Articulos

La promiscuidad catalitica de CaLB y su potencial en sintesis
organica

Guadalupe J. Santoyo-Canchola?®; José D. Rivera-Ramirez®*
aPrograma de Doctorado en Ciencias en Procesos Biotecnoldgicos. Departamento de
Ingenieria Quimica, Centro Universitario de Ciencias Exactas e Ingenierias, Universidad
de Guadalajara, Blvd. Marcelino Garcia Barragan 1421, Guadalajara, Jalisco, México
44430.
b_aboratorio de Quimica Farmacéutica departamento de Famacobiologia, Centro
Universitario de Ciencias Exactas e Ingenierias, Universidad de Guadalajara, Blvd.
Marcelino Garcia Barragan 1421, Guadalajara, Jalisco, México 44430.
*domingo.rivera@academicos.udg.mx

Resumen

La lipasa CalLB es empleada actualmente en una amplia variedad de transformaciones organicas y
condiciones de reaccion que van desde sustituciones nucleofilicas en el acilo, adiciones tipo Michael
y formacién de enolatos, cada una con la posibilidad de operar a nivel de quimio-, regio- y
estereoselectividad, en medios acuosos y no acuosos. Estos niveles de reactividad y tolerancia de
condiciones tienen su origen en la capacidad de la enzima en reconocer grupos carbonilo y poder
estabilizar los oxianiones y enolatos correspondientes a cada tipo de transformacion, asi como su
estabilidad en disolventes y temperaturas superiores a las fisioldgicas.

Palabras Claves: CalLB, promiscuidad catalitica, sintesis organica, adicion de Michael, reacciones

no convencionales.

Abstract

The CalLB lipase enzyme is currently utilized in a wide range of organic transformations and reaction
conditions. These include nucleophilic acyl substitutions, Michael-type additions, and enolate
formation, each offering the potential for chemo-, regio-, and stereoselectivity, and can operate in
both aqueous and non-agqueous media. This versatility and ability to tolerate varying conditions stem
from the enzyme's capacity to identify carbonyl groups and stabilize the oxyanions and enolates
required for each type of transformation, as well as its stability in solvents and at temperatures higher
than physiological ones.

Key Words: CalB, catalytic promiscuity, organic synthesis, Michael addition, unconventional
reactions
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Introduccion

La promiscuidad catalitica se observa cuando
una enzima realiza transformaciones sobre
sustratos organicos no naturales en medios
acuosos o no acuosos. Con este concepto se
ha podido explicar como las enzimas pueden
tolerar y transformar diferentes grupos
funcionales y sustratos. Esto no implica
modificaciones en la naturaleza reactiva de la
enzima (una técnica conocida como evolucion
dirigida de proteinas), sino que los sustratos o
condiciones de reaccion tolerados por una
enzima “promiscua” aun satisfacen un rango
especifico de su capacidad catalitica como
conectividad de grupos  funcionales
especificos, propiedades estereoelectrénicas
y/o naturaleza de los estados de transicion
(Choi et al., 2001; Dwivedee et al., 2018).

