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RESUMEN

TiTU!_O: PREDICCION DE LA ENANTIOSELECTIVIDAD DE LA LIPASA CANDIDA
ANTARCTICA B EN MEZCLAS RACEMICAS DE PROPANOLOL.*

AUTOR:YORGUIN L. VILLARREAL SOLANO, MARIO A. BARON RODRIGUEZ,
CRISTIAN BLANCO TIRADO**

PALABRAS CLAVES: ENANTIOSELECTIVIDAD, ESTADO DE TRANSICION,
COMPUTACIONAL, PROPANOLOL.

El propanolol es un medicamento utilizado en tratamientos cardiovasculares como
bloqueador beta-adrenérgico. Este amino-alcohol presenta quiralidad. ElI S-propanolol
tiene actividad beta-bloqueante mientras el R-propanolol provoca efectos secundarios. De
esta manera, se hace necesario desarrollar un método de separacién de estos
enantibmeros.

La reaccion de acetilacibn de compuestos organicos utilizando lipasas es una de las
mejores opciones. De esta manera, es importante desarrollar un modelo para predecir
mediante técnicas computacionales la acetilacion enantioselectiva del (R/S)-propanolol
mediante la lipasa Candida antarctica B (CALB).

Primero se realizé docking molecular rigido y flexible en agua y tolueno de las etapas de
absorcion del sustrato en el sitio activo de la lipasa, i.e. el (R/S)-propanolol en el sitio
activo de la CALB esterificada (Ser105) y el (R/S)-propanolol acetato en la CALB nativa.
Posteriormente se evalud el perfil energético de la reaccién para cada enantidmero
(acetilacion e hidrdlisis ya que las enzimas son catalizadores reversibles). Se optimizaron
los intermediarios tomando exclusivamente el centro activo y se determinaron los estados
de ftransicion, para posteriormente evaluar la cinética (constantes cinéticas) vy
termodinamica de reaccion.

Los resultados en docking evidencian que en agua se presentan conformaciones
productivas con el propanolol acetato — sitio activo de la CALB nativa. Las interacciones
propanolol — sitio activo de la CALB esterificada evidencian solo interacciones
electrostaticas. En tolueno solo se encontraron conformaciones productivas para el R-
propanolol acetato.

El perfil de la reaccion indicé que en agua la CALB es cinéticamente favorable para la
hidrélisis del R-propanolol acetato, siendo coherente con resultados experimentales. En
tolueno se obtuvo que cinéticamente la reaccion es enantioselectiva con el enantiomero S
(acetilacion e hidrolisis), sin embargo la reaccion controlada termodinamicamente es
preferente con el enantiémero R.

Este modelo es solo el comienzo para prever la enantioselectividad de lipasas para
resolver mezclas de amino-alcoholes quirales, ya que los resultados pueden ser
comparables con datos experimentales.

*Proyecto de grado

** Universidad Industrial de Santander, Facultad de Ciencias, Escuela de Quimica, Director Dr.
Cristian Blanco Tirado.
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ABSTRACT

TITTLE: PREDICTION FROM CANDIDA ANTARCTICA LIPASE B ANTIOSELECTIVITY
IN RACEMIC MIXTURES OF PROPANOLOL*

AUTHOR: YORGUIN L. VILLARREAL SOLANO, MARIO A. BARON RODRIGUEZ,
CRISTIAN BLANCO TIRADO

KEY WORDS: ENANTIOSELECTIVITY, TRANSITION STATE, COMPUTATIONAL,
PROPRANOLOL.

DESCRIPTION:

Propranolol is a drug used in cardiovascular treatments like as a B-adrenergic blocker.
This amino-alcohol shows chirality. S-propranolol has B-blocker activity while the R-
propranolol provokes secondary effects. In this way, it’s necessary to develop a method to
resolve these enantiomers.

The acetylation reaction of organic compounds using lipases is the one of the best options.
It is important to develop a model to predict through computational techniques the
enantioselective acetylation of (R/S)-propranolol using Candida Antarctica lipase B
(CALB).

First rigid and flexible molecular docking was carried out in water and toluene from the
absorption stages of substrate on the lipase’s active site, i.e. (R/S)-propranolol on the
CALBcsterified (Ser105) active site and (R/S)-propranolol acetate on the CALB 4. Later the
energetic profile was evaluated for each enantiomer (acetylation and hydrolysis because
the enzymes are reversible catalyzers). The intermediates were optimized by taking only
the active site, and the transition states were determined to evaluate later the kinetic and
thermodynamic properties of the reaction.

Docking results show that in water the propranolol acetate-CALB, .. active site
conformations are productive. The propranolol-CALBg.ifies active site interactions show
only electrostatic interactions. Productive conformations for R-propranolol acetate were
found only in toluene.

