3.2.2. Efecto de la concentracién de acido graso

También se optimizaron las condiciones con respecto a la concentracién de dcido
graso, utilizando para ello dcido oleico (Figura 3.6B). Se obtuvo un rango éptimo de
concentraciones, entre 500 y 700 mM. Cuando se usé dcido oleico puro como medio de
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reaccién no se detectd sintesis de PC. Ademis, la reaccién es reversible como se
demostré por adicion de una pequeiia cantidad de dcido oleico radiactivo (un 1% de la
concentracién total de dcido) a muestras que se encontaban ya en el equilibrio
(conteniendo LPC 7 mM vy dcido oleico 500 mM, después de 10 dias de incubacién)
obteniéndose como resultado la aparicién de PC marcada radiactivamente, detectada
después de la separacion de lipidos en TLC y posterior autorradiografia de la placa,
comprobéndose ademis por HPLC que la concentracién total de PC antes y después de la
incubacidn con el oleico radiactivo no se mostraba incrementada.

3.2.3. Efecto de la temperatura

Debido en parte a los pocos estudios existentes acerca de la temperatura dptima
para la catdlisis enzimatica en medios predominantemente no acuosos (ver Khemelnitsky
et al., 1988 y Garza-Ramos er al.. 1990} y en parte a nuestra propia experiencia en la
reaccién hidrolitica, se pasé a estudiar el efecto de la temperatura de incubacién en la
reaccion de acilacién de LPC mediada por ppPLA2. Como puede verse en la Figura 3.7,
se encontrd un 6ptimo de temperatura alrededor de 50°C. Sin embargo, llevar a cabo las
reacciones a esta temperatura no supuso una mejora significativa del rendimiento
maximo respecto al rendimiento obtenido a temperatura ambiente. por lo que en general,
se trabajé a temperatura ambicnte con objeto de minimizar posibles evaporaciones de los
medios de reaccion.
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Figura 3.7. Efecto de la temperatura de incubacién sobre la velocidad inicial de
esterificacién de LPC y 4cido oleico catalizada por ppPLA2 en tolueno anhidro,
Las concentraciones dc LPC y dcido oleico fucron 5 y 315 mM,
respectivamente.
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3.2.4. Efecto de los disolventes organicos

Dado el conocido efecto de la naturaleza del disolvente sobre la velocidad de
reacci6n en medios orgdnicos en general, se comprobd la actividad acilante de la PLA2
en distintos disolventes orgdnicos anhidros tanto miscibles como inmiscibles con el
agua. Los resultados que aparecen en la Tabla 3.1 muestran cémo las velocidades de
reaccion mads elevadas (y también los mayores rendimientos, datos no mostrados) se
alcanzan en los hidrocarburos aromdticos, de acuerdo con los datos previos de Pernas ef
al., (1990). Sin embargo, en contraste con sus resultados, la PLA2 también demostré
ser activa en otros muchos disolventes (incluido el cloroformo) al optimizar las
condiciones de reaccion. ’

" Tabla 3.11: Velocidad inicial de esterificacion entre LPC y écido oleico mediada por
ppPLA2 en medios orgénicos monofisicosa.

log P mM-dia!l-mg!
n-Octano 4.50 0.88
Tolueno 2.50 4.50
Benceno 2.00 1.86
Cloroformo 1.97 0.31
Eter isopropilico 1.90 0.14
Alcohal tert-amilico 1.30 0.12
Eter etitico 0.85 0.42
Acetato de etilo 0.68 0.20
Tetrahidrofurano 0.49 0.14
Acetonitrilo -0.33 0.00
Dioxano -1.10 0.17

4Condiciones: todos los disolventes fueron anhidros (ver Materiales y Métodos). Las
concentraciones de LPC y 4cido oleico fueron 7 y 500 mM,
respectivamente.

Como cabria esperar, el descenso de actividad enzimatica se correlaciona
razonablemente con el aumento de 1a polaridad del disolvente (Zaks & Klibanov., 1988a).
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Cabe decir ademds que la presaturacion del tolueno con agua aumenté la velocidad de
esterificacion a costa de disminuir el rendimiento, lo que podria explicarse debido a que el
agua es un producto de la reaccidén que desplazaria el equilibrio desfavorablemente. Es
digno de resaltar que en benceno anhidro se obtuvo el mayor rendimiento, que llegé a ser
de hasta un 35%.

3.2.5. Efecto de la longitud de cadena y del grado de insaturacién
del acido graso

Como dltima variable del estudio de la capacidad de acilacién de la ppPLA2 se
consideré variar la naturaleza del 4cido graso incorporado. Con este propdsito, se
ensayaron bajo las condiciones 6ptimas descritas anteriormente 4cidos grasos saturados
que diferfan en la longitud de su cadena hidrocarbonada, asi como 4cidos grasos con la
misma longitud de cadena pero distinto grado de insaturacién. Los resultados en términos
de velocidades de esterificacion se resumen en la Figura 3.8, Curiosamente, para la serie
saturada la velocidad de esterificacién se redujo drasticamente con el incremento de la
longitud de cadena del dcido graso. siendo casi despreciable para el dcido estedrico. Sin
embargo, para esta misma longitud de cadena la introduccidn de una dnica insaturacion
(4cido oleico) convirtid al dcido graso en un sustrato mucho mds competente. Un
posterior incremento del nimero de insaturaciones (dcidos linoleico y linolénico) no
condujo a un cambio significativo en la velocidad de esterificacién. Finalmente, cuando
se usé como sustrato el éster etilico del dcido palmitico en lugar del propio dcido
palmitico no hubo sintesis delectable de PC después de varios dias de incubacion.