Una de las enzimas mas Utiles en la sintesis
organica es la isoenzima B de la lipasa
Candida antartica (CaLB, nombrada
recientemente como Moesziomyces
antarcticus), que pertenece a la familia de las
a/B-hidrolasas. Muchas lipasas se obtienen de
levaduras como Candida lipolitica, Candida
antarctica y Candida rugosa; la més versatil se
obtiene de la levadura basidomycetus de
Candida antarctica la cual se encontré en el
suelo hipersalino del lago Vanda en la
Antartida cuando se buscaban enzimas
extremofilas para usarse en detergentes. Este
organismo produce dos isoenzimas, la Ay la
B, las cuales difieren en cantidad de residuos.
CalLA presenta activacion interfacial, es Ca*?—
dependiente y méas termoestable que CalLB.
CalLA muestra poca promiscuidad catalitica,
pero se ha reportado que es la Unica que
puede resolver alcoholes terciarios impedidos
estericamente, mientras que CalLB es mas util
en ésteres no naturales (Monteiro et al.,
2021). NOVO® ofrece preparados de ambas
enzimas las cuales se sobreexpresan en
Aspergilus oryzae como organismo huésped.
CalLB esta constituida por 317 aminoacidos
con una masa molecular de 33 KDa y un
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plegamiento a,B3-hidrolasa; es mas rigida que
otras lipasas y no presenta el fendbmeno de
activacion interfacial, lo cual la hace un
intermediario entre una lipasa y una esterasa,
sin embargo se ha reportado que su sitio
catalitico puede adoptar conformaciones de
diferentes dimensiones, lo que provoca cierta
selectividad de algunos sustratos
(Ganjalikhany et al., 2012). Tiene un rango de
desactivacion de 50 a 60°C y hasta 80°C en
formas inmovilizadas, ademas es resistente y
activa en disolventes organicos y a diferentes
actividades de agua (Tjagrnelund et al., 2023).

La estructura del sitio activo de esta enzima
fue elucidada por Uppenberg (1994, 1995),
mide de 12 A de profundidad y 10 A de
diametro, aproximadamente. Este sitio se
divide en regiones de acuerdo con su funcion
en el reconocimiento de las caracteristicas
estructurales, reactivas o quirales de los
sustratos (Figura 1). Asi, en el fondo del hueco
se encuentran la triada catalitica (A; Aspal87,
His224, Serl05) y el sitio oxianidnico (B;
GIn106, Thr 40). Las regiones que contribuyen
al acomodo de los dos sustratos son la region
del acilo (C; Leul40, Leul44), donde los
sustratos acilo acomodan su cadena lateral y
la region del alcohol (D; Leu278), por donde
entra el segundo sustrato para deacilar a la
enzima. Esas dos regiones surgen
paralelamente del fondo del sitio a la
superficie y estan separadas por dos cadenas
hidrofobicas (E; 1le189 e 1le285). Una cavidad
pequefia (F; Trpl04) da origen a la
estereoselectividad; en la cual el sustituyente
corto del enantidmero mejor reconocido se
acopla bien; este residuo precede a la serina
activa y forma un puente de hidrégeno desde
el &omo de nitrégeno de su indol hasta el
oxigeno de la histidina. El resto de los
residuos son sitios hidrofébicos que dan
estructura al sitio catalitico (G; Vall190,
Vall54, Aspl34, GInl157; Alal4l, Thrl38,
Ala151, Ser, 150, Ala287, Val286) (Btaszczyk
& Kietbasinski, 2020).



lleqgg

.

A

Aspigz, Hiszzs,
Seryos

~
\

D

Leuysg

Trpaos
B

Thryg

(o3
Leu4o, Leuyyy

G

Valygo, Valiss, ASPi3a,
Glnys7, Alaygq, Thrygg,
Alasy, Serysg

E

llesgs

G
Alaygz, Valygg

Figura 1. Topologia del sitio catalitico de CaLB

El entendimiento de la capacidad sintética y
catalitica de las enzimas y en especial de las
lipasas cuando se emplean fuera de sus
condiciones o de sus sustratos naturales
sigue siendo un é&rea de oportunidad.
Actualmente no es posible afirmar que la
aplicacion de enzimas en transformaciones
organicas es un tema totalmente optimizado
como para emplearse como tecnologia en
todos los campos productivos como la
industria de los alimentos, la farmoquimica o
la de quimicos finos. De esta area de
oportunidad surge la inspiracion de proponer
la presente revisién, para poder brindar a
quimicos sintéticos, biocataliticos y
biotecnélogos, informacién que nos permita
entender mas y mejor a las enzimas, a las
lipasas y en especial a CalLB.

Reaccién natural 'y promiscua |[:
Mecanismo de sustitucién nucleofilica en
el acilo

La funcion del sitio oxianiénico es acoplarse a
los sustratos carbonilicos naturales o no
naturales y estabilizar su par de electrones;
también estabiliza los electrones en estados
de transicion en las especies oxianiénicas en
reacciones naturales o promiscuas. La triada
catalitica por su parte tiene la capacidad de
llevar a cabo dos mecanismos importantes
dependiendo de si la reaccion es natural o
promiscua.
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La transformacion “natural” de esta enzima
cumple con las caracteristicas cinéticas de un
mecanismo bi-bi-ping-pong y desde el punto
de vista quimico se trata de una sustitucion
nucleofilica en el acilo (SnA; Figura 2A). Este
mecanismo ha sido ampliamente estudiado y
comprobado en diversos sustratos;
actualmente es posible encontrar que existen
tres descripciones que basicamente operan
bajo la misma maquinaria catalitica: a) a
través de un intermedio switteriénico, b) un
mecanismo concertado y c¢) el mas aceptado,
a través de un intermedio neutro (Lima et al.,
2019). En este Ultimo mecanismo, los tres
aminoacidos de la triada catalitica trabajan
juntos y el grupo hidroxilo de Serl05 es
activado por Aspl87 e His224 para realizar
una sustitucion nucleofilica en el sustrato y
formar un intermedio acil-enzima unido
covalentemente (también llamado intermedio
de Michaelis o producto de catdlisis covalente,
Figura 2A: Al, A2 y A3). Si se agrega un
segundo sustrato nucledfilico (A4), el
intermedio acil-enzima se sustituye para
formar un producto de SnA, también llamado
aducto 1,2, producto de nucleolisis o en su
caso producto de solvolisis. En esta segunda
transformacion, la diada Aspl87 e His224
extrae el hidrégeno del nucledfilo y restaura al
grupo hidroxilo en Ser105, que regenera la
triada y libera el producto (A5).
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Figura 2. Tres mecanismos de transformacion de CaLB: A: Transformacién natural: SyA; B: Adicion de Michael y
C: formacion de enolatos

En la reaccién natural de esta enzima el
primer sustrato corresponde a tri-acil-
gliceroles y el segundo a agua, por lo que la
reaccién global es la hidrélisis de tri-acil-
gliceroles. Su uso en sintesis es debido a que
el mecanismo SnA tiene su versién promiscua
al conservarse cuando se usan sustratos no
naturales como ésteres, acidos carboxilicos y
anhidridos, empleando como nucledfilos
alcoholes, aminas, agua o tioles y se ha
empleado para formar polimeros y productos
farmacéuticos. Dicho mecanismo también se
conserva cuando se emplean condiciones
como solucién acuosa, disolventes organicos
o0 liquidos supercriticos. También puede
operar a nivel de reconocimiento quiral, por lo
que se ha aprovechado para resolver mezclas
racémicas de sustratos carbonilcos, o de
segundos sustratos nucleofilicos como
alcoholes o aminas (Gotor-Fernandez et al.,
2006).
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En la Figura 3 se observan ejemplos de
reacciones de hidrolisis (Figura 3A) (Velonia
et al., 2005), esterificacion y
transesterificacion (Figura 3B) (Lima, et al.,
2022, Lau et al.,, 2004 Yu & Lutz, 2011) y
amindlisis (Baldessari & Mangone, 2001.
Conde et al., 2000. De Zoete et al.,, 1996.
Garcia et al., 1993. Gill & Patel, 2006) (Figura
3E), algunas de las cuales son regioselectivas
(Lavandera et al., 2004), y quimioselectivas
(Garcia et al., 1994). Se han reportado
polimerizaciones via esterificacion (Figura 3C
y 3D) (Garcia-Arrazola et al., 2009. Mei et al.,
2003)y conservacioén de la actividad hidrolitica
en liquidos i6nicos (Campoddnico et al.,
2023), una variedad de disolventes (Zieniuk et
al., 2020) o incluso en sinergia con MOFs
(Zhang et al., 2022).
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Figura 3. Ejemplos de reacciones de sustitucién nucleofilica en el acilo catalizadas por CaLB. A: hidrélisis, B, C y D:
esterificacion, E: amindlisis.