Estos resultados parecen consistenles con la interpretacion de que durante la
acilacién deberian coincidir las moléculas de LPC y de 4cido graso en la cavidad de la
enzima en el momento de la catdlisis. por 1o que puede ser 16gico pensar que cuanto mas
corta sea la cadena de 4cido graso con mayor facilidad podria darse la coincidencia
(espacio-temporal) con la LPC y por endc la catilisis, lo que parece verse apoyado por
los datos experimentales (Figura 3.8). De hecho, la velocidad de esterificacion para el
acido estedrico fue extremadamente lenta, 1o que podria explicarse en base a su longitud y
flexibilidad de cadena que podrian dificultar un cémodo desplazamiento a través del canal
hidrofébico que precede a la maquinaria catalitica del centro activo. En este sentido. la
introduccion de una o mds insaturacioncs en la molécula de 4cido graso. al aportar mayor
rigidez o inflexibilidad, podria esperarse que redujese las restricciones estéricas de paso
através del canal y potenciase la velocidad de sintesis, como de hecho parece ser el caso
(Figura 3.8).
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Figura 3.8. Comparacién de las velocidades iniciales de acilacién de LPC catalizada por
ppPLA2 en tolueno anhidro para diferentes dcidos grasos saturados e
insaturados: 4cide butirico (4:0); 4cido céprico (10:0); dcido miristico (14:0);
dcido palmitico (16:0); 4cido estedrico (18:0): 4cido oleico (18:1); 4cido
linoleico (18:2); y dcido linolénico (18:3). La concentracién de LPC usada fue 7
mM y la de los 4cidos grasos 500 mM.

Finalmente, merece la pena un breve comentario en lo referente a los rendimientos
de reaccién. Una visién comparativa de los intentos de sintesis de PC mediada por PLA2
deja entrever la dificultad de esta reaccién: asi, el rendimiento maximo de sintesis para
PPPLA2 en micelas reversas de AOT se situ6 en el 6% (Na ef al., 1990) y en un sistema
de enzima en suspension en el 1.3% (Pernas ef al.. 1990) (en este dltimo caso. la
concentracion de LPC utilizada para obtener el rendimicnto maximo fue de 70 mM en
tolueno anhidro). En nuestro caso, el rendimiento méaximo llegé a ser del 35%. lo que
supone un incremento de 6 y 27 veces con respecto a los sistemas micelar y
heterogéneo. respectivamente. Ya ha sido explicitamente comentado con anterioridad (Na
et al.. 1990), que las esterificaciones y transesterificaciones mediadas por PLA2 no son
tan ficiles como la conversidn de triglicéridos mediada por lipasas. Esta diferencia podria
deberse no s6lo a Ia restriccién estérica impucsta por cl canal de acceso al centro
catalitico de la fosfolipasa, sino también a las diferencias del mecanismo general de
catdlisis que tienen ambos tipos de enzimas (Waite 1985 y 1987). ya que en el caso de
las lipasas ¢l centro catalitico contiene una serina reactiva que no forma parte del centro
activo de las fosfolipasas. El presente trabajo muestra hasta qué punto puede ser
contraproducente intentar aliviar estas dificultades (como por ejemplo, en este caso, un
aumento indiscriminado de la concentracion de sustralo con objeto de desplazar el
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equilibrio de la reaccién en ¢l sentido de la sintesis) sin un andlisis sistematico del
comportamiento de la enzima,

Por otro lado, en cuanto a una posible relevancia fisiolégica de la capacidad
acilante de la PLA2, dado que las PLA2s celulares operan en las superficies de las
membranas donde la actividad del agua puede estar localmente disminuida, la cuestién de
si bajo ciertas condiciones estas enzimas pueden ciertamente catalizar reacciones de
transacilacién permanece abierta. En cualquier caso, esta aproximacion experimental en
medios con bajo contenido en agua también podria extenderse en el fuluro a la
evaluacion de la capacidad sintética (acilante o transacilante) de otras enzimas, capaces de
lievar a cabo sintesis de fosfolipidos independicnte de CoA y ATP (Gross & Sobel,
1982; Kramer & Deykin, 1983).

3.3. ACTIVACION DE ENZIMAS LIPOLITICAS

En los dltimos afios se han realizado grandes esfuerzos encaminados a aumentar la
actividad enzimdtica en medios orgdnicos, de los que cabe destacar 1a modificacién
quimica, la inmovilizacién. la ingenieria de proteinas y la ingenieria del medio.
Recientemente. se ha abierto una nueva via para potenciar la actividad biocatalitica en
estos medios conocida como impresién molecular. La impresion molecular que se

propone en este trabajo para enzimas lipoliticas se basa en la combinacién de dos
aspectos importantes, por un lado los cambios conformacionales (que implican un
incremento de la accesibilidad del sustrato y la induccién de una red catalitica mas
competente) asociados a la activacién de estas enzimas en interfases lipido/agua, y por
otro la rigidez conformacional drésticamente exaltada gue exhiben las proteinas en
medios con bajo contenido en agua.

3.3.1. Activacion de PLA2

Se comenzd por investigar la posibilidad de activar enzimas lipoliticas aplicando la
estrategia de impresion molecular a la PLA2, para ambas actividades enzimdticas
(desacilante y acilante) caracterizadas previamente en medio no acuoso. Para la
impresion, la enzima se incub6 en medio acuoso previo a la congelacién y liofilizacién
(ver Materiales y métodos) con anfifilos de variada naturaleza.

En un rastreo preliminar, se ensayaron diferentes detcrgentes aniénicos, catiénicos,
zwilteridnicos y no iénicos. asi como fosfolipidos sustrato tanto naturales como
sintélicos, de los que sc¢ tuvo que confirmar la solubilidad en los disolventes de lavado
con objeto de eliminar las moléculas molde en este proceso y con clio asegurarnos de su
ausencia en el medio orgdnico de reaccién. Para ¢l caso de la actividad desacilante. la
Figura 3.9A muestra, a modo de ¢jemplo, ¢l gran incremenio en la velocidad de reaccion
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para la hidrélisis de PC en cloroformo presaturado (reaccién modelo) cuando se usé la
PpPLA2 impresa en presencia de LPC o n-octil-8-D-glucopirandsido (n-0G) con relacién
a las correspondientes preparaciones de enzima control incubado previamente en agua en
ausencia de detergente alguno en el medio.
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Figura 3.9. Comparacién del efecto de la impresién molccular en las cinéticas de las
reacciones de desacilacién y acilacién catalizadas por ppPLA2 en medio no
orginico. {A) Hidrélisis de PC (5 mM) en cloroformo presaturado con agua
usando enzima no impresa (simbolos vacios, diferentes experimentos) y
enzima impresa con LPC 3 mM (®) o con n-OG 40 mM (M). (B) Sintesis de
fosfatidilcolina mediada por ppPLA?2 a partir de LPC 30 mM vy écido oleico 500
mM en tolueno anhidro, usando la enzima no impresa (O) o impresa con LPC 3
mM (@). Deliberadamente en este caso, dado que el anfifilo molde empleado era

también sustrato de la reaccién no fue requerido el proceso de lavado para
eliminar la molécula impresora,
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Por lo que respecta a la reaccion de acilacién, se examinaron las consecuencias de
la impresion de la ppPLA2 en la sintesis de fosfatidilcolina usando la esterificacién de
LPC y 4cido oleico en tolueno anhidro como reaccién modelo. Esta reaccion, como se
ha visto, estd fuertemente inhibida para concentraciones de LPC moderadas y altas,
hecho que al menos parcialmente puede deberse a ese acceso restringido del sustrato al
centro activo de la enzima a través del estrecho canal hidrofébico al que se ha hecho
referencia anteriormente. La Figura 3.9B muestra c6mo esta inhibicion puede aliviarse
significativamente usando la ppPLA?2 impresa con LPC en lugar de Ia enzima sin
tratamiento de impresién previo.

3.3.1.1. Efecto de la concentracion de anfifilo

Seguidamente, se investigé la dependencia de la respuesta de la ppPLA2 en medio
orgénico a la impresién en funcién de la concentracién de detergente en agua, para la
reaccion hidrolitica modelo. De acuerdo con nuestra hipGtesis de trabajo, debido a que la
activacion de las enzimas lipoliticas tiene lugar en presencia de interfases anfifilo/agua,
deberia observarse un incremento en ¢l factor de activacion (FA. definido como Ia
relacion de velocidades iniciales en disolvente orgdnico para las enzimas impresa y no
impresa) al sobrepasarse la cmc. La Figura 3.10A muestra la variacién del grado de
impresion de la ppPLA2 en funcién de la concentracién de n-OG (cmce en el rango de
milimolar) en el medio acuoso tamponado. donde puede apreciarse el esperado
incremento una vez superado el valor de concentracién correspondiente a la cmc. Este
efecto, en cambio, no pudo apreciarse en el caso en que se usé como molécula impresora
la LPC (Figura 3.10B) ya que su cmc se sitfia en el rango de micromolar, aungque la
activacion encontrada fue también saturable a concentraciones suficientemente por
encima de la emc. Una inspeccion mis detallada de 1a curva si gmoide obtenida para el n-
OG revela una capacidad nada despreciable de los monémeros de detergente para imprimir
la enzima. No es extraiio que esto ocurra ya que los mondmeros del anfifilo podrian
unirse al sitio activo de la enzima pudiendo de alguna forma "ajustar” su conformacién
de un modo similar a lo que ocurre con las proteasas impresas con un inhibidor
competitivo (Russell & Klibanov, 1988: Stahl e af.. 1990 y 1991). aunque de cualquier
forma la activacién (impresion) observada a concentraciones premicelares es claramente
menor que la producida cuando las interfases estdn presentes.
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Figura 3.10. Variacién de la respuesta de impresién de la ppPLAZ con la concentracién en
la disolucién acuosa de anfifilos-molde no hidrolizables: (A) n-OG, y (B)
LPC. La flecha indica el valor de la cmc. La reaccién modelo seguida para el
cdlculo de las activaciones en medio no acuoso fue Ia hidrélisis de PC 5 mM en
cloroformo presaturado.

Para seguir profundizando en el estudio de este fendmeno se utilizaron como
moléculas impresoras sustratos hidrolizables por la PLA2, organizados como micelas o
como liposomas. La Figura 3.11 muestra la dependencia del factor de activacién con la
concentracion de fosfolipido en el tampén acuoso, tanto en el caso de micelas formadas
por la diheptanoil fosfatidilcolina (nétese el incremento en la activacién a partir de la
cmc) como de pequefias vesiculas unilamelares (SUV) de PC. En estos casos, se
comprobé por HPLC la composicion de fosfolipidos en el disolvente anhidro de lavado.
encontrandose no sélo sustratos sino también productos de la hidrélisis, lo cual
verificaba que la enzima habia sido literalmente congelada mientras se encontraba
actuando macroscépicamente sobre el sustrato. Asi, se puede proponer razonablemente
que la conformacion de la fosfolipasa impresa puede corresponder a, o estar
estrechamente relacionada con la de Ia enzima "cogida en el acto". A este respecto, es
interesante destacar que la enzima mostré un cambio conformacional en su espectro de
dicroismo circular al incubarla con SUV (2 mM en PC) en las mismas condiciones que
se usaron en su impresion (Figura 2.2), lo que podria correlacionarse con la unién de la
enzima a la interfase lipidica. Por otra parte, ya que la ppPLA2 sélo presenta un residuo
de triptéfano en su sccuencia y que éste se halla situado en ta zona de unién a la interfase
lipidica, se registré la anisotropia de fluorescencia (r) del Trp de la ppPLA2 en
disolucién cn ausencia y en presencia de distintas concentraciones de fosfolipido,
observindose un aumento de los valores de este parametro similar al del FA de la Figura
3.11 para el mismo rango de concentraciones de PC.
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Figura 3.11. Variacién de la respuesta de impresién de la ppPLA2 con la concentracién de
anfifilos-molde hidrolizables: SUV de PC (Q) y micelas de diheptancil PC (®).
La flecha vertical indica el valor de la emc para la diheptanoil PC. En este caso
la reaccién modelo para el cilculo de las activaciones en el medio orgénico
también fue la hidrélisis de PC 5 mM en cloroformo presaturado.