El mecanismo SnA se ha empleado en la
resolucion de mezclas racémicas de
carbonilos y nucledfilos. Mecanisticamente,
esta enzima sigue la regla de Kazlauskaz
(Kazlauskas et al., 1991; Bornscheuer &
Kazlauskas, 2009). Respecto a carbonilos
racémicos, se resuelven ésteres via hidrolisis
(Ortega-Rojas, 2019) amindlisis (Aoyagi et al.,

Hidrolisis

B\ o cas By o .
RMOMe H20 R/\)kOMe
Amindlisis

"NH O
RMOH

2004; Garcia-Urdiales et al., 1999; De Zoete
et al., 1993), transesterificacion (Cuiper et al.,
1999 ; Flores-Sanchez et al, 2005) y
desimetrizacion (Figura 4) (Lopez-Garcia et
al., 2003; Puertas et al., 1996; Sanchez et al.,
1999). Se ha demostrado que en la resolucion
de ésteres, la amindlisis es mas eficiente que
la hidrdlisis.
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Figura 4. Ejemplos de resolucién de ésteres catalizada por CaLB
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Respecto a la resolucién de nucledfilos, los
mas recurrentes son las aminas y los
alcoholes. Asi, las aminas se han resuelto via
acetilacion (Spelmezan et al., 2020Campos et
al., 2000; Gedey et al., 1999: Gonzalez-Sabin
et al., 2002: Gonzéalez-Sabin et al., 2004,
Goswami et al., 2005; Sigmund & DiCosimo,
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2004), amindlisis de acidos (Irimescu & Kato,
2004; Prasad et al.,, 2005), amindlisis de
esteres (Alfonso et al., 1998; Fitz et al., 2005;
Luna et al., 2002; Paivio et al., 2012; Pozo et
al.,, 1992; Pozo & Gotor, 1995) y resolucion
cinética dinamica (Figura 5) (Choi et al., 2001;
Paetzold & Backvall, 2005).
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Figura 5. Ejemplos de resolucién de aminas quirales inducida por CalLB

En la resolucion de alcoholes quirales la
transformacion mas recurrente es la
acetilacion (Henke et al., 2002; Rotticci et al.,
2008). Con esta metodologia se han resuelto
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alcoholes aciclicos, ciclicos y desimetrizacion
de alcoholes proquirales. Otra metodologia
util es la resolucién via transesterificacion
(Figura 6) (Ottosson et al., 2002).
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La resolucidbn mecanoquimica empleando
CalLB es un ejemplo de como la catalisis
enziméatica tiene compatibilidad técnica con
dispositivos que pudieran ser agresivos desde
el punto de vista estructural de los

biocatalizadores. No son pocos los ejemplos
donde ha sido posible resolver farmacos
(Pérez-Venegas et al., 2018, 2020 y 2022),
aminas (Péres-Venegas, et al. 2017) vy
alcoholes (Frigs, et al., 2016) (Figura 7).
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Figura 7. Ejemplos de resolucién mecanoquimica empleando CalLB

Reaccidn promiscua Il: Adicidon de Michael de algun intermedio sustrato enzima y se ha

propuesto que el residuo Ser105 no participa

Se han descrito dos reacciones promiscuas
adicionales en el sitio de CaLB, la adicion de
Michael (adicién 1,4) (Figura 2B) y la reaccion
alddlica (Figura 2C). Ambas transformaciones
se logran sin catdlisis covalente o formacion
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en estas transformaciones (Torre et al., 2004;
Strohmeier et al., 2009).

Las adiciones de Michael son posibles debido
a que el sitio oxianionico puede deslocalizar el
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par de electrones del aceptor de Michel,
formar una carga parcial positiva en posicién
B y un anolato, y entonces enlazar al donador
de Michael (Figura 2B: B1 y B2). La funcion de
la diada catalitica (Aspl87-His224) es
intercambiar el hidrégeno del donador al
carbanion a y asi completar la transformacion
para liberar el aducto de Michael (Figura 2B:
B3 y B4). Gotor ha aportado importantes
evidencias de que este mecanismo en
particular puede operar con sustratos no
carbonilicos (Torre et al., 2004).