3.3.1.2. Optimizacién de 1a molécula impresora y de la calidad
interfacial

Debido a que los sustratos de la reaccién catalizada por la enzima se habian
revelado como las mejores moléculas impresoras, se pasé a variar la naturaleza y forma
de agregacion de estas moléculas. Asi, se comprobd que las vesiculas de PCs naturales 0
de mezclas de PCs puras (L-DMPC:L-DOPC relacién molar 1:1) resultaron mds
eficientes que las formadas por una sola especie pura (ver Figura 3.12). Este
comportamiento podria justificarse en base a los conocimientos actuales de que la
activacién de la ppPLA2 estd estrechamente vinculada a la microhetereogeneidad
topoldgica de la matriz lipidica de la membrana (Mouritsen & Biltonen, 1993), es decir,
que la penetracion (y consiguiente actividad) de la enzima cn la interfase parece facilitada
por imperfecciones (por ejemplo mal emparcjamiento de los fosfolipidos que enfrentan
sus cadenas hidrocarbonadas en la bicapa) o por formacién de dominios lipidicos. Por
otro lado, cuando se imprimi6 la ppPLA2 con SUV de L-DPPC (enantiémero sustrato
de 1a enzima) o D-DPPC (no sustrato) se encontraron claras diferencias en los valores del
factor de activacién observados. siendo ¢l valor del FA para el enantidémero que no es
sustrato de la enzima de Gnicamente 4-5 (Figura 3.12).
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Figura 3.12, Dependencia del Factor de Activacién de la pPpPPLA2 con la composicién de
las vesiculas en el tampén previo a la liofilizacién. En todos los casos la
concentracién de fosfolipido fue de 2 mM. Los lioprotectores usados fueron
lactosa (10 mM) o sorbitol (100 mM). También se mcluye el incremento de
activacién obtenido al afiadir PC sustrato (2 mM) a micelas del Triton X-100 (8
mM).

Los resultados anteriores sugieren una correlacién muy interesante entre la
"calidad" de una vesicula de fosfolipido como sustrato para la enzima y su capacidad
impresora. Parece evidente que la mera presencia de una interfase lipido/agua o en general
anfifilo/agua no es condicién suficiente para obtener una impresi6n razonable sino que se
debera tener en cuenta la calidad interfacial del anfifilo. De hecho, al afiadir a micelas de
Triton X-100 (actuando como "diluyente neutro") una pequefia proporcién de PC
(porcentaje molar del 20%) se consiguié un considerable aumento del valor del FA,
incluso mayor que el obtenido imprimiendo con SUV de PC a la misma concentracion
molar dc fosfolipido (Figura 3.12). A este respecto, es tentador asociar la modesta
impresion que se obtiene con micelas de Triton X-100 sélo y el incremento notable de
activacion al afiadirle PC a las micelas, con los dos pasos propuestos por Peters ef al.
(1992) para explicar la activacién de la ppPLA2 en disolucién. Estos aufores postulan
un cambio de conformacion inicial cuando la enzima se une a una interfase micelar de un
diluyenic no sustrato, y la adquisicién de una conformacion cataliticamenlte activa
(formada por una extensa red de puentes de hidrégeno) cuando se une a la interfase que
conliene un sustrato o inhibidor compctitivo (ver Figura 1.5a). De acuerdo con esto, ha
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la interfase y la unién de un inhibidor al centro catalitico de la enzima dispucsta en una
interfase son dos procesos distinguibies e incluso independientes (Maliwal 7 al., 1994),
lo que hace sugerir a estos autores que el efecto primario de union de la enzima a una
interfase aumenta su afinidad intrinseca hacia ligandos que se unen directamente al centro
catalitico. Lo que en nuestro caso podria traducirse en que la unién de la PLA2 a las
micelas de Triton X-100 (que actuaria, por su mayor concentracion molar, a modo de
"diluyente" interfacial) aumentaria la afinidad de la enzima por la PC, observindose un
FA mayor en las muestras impresas con micelas de Triton X-100:PC (4:1) (Figura 3.12
derecha) que en las impresas tinicamente con SUV de PC (Figura 3.12 izquierda), ain a
pesar de que como se ha indicado, en ambas muestras la concentracién molar en
fosfolipido es la misma.

3.3.2. Activacion de lipasas

El siguiente paso consistié en investigar la generalidad del fenémeno de la
impresién molecular de enzimas lipoliticas basada en activacion interfacial. Para ello, se
analizé la capacidad de varias lipasas para ser impresas, de forma similar a como se habia
hecho con la ppPLA2, usando distintas reacciones de esterificacién en disolventes
apolares anhidros, como reacciones modelo para los ensayos no acuosos. En las
reacciones se utilizaron 4cidos grasos de cadena larga saturados e insaturados y alcoholes
alifdticos primarios y secundarios de cadena mediana, aliciclicos y aromaticos. algunas
relativamente impedidas. con objeto de evaluar mejor la activacién generada por la
impresién molecular; de hecho, al ensayar reacciones de esterificacién con lipasa
pancreatica porcina (ppL) control ¢ impresa, se verificé que para un alcohol dado, el
factor de activacién obtenido con un dcido de cadena corta fue menor que para dcidos de
cadena mds larga (resultados no mostrados). La Figura 3.13 muestra ejemplos
representativos del marcado incremento en la velocidad de sintesis de varios éstercs
obtenido por impresién de ppL con n-OG, con respecto a su control no impreso (notese
en algunos casos la actividad cnormemente exaltada de la lipasa activada en comparacion
con la velocidad practicamente marginal de su correspondiente control, sin que cHo
implique necesariamente un comportamiento anomalo de las muestras no impresas ya
que los controles llegaron a producir rendimientos de mds del 90% tras 75 horas de
incubacién). En el caso particular de un alcohol relativamente impedido estéricamente
como podria ser el alcohol bencilico (Figura 3.13C). se alcanzé un valor d¢ FA dc casi
dos 6rdenes de magnitud.
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Figura 3.13. Comparacién de cinéticas de esterificacién entre distintos alcoholes y 4cidos
grasos en medio organico catalizadas por ppL no impresa (sfinbolos vacios) e
impresa con n-OG 40 mM (simbolos rellenos). (A) Acido estedrico (50 mM) y
I-hexanol (100 mM) en tolueno anhidro (circulos); 4cido oleico y 7-hexanol
(ambos 100 mM) en n-hexano anhidro (tridngulos). Concentracidén de ppL 10
mg/mL. (B) Esterificacion de 4cido oleico con J-pentanol (cfrculos) o0.2-
pentanol (tridngulos), (todos 100 mM) en n-hexano anhidro. Concentracién
-de ppL 25 mg/mL. {C) Esterificacién de icido oleico y alcohol bencilico
(circulos) o ciclohexanol (tridngulos), (todos 100 mM) en n-hexano.
Concentracién de ppL 25 mg/mL. Para comparar, se muestra la cinética de
esterificacién entre 4cido oleico y alcohol bencilico en las mismas
condiciones, pero catalizada por la misma cantidad de ppL inmovilizada sobre
bolitas de vidrio de poro controlado Q).
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Merece ser deslacado que la ppL impresa. en forma particulada, al ser ensayada en
la esterificacién de alcohol bencilico con dcido oleico en n-hexano anhidro, se mosiré
significativamente mds activa que la misma cantidad de enzima no impresa pero
inmovilizada (y por tanto monodispersa) sobre un soporte poroso (ver Figura 3.13C).
Este resultado elimina la posibilidad de un efecto inespecifico de las moléculas
impresoras actuando meramente como “espaciadores” de las enzimas en el momento de la
liofilizacion. v

Ademis de en las reacciones de esterificacion, la ppL impresa también exhibid una
notoria poténciacién de su velocidad de reaccién con relacién a la enzima no impresa, al
ensayar una reaccién modelo de transesterificacion (entre tripalmitina y 4cido oleico) en
n-hexano anhidro (resultados no mostrados).

Cuando se utilizaron otros anfifilos para imprimir la ppL (aparte del n-OG, el cual
resultd ser una de las mejores moléculas impresoras) o mezclas de €stos, rutinariamente
a concentraciones moderadamente por encima de sus respectivas cmc, se comprobé que la
respuesta de activacion de la lipasa puede ser generada por una variada seleccién de
anfifilos (Figura 3.14), aunque no parece inmediato racionalizar la selectividad observada
en términos de naturaleza o carga de las interfases.
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Figura 3.14. Optimizacién del anfifilo impresor para la ppL. La concentracién de los
anfifilos en el tampdn acuoso fue 5, 40, 3, 2, 20, 2, 13 y 6 mM para AOT, n-
OG, LPC, fosfolipido en micelas mixtas de PC, DTAB, SUV de PC, SDS. y TX-
100, respectivamente. La reaccién modelo seguida en disolvente orgénico fue
la esterificacién de dcido oleico y /-hexanol (ambos a 100 mM) en n-hexano,
siendo la concentracién de ppL en todos los casos de 10 mg/mL. También sc
incluye ¢l resultado de la incorporacién de distintos lioprotectores al tampdén
de liofilizacidn, como la sacarosa o el sorbitol {ambos al 2 %).
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Una vez comprobado el efecto de la impresion molecular de la ppL con varios
detergentes o mezclas lipido-detergente, se seleccionaron algunos de ellos para extender el
estudio a ofras lipasas cuyas estructuras cristalograficas eran conocidas. Asi. se demostro
que las lipasas de Rhizomucor miehei (RmL), de Candida rugosa (CrL) y de Geotricum
candidum (GcL) también podian ser activadas con diferentes anfifilos, aungue exhibiendo

diferentes preferencias por éstos (Figura 3.15).
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Figura 3.15. Comparacién de la activacién generada en las lipasas RmL, CrL y GcL por
distintos anfifilos. Las concentraciones de los anfifilos en el tampén acuoso
fueron de 5, 40 y 2 mM para el AOT, el n-OG y fosfolipido en micelas mixtas
de PC/TX-100, respectivamente. La reaccién modelo seguida fue la
esterificacién de 4cido oleico y /-hexanol (ambos a 100 mM) en n-hexano
excepto en el caso de GeL donde el disolvente de reaccidn fue iso-octano. Las
concentraciones de enzima en polvo utilizadas fueron 60, 10 y 20 mg/mL para
RmL, CrL y GcL, respectivamente,

Recientemente, se ha publicado la estructura tridimensional de una CrL cristalizada
en ausencia de inhibidor alguno, correspondiente aparentemente a una conformacion
"abierta” o activada de la enzima. lo cual se ha atribuido a la presencia de un porcentaje
relativamente elevado de disolvente orgédnico en el medio de cristalizacién (Grochulski ef
al.. 1993 ). Mds recientemente todavia, este grupo de investigacién ha conseguido
cristalizar y resolver la estructura de una forma "cerrada” de esta misma lipasa, lo que ha
permitido comprobar que la diferencia principal entre ambas conformaciones de Ia enzima
€s una rolacion de la solapa que cubre la entrada al centro activo de casi 90°, pasando de
estar dispuesta sobre la superficic de la protcina a extenderse casi perpendicularmente a
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ésta (Grochulski er al., 1994). En este sentido. es tentador pensar que los resultados que
aqui se presentan de CrL activada y no activada puedan corresponder a dos estados
conformacionales distintos de la enzima en polvo: uno (control) presumiblemente
"cerrado” obtenido por liofilizacidn de la enzima desde un tampdn en ausencia de anfifilo
alguno, y otro (impreso) probablemente "abierto™ obtenido por liofilizacion desde una
disolucién micelar. Merecen destacarse, por otra parte, los bajos valores de FA obtenidos
para la GcL en comparacién con los proporcionados por otras lipasas parecen
consistentes con la consabida dificultad para "abrir" su solapa y poder cristalizar la
enzima en su conformacion activada (Schrag ef al., 1991 y Schrag & Cygler, 1993).
Asi, la GeL impresa que aqui se presenta podria presumiblemente representar la primera
forma manejable activada (no cristalizada), de esta enzima. Por 1o que respecta a la RmL,
también son ficilmente asignables las formas no activada y activada con el modelo de
activacion interfacial propuesto para esta enzima en base a su estructura nativa (Brady et
al., 1990) y su estructura cristalizada en presencia de inhibidores (Brzozowski er al.,
1991; Derewenda ef al., 1992). Finalmentce, en ¢l caso de lipasas pancredticas también se
han mostrado diferencias conformacionales entre la enzima cristalizada como un
complejo lipasa-procolipasa libre en disolucion (van Tilbeurgh et af.. 1992) y en el
mismo complejo pero cocristalizada en presencia de micelas mixtas de fosfatidilcolina y
sales biliares. Estas diferencias implican también cambios en la disposicién de la solapa
que permiten la unién de un fosfolipido al centro activo de la enzima; ademas de
interaccionar con la procolipasa. la solapa abicrta provoca cambios conformacionales en

el centro activo que conlribuyen a crear el conocido "agujero” oxianiénico (van

Tilbeurgh et al.. 1993). En nuestro caso. se podria pensar que no se requiere la presencia
de esta procolipasa para obtener la forma activada de 1a enzima (posiblemente con su
solapa abierta) debido a que su presencia sélo es inexcusable en el caso de que estén
presentes sales biliares en el medio.