0
HN™ O NG
L, =B R

Los ejemplos de catalisis de la adicion de
Michael con CalLB son adiciones de aminas
secundarias a acrilonitrilo, aldehidos vy
esteres, asi como formacién y adicion de
enolatos (Cai et al., 2011; Strohmeier et al.,
2009) a aldehidos, cetonas, esteres aq,(3-
insaturadas y nitros a,B-insaturados para
formar enlaces C-C. Se ha documentado
también la adicién de peroxidos a aldehidos
a,B-insaturados, adicion de tioles y sulféxidos
a cetonas a,B-insaturadas (Madalinska et al.,
2012) y adicion de bencilamina a crotonato de
metilo (Priego et al. 2009) (Figura 8).
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Figura 8. Adiciones de Michael catalizadas por CaLB

Se ha observado que la reaccion de adicion
aza-Michael es quimimoselectiva entre la
formacién B-aminoesteres y amidas cuando
se emplean acrilatos y bencilamina (Figura 9).
En estos sistemas ha sido posible demostrar
que las adiciones tipo Michael catalizadas por
CalLB tienden a favorecerse en disolventes
apolares y las aminolisis en disolventes
polares. El uso del disolvente adecuado
utilizando como criterio de selectividad su
polaridad puede ser una herramienta Gtil para

RZ O
o
o R’

Rzykowle * Ph” ONH, * CalB

predecir la quimioselectividad de la reaccion
gue llevara a cabo CalLB (Priego et al., 2009 ;
Rivera-Ramirez et al., 2015 ; Steunenberg et
al., 2013). Nazarian y Arab también estudiaron
la influencia del disolvente en la adicion Aza-
Michael mediante la sintesis quimio-
enzimatica de 2-(2-benzoilhidrazinil)
succinato de dietilo empleando benhidrazida y
maleato de cis-dietilo catalizada por CalLB.
(Figura 10) (Nazarian & Arab, 2022).
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Figura 9. Quimioselectividad en las adiciones de Michael catalizadas por CaLB
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Reaccion promiscua lll: Formacién de

enolatos

Debido a que CalLB cataliza adiciones tipo
Michael, es posible inferir que estas
transcurren a través de la formacion de un ién
enolato el cual es neutralizado por la
incorporacion de un hidrégeno por parte de la
diada Aspl87-His224. Casi al inicio del
descubrimiento de la promiscuidad de esta
enzima se indag6 si podria operar como una
aldolasa (Figura 2C), lo cual se demostro
posteriormente, sin embargo los rendimientos
han sido tan bajos comparados con los
obtenidos con otras enzimas que, esta funcion
no se considera demasiado util para
emplearse en sintesis (Branneby et al., 2004;
Dwivedee et al., 2018; Li et al., 2008)

En reacciones de tipo aldol catalizadas por

CalLB (Figura 2C), la funcion de la diada
Aspl87-His224 es extraer el hidrogeno a del

DPE

o / CalB R

/\OJ\R2 + R'SH

DMF

CalLB

0 o)
CalLB Ph)J\ITIH Pr
HN Pr

o)

Figura 10. Sintesis quimio-enzimatica de 2-(2-benzoilhidrazinil)succinato de dietilo empleando benhidrazida y maleato de
cis-dietilo catalizada por CaLB

sustrato para que entonces el sitio oxianionico
estabilice al enolato (Figura 2C1y 2 C2). La
adicion alddlica a un segundo grupo carbonilo
liberara el nuevo producto que ahora contiene
un nuevo enlace C-C (Figura 2C3 y 2C4). El
mecanismo propuesto por Branneby (2004),
sugiere que la  histidina debe ser
desprotonada para poder ser activada,
funcionando como un catalizador acido-base
general para posteriormente proceder con la
reaccién (Svedendahl et al., 2008, Patti et al.,
2022).