Finalmente, con respecto a la influencia de la impresién molecular sobre la
enantioselectividad de las lipasas. se verificé. usando una reaccién modelo de
esterificacion mediada por CrL entrc L- o D-mentol y dcido ldurico en /so-octano,
previamente descrita por Lokotsch er al. (1989), que la enzima impresa con n-OG
éxpen'menlé un considerable incremento de actividad hacia el isomero L- (isdmero
preferido por la enzima) sin pérdida apreciable de su enantiodiscriminacion,

3.3.3. (Activacion interfacial o lioproteccién enzimatica?

Se ha documentado ampliamente que la ufilizacién de ciertos aditivos
(lioprotectores) a los tamponces de liofilizacién permite en gencral reducir o prevenir ¢l
grado de desnaturalizacion enzimdtica cn cl proceso de liofilizacion (para una revision
reciente, ver Arakawa ef ¢l., 1993). Este hecho ha sido aprovechado recientemente por
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diversos grupos para lograr potenciar la actividad de varias enzimas (incluidas lipasas) en
medios organicos (Lamare ef al., 1992; Adlercreutz, 1993; Dabulis & Klibanov. 1993).
Aunque el fenémeno general de lioproteccién, mas bien inespecifico, no puede ser
totalmente descartado en nuestro protocolo de impresién molecular para enzimas
lipoliticas, se disefiaron una serie de experiencias encaminadas a reafirmar que la
principal contribucion a la activacion observada implica realmente la adquisicién de una
conformacidn de la enzima permanentemente activada mientras no se cxponga la proteina
al efecto "flexibilizante” del agua. En este sentido, cuando las enzimas se liofilizaron en
presencia de lioprotectores tales como lactosa, sacarosa o sorbitol (lioprotectores
cominmente usados en la bibliografia), no se observaron incrementos significativos en
la velocidad de reaccidn en el caso de la ppPLA2 para las reacciones modelo antes
descritas (hidrdlisis o sintesis), y en el caso de la sintesis de ésteres catalizada por ppL se
incrementd la velocidad de reaccién tan sélo entre 2 y 3 veces lo que se encuentra en el
rango de valores alcanzado por otras lipasas (Lamare ef a/., 1992; Adlercreutz, 1993;
Dabulis & Klibanov, 1993), .

Adcmas. con el objeto de dilerenciar los posibles procesos de lioproteccion y de
impresion molecular basada en la activacién interfacial de enzimas lipoliticas, se
comprobd ¢l efecto de eslta metodologia en enzimas que no sufriesen proceso de
aclivacioén interfacial alguno. como podrian ser las proteasas. Con este objeto, se ensayd
en a-quimotripsina y subtilisina una reaccién modelo de transesterificacion entre el éster
etilico de un N-acetil aminodcido y el 7-butanol en n-octano anhidro (Fulcrand et al.,
1991). comprobdndose que las proteasas no pudieron ser activadas en las condiciones
Optimas de impresion para las enzimas lipoliticas.

. También cabe recordar en este momento que el efecto de activacién por impresion
de la ppPLA2 con los enantiémeros L- y D-DPPC muestra claras diferencias entre ellos
(Figura 3.12), aunque es de esperar, evidentemente, que ¢l efecto inespecifico de
lioproteccion de ambas moléculas fuera totalmente indistinguible.

Por otro lado, aunque las enzimas impresas mantuvieron su actividad después de
semanas dc almacenamicnto ¢n seco a 4°C, la "memoria” inducida por la impresion
molecular fue completamente eliminada por contacto con el agua: cuando ambas
muestras de ppPLA2 control e impresa. después de haber sido lavadas exhaustivamente
con un disolvente anhidro, se redisolvicron en un tampén apropiado a 4°C en ausencia de
anfifilos, sc volvieron a liofilizar y se ensayaron c¢n medio orgdnico, exhibieron
précticamenic idéntica actividad, lo cual puede ser ficilmente explicado por una "pérdida"
de la conformacidn inducida, causada por el disolvente acuoso. Este dltimo resultado
también se comprobd de forma similar en el caso de la ppL.

Alternativamente, se disefid una experiencia concrela en la que se pudiese
demostrar que la "memoria” de ligando inducida en la enzima, podia ser borrada
gradualmente por la presencia de agua en el medio orgénico de incubacién de la proteina.
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Asi, al ir incrementando progresivamente el contenido de agua en el medio de reaccion,
la mayor flexibilidad conformacional permitida a la enzima podria traducirse en una
pérdida de memoria. Para ello se escogio deliberadamente una reaccién hidrolitica
catalizada por la ppL en un medio orgdnico miscible con agua, como es la hidrdlisis de
trioleina en iso-propanol. El hecho de elegir una reaccién hidrolitica se debe, entre otras
razones, a que en el caso de usar las reacciones sintéticas modelo para lipasas, como el
agua es un producto de la reaccion, se hubiese podido afectar desfavorablemente el -
equilibrio de la reaccion. La Figura 3.16 muestra la disminucién de los valores de FA
para la reaccidn modelo consecuentemente con el aumento del porcentaje de agua en ¢l
medio de reaccion.
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Figura 3.16. Eliminacién de la "memoria” inducida por las micelas de n-OG en la ppL. en
funcidn del porcentaje de agua en el medio de reaccidn. La reaccién modelo
segmda fue la drélisis de trioleina (10 mM) en iso-propanol. La
concentracién de lipasa (ppL) en polvo utilizada fue de 20 mg/mL.

3.3.4. Induccion de actividad fosfolipasa en lipasas

Recientemente s¢ ha descrito (Hjorth er al., 1993) la presencia de actividad
fosfolipasa en una lipasa pancredtica de cobaya (guinea pig, gpL) que estructuralmente
presenta una diferencia importante con respecto a su homéloga ppL y a otras lipasas
pancredticas de mamiferos. Esta variacién radica en que presenta una solapa truncada o
"mini-solapa” que convierte a su centro activo en permanentemente accesible al medio.
Como diferencia funcional, esta lipasa ademds de mostrar actividad fosfolipasa no
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presenta activacion interfacial. Todo ello nos lievd a comprobar el efecto de nuestra
estrategia de impresion molecular sobre esta enzima tan peculiar. Significativamente y
como cabria esperar de acuerdo a nuestra hipdtesis de trabajo. la impresion de gpL con n-
OG en condiciones éptimas di6 un valor de FA claramente menor que en el caso de la
ppL. cuando ambas lipasas se ensayaron en la esterificacién de dcido oleico y 7-hexanol
en n-hexano anhidro (datos no mostrados). Mis aiin, cuando se ensay6 la actividad de la
gpL en la hidrélisis de fosfolipidos (Figura 3.17), se pudo apreciar una ligera activacién
de la enzima impresa, probablemente debida a un reajuste inducido, mas competente. de
la red catalitica del centro activo. De hecho, dada la reducida dimension, casi testimonial,
de esta mini-solapa, se ha apuntado que ésta no deberia jugar un papel esencial con
respecto a la actividad fosfolipasa de la enzima (Carriere ef al.. 1994).
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Figura 3.17. Comparacidn de las cinéticas de la reaccién de hidrélisis de PC (en
cloroformo presaturado) catalizada por gpL no impresa (O), e impresa con n-
OG 40 mM (®). La muestra enzimitica (5 mg/mL) se optimizé en un tampén
Tris-HC1 10 mM pH 7.5 NaCl 0.15 M previo a la liofilizacién.

Con estas premisas se pensd. con prospeccién de futuro, en la posibilidad de
inducir en otras lipasas actividades tipicamente fosfolipasa. Asi, con lipasas activadas
por impresién con detergentes o con lisofosfatidilcolina, producto de la reaccidn
hidrolitica ensayada, se han podido obtencr excelentes aclivaciones. La Figura 3.18
muestra, a modo de ejemplo, las cinéticas de la reaccion modelo de hidrélisis de
fosfatidilcolina en cloroformo presaturado catalizada por dos lipasas distintas, la ppL y
una lipasa de Rhizopus delemar., donde puede obscrvarse la activacion (espectacular en el
caso de la RdL) obtenida respecto a las enzimas control. En este ejemplo. se podrian
justificar parcialmente los largos tiempos de incubacién precisados en base a las
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diferencias que mucstran ambos tipos de enzimas (lipasas y fosfolipasas) en sus
mecanismos de reaccion. como se ha expueslo anteriormente, y en la topologia de su
magquinaria catalitica,

40 60

Tiempo (horas)

Figura. 3.18. Comparacién de la activacién generada en las lipasas RdL y ppL (ambas a 30
mg/mL) por dos anfifilos distintos, LPC (3 mM) y n-OG (40 mM),
respectivamente. para la hidrélisis de fosfatidilcolina en cloroformo

presaturado. (O) RdL no impresa: (®) RdL impresa con LPC 3 mM; (A) ppL no
impresa y (A) ppL impresa con n-OG 40 mM.

3.3.5. (En qué se basa Ia activacién de enzimas lipoliticas?

Tomados globalmente, todos estos resultados apoyan la hipétesis inicial de que la
estrategia de impresion molecular basada en la activacién interfacial de enzimas
lipoliticas, pueda consistir en la induccién y retencién permanente en ambientes anhidros
de una conformacién activada (“atrapada” cinéticamente) presumiblemente similar a Ia
adquirida en su activacién interfacial en medio acuoso. Se puede especular
razonablemente que este fenémeno podria implicar dos tipos distintos de cambios en las
enzimas lipoliticas: i) una reduccion de las restricciones de accesibilidad que puedan
encontrar los sustratos en las enzimas no impresas, derivada del desplazamiento de la
solapa en el caso de las lipasas. o de un presumible reordenamiento del canal hidrofébico
de entrada al centro catalitico en el caso de la PLA2; y ii) un ajuste, inducido por ligando
(anfifilo), de la red catalitica del centro activo para dar lugar en la enzima impresa a una
topologn’a mds competente y producliva en relacién a la enzima no impresa.
Obviamente. la contribucién de cada factor a la impresién deberfa depender de la
naturaleza y particularidades tanto de las enzimas lipoliticas como de los anfifilos usados




RESULTADOS Y DISCUSION 68

como molde. El Esquema 3.2 ilustra graficamente la estrategia de impresion molecular

propuesta.

enzima
soluble

lipasa incubada con
interfases anfitilicas

i) congelacion y liofilizacion
if) lavado del anfifilo con
disolvente anhidro y secado