Reacciones
convencionales

promiscuas no

Las reacciones no convencionales, se deben
a la reactividad intrinseca de la enzima con
grupos  carbonilo que  reactivamente
interaccionan con otras funcionalidades. Un
ejemplo es la adicion a dobles enlaces de
tioles (Figura 13) (Lou et al., 2008).

)\ (@]
's O)J\RQ

R'=Bn, n-Bu, Cy,Hys
R, = CH3, n-Pr, n-hexilo

0O

R1S\/\O)J\R2

Figura 13. Adicién a dobles enlaces catalizada por CalLB.

También ha sido reportada la actividad de
epoxidacion de CalLB en alquenos cortos,
ademas de ser empleada en la produccion de
epoxidos mediante la generacion de
peroxiacidos y su uso en apertura de anillos
de epoxidos, convirtiéndola en una gran
alternativa para la reaccion de epoxidacion
directa (Galmés et al., 2021; Svedendahl et
al., 2008).
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Svedendahl et al., (2008) han propuesto un
mecanismo para la epoxidacién directa de
aldehidos a,B-insaturados catalizada por
CalLB Ser105Ala mutante (Figura 11), con la
cual la reaccion procede mediante
epoxidacion indirecta, concluyendo que al
igual que en otras reacciones, el bolsillo
oxianion estabiliza la molécula mientras el
residuo His224 funciona como un catalizador
acido-base (Svedendahl et al., 2008).
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Figura 11. Reaccion de epoxidacioén directa de un aldehido a,B-insaturado catalizada por CaLB Serl105Ala mutante.

Entre las reacciones no convencionales
catalizadas por CalLB que han sido reportadas
se encuentra ademas la reaccion de aza-
Diels-Alder, reaccion de importancia en la
sintesis de derivados de 2-azabiciclo [2.2.2]
octano, componentes analogos de
anestésicos locales. Yin et. al. (2017),
evaluaron los efectos de diferentes variables

Ph<
N

I
Ph)\H

diendfilo

)OJ\ +

Ph” "H Ph—NH,

de reaccién, tales como pH, temperatura,
disolvente empleado, uso de aditivos,
concentracion de los sustratos por mencionar
algunos, sobre el rendimiento de la reaccion

de aza-Diels-Alder, con el propésito de
optimizar las condiciones de reaccion
empleando aldehidos arométicos como

sustratos (Figura 12) (Yin et al., 2017).

0]
0]
dieno H ‘\\Ph +
CalLB —N.
Ph

Figura 12. Reaccion aza-Diels-Alder de tres componentes catalizada por CaLB

Conclusiones

CalLB cataliza una gran variedad de
reacciones que podrian considerarse no
convencionales gracias a su conocida
promiscuidad catalitica. Dicha flexibilidad se
debe a que es capaz de reconocer en su sitio
catalitico sustratos carbonilicos y promover
las reacciones que competen a estos, ademas
de que esta enzima es compatible con
disolventes y una variedad de condiciones de
reaccion, facilitando dichas reacciones
quimicas.

Gracias a esta propiedad, CalLB ha sido
ampliamente usada en la sintesis de
compuestos organicos con alto valor afiadido,
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como productos farmacéuticos y quimicos
finos, por mencionar algunos.

Se ha demostrado ademas que las
alteraciones enfocadas en el sitio activo de la
enzima pueden aumentar mas su eficacia y
especificidad hacia ciertas reacciones, como
lo han demostrado estudios sobre las
reacciones de adicion aldélica empleando
CalLB Serl105Ala mutante.

En resumen, la promiscuidad catalitica del
CalLB muestra un gran potencial para
expandir los limites de la sintesis organica y
proporcionar una herramienta poderosa y
versatil para la creacion mas eficiente y
sostenible de nuevos compuestos quimicos.
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