enzima
activada

Esquema 3.2. llustracién esquemdtica de la estrategia general de impresién molecular
basada en la activacién interfacial de enzimas lipolilicas particularizada para
el caso de una lipasa tipica. Se muestran los hipotéticos cambios
conformacionales (que implican tanto a la solapa como a la red catalitica)
sufridos por una lipasa en disolucién incubada en presencia de interfases
anfifilicas en medio acuoso. En a) y b} la enzima se encuentra en solucién
acuosa pero en distinta conformacién. En c) la enzima se halla impresa en
una conformacidn "abierta”, siendo por tanto una lipasa activada, utilizable
en ambientes no acuosos.
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En conclusién, la impresién molecular basada en activacién interfacial (IMAI)
representa una aproximacion racional a la ingenieria de las enzimas lipoliticas en
ambientes no acuosos. nueva y prometedora. Es versitil, proporciona en condiciones
Gptimas una notoria potenciacién de la actividad catalitica y parece que puede extenderse
a otras enzimas (se disponc ya de resultados alentadores con otras lipasas de estructura
tridimensional todavia no resuelta). A pesar de que obviamente esta metodologia merece
una exploracién més a fondo con vistas a evaluar todo su potencial, estos resultados
permiten- vislumbrar numerosas implicaciones potencialmente importantes tanto desde
un punto de vista basico como aplicado. En primer lugar, la estrategia que se plantea
supone una metodologia sencilla para disponer de una forma manejable de enzimas
lipoliticas en una conformacidn activada; recientemente se ha propuesto que pueden
usarse cristales de enzimas entrecruzadas (principalmente proteasas) como
biocatalizadores robustos en ambientes tanto acuosos como no acuosos (St. Clair &
Navia, 1992). Asumiendo que esta metodologia en el futuro pudiese ampliarse al caso de
las lipasas para obtener cristales entrecruzados de formas activadas de éstas. la
aproximacion que se propone en este trabajo ofrece mayor simplicidad y rapidez en la
generacién de muestras activadas y manejables, para uso en medios de bajo contenido
acuoso. Por otro lado, puede considerarse una aproximacion interesante dentro de la
ingenieria del medio de reaccidén (complementaria a la ingenieria de proteinas) que
permite extender la especificidad de las lipasas (especialmente para los sustralos grandes)
en ambientes con poca agua. al ensanchar el drea de acceso al centro activo por
desplazamiento de solapa; cabe destacar que este objetivo (ampliar la especificidad para
sustratos grandes) se ha conseguido en el caso de la lactato deshidrogenasa por ingenieria
de proteinas, mediante un ensanchamiento de la vacuola catalitica de la enzima (Wilks er
al., 1992). En el caso de lipasas, la estrategia que se presenta podria representar una
opcién comoda para generar enzimas mds eficientes hacia sustratos voluminosos
insolubles en agua, siempre que se utilicen en medios no acuosos. En este contexto,
podria ser también factible extender la estrategia de la impresién molecular a otros tipos
de enzimas con Iébulos méviles o lazos flexibles (Kempner, 1993) en las que se conozca
que el control de la actividad pueda depender de "deformaciones estruclurales” que
involucren a estas estructuras.

Incluso cabe la posibilidad de que la IMAI estimule y sirva de guia para la
aplicacidn a otras proteinas asociadas a membranas (no necesariamente lipasas). 1o que
constituye una posibilidad excitante dado el gran repertorio de enzimas conocidas que
actdan en las interfases lipido/agua.

Finalmente. los resullados sugieren que las lipasas pueden haberse estado
utilizando en la mayoria de los casos por debajo de sus posibilidades en las aplicaciones
biotecnoldgicas no acuosas. Teniendo en cuenta ¢l alcance de su uso [alrededor de la
cuarta parte del total de enzimas usadas a nivel industrial son lipasas (Harwood, 1989;
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Faber & Franssen, 1993)], especialmente en medios de bajo contenido acuoso, y la
continua ampliacién del espectro de enzimas tanto naturales como recombinantes, las
oportunidades que brinda la impresién molecular basada en la activacién interfacial
{opcionalmente en sinergismo con la ingenieria de proteinas) deberian ser
convenientemente explotadas y encauzadas hacia el futuro.




4. Conclusiones

En primer lugar, se ha explorado por primera vez, de una forma sistemitica. el
comportamiento de la fosfolipasa A, de pancreas porcino (ppPLA2) en medios organicos
monofdsicos con bajo contenido en agua. Se ha investigado c6mo pucden modular las
actividades tanto desacilante como acilante de la enzima un nimero determinado de
variables, encontrindose varios resultados interesantes e inesperados, entre los que cabe
destacar como mds relevantes, para la ppPLA2 en un entorno con agua restringida. los
siguientes: (i) es severamente inhibida por moderadas concentraciones de fosfolipidos
sustrato y producto, lo que tiene implicaciones importantes, particularmente
concernientes a su actividad sintética; (ii) exhibe una notable alteracién de su selectividad
hacia la cabeza polar de los sustratos con relacién a la que muestra en los medios
acuosos; y (iii) presenta una discriminacion exquisita entre 4cidos grasos de distinta
longitud de cadena y grado de insaturacién cuando los esterifica con LPC. Ademds. estos
resultados se han utilizado para optimizar la eficacia sintética de la enzima en medio no
acuoso obteniéndose un incremento del rendimiento en la sintesis de PC de cerca de
treinta veces con respecto a los datos aportados previamente por ofros grupos.

En segundo lugar, se ha desarrollado una estrategia innovadora, que denominamos
impresién molecular de enzimas lipoliticas basada en activacién interfacial (IMAI), para
la optimizacion racional de estas enzimas en medios no acuosos. Esta estrategia explota
de forma combinada (i) la conocida exaltacion de la rigidez conformacional de las
proteinas en medios anhidros y (ii) los cambios conformacionales, entérminos de
incremento de la accesibilidad de sustrato y de induccién de una red catalitica més
competente, asociados a la activacién de la enzima en las interfases lipido/agua, para
generar formas manejables y activadas (atrapadas cinéticamente) de las enzimas
lipoliticas. Los resultados obtenidos con diferentes lipasas, racionalizados en base su
conocimiento estructural actual, muestran que la IMAI representa un método sencillo y
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versitil para producir biocatalizadores notablemente mds eficientes, que pueden llegar a
generar, en condiciones Gptimas, potenciaciones de la velocidad enzimatica de hasta dos
6rdenes de magnitud. Por otro lado, este protocolo parece potencialmente aplicable a un
vasto repertorio de enzimas. Ademis, la aplicacidn de esta estrategia puede producir un
considerable beneficio practico teniendo en cuenta la gran profusién del uso de lipasas
(posiblemente infrautilizadas en muchos casos) para aplicaciones biotecnolégicas en
numerosas bioconversiones en medios no acuosos, incluyendo las catilisis en fluidos
supercriticos y en fase gaseosa.
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