The reaction profile in water indicated that CALB is kinetically favorable for the hydrolysis
of R-propranolol acetate, this is in accord with experimental results. In toluene it was found
that kinetically the reaction is enantioselective with the S enantiomer (acetylation and
hydrolysis), but if the reaction is controlled by thermodynamics the R enantiomer is
preferred.

This model is a preliminary way to predict the enantioselectivity of the lipases in order to
resolve racemic mixtures for chiral amino-alcohols, because the results can be compared
with experimental data.

*Degree project
** Santander Industrial University, Science Faculty, School Chemistry, Director Dr. Cristian Blanco
Tirado.
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INTRODUCCION

El propanolol es un medicamento utilizado en tratamientos cardiovasculares como
bloqueador de receptores beta-adrenérgicos para controlar la hipertensién [1,2]. El
propanolol es sintetizado y administrado como mezcla racémica debido a que es
un compuesto quiral. El S-propanolol es un potente antagonista de los receptores
beta-adrenérgicos [3], mientras que el R-propanolol no lo es; mas aun, el R-
propanolol provoca problemas bronquiales, ansiedad, constipacidon y espermicidio.
Por tal razon, es importante la administracion del S-propanolol como compuesto
enantioméricamente puro [4,5].

Uno de los métodos, quizas el mas eficiente, para obtener compuestos
enantioméricamente puros es mediante la resolucion cinética de mezclas
racémicas [6]. Esto ocurre debido a que la velocidad de reaccion de los
enantidmeros es diferente ante un reactivo homoquiral, i.e., la resolucion cinética
ocurre cuando kg # ks (k= constante cinética de la reaccion)[7].

Las lipasas, por su alta enantioselectividad, son utilizadas en la industria
farmacéutica para la resolucion cinética de mezclas racémicas de ésteres y
alcoholes [8]. El procedimiento se lleva a cabo a través de reacciones
enantioselectivas de transesterificacion o hidrdlisis.

Las etapas de la transesterificacion son bien conocidas, sin embargo el
mecanismo por el cual la lipasa es altamente enantioselectiva aun se desconoce.
Con miras a entender como es el mecanismo, a nivel molecular, de la resolucién
cinética de la mezcla racémica del propanolol utilizando la lipasa Candida
Antarctica B (CALB) [9] se propuso estudiar: i) La absorcién del (R/S)-propanolol
en la enzima esterificada y del éster de (R/S)-propanolol en la enzima libre
utilizando docking molecular [10] y ii) La reaccién de transesterificacion del (R/S)-
propanolol en el centro activo de la CALB mediante la teoria del estado de
transicion, utilizando métodos semi-empiricos para la optimizacion de geometrias

y para la determinacién de estados de transicion.
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Con el objeto de establecer las bases moleculares de la resolucion cinética de la
mezcla racémica del (R/S)-propanolol mediante el uso de la CALB, nuestro estudio
se enfoco en describir las interacciones entre el propanolol y el centro activo de la
lipasa, definir la coordenada de reaccién (complejo enzima esterificada-sustrato «—
estado de transicion 1 <« intermediario tetraédrico <« estado de transicion 2 <
complejo enzima-producto) y determinar las constantes cinéticas de reaccién para

el proceso de transesterifcacion propuesto.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Desarrollar un modelo tedrico que describa la resolucion racémica de propanolol,
utilizando la lipasa Candida Antarctica B (CALB) como catalizador en medio
acuoso y tolueno

Objetivos especificos

Determinar por mecanica molecular y métodos semi-empiricos la
estereoespecificidad de la lipasa sobre el (R/S) propanolol en medio acuoso y

tolueno.

Determinar una aproximacion del estado de transicion de cada reaccion por

métodos semi-empiricos (PM6).

Determinar las constantes cinéticas de reaccion para cada uno de los sustratos,

por medio de la teoria del estado de transicion.
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1. MARCO TEORICO

1.1. Quiralidad

La quiralidad esta involucrada en un gran numero de procesos bioldgicos. Un
compuesto quiral esta constituido por uno o mas atomos, principalmente carbonos,
que presentan sustituyentes diferentes. Si los sustituyentes se reorganizan de
diferente manera generan un estereoisdémero, i.e., isémeros no superponibles. Si
estos estereoisdbmeros son imagenes especulares se clasifican como

enantiomeros (Figura 1) [11].

C'300H ('BOOH
C C
HoN” “ R R” 2 NH,
A A
Enanti-mero R Enanti—mero S

Figura 1. Enantiémeros, imagenes especulares no superponibles.

Debido a la alta enantio-selectividad inherente en la mayoria de los procesos
biologicos que involucran proteinas, acidos ribonucleicos, lipidos y glucdsidos
quirales, es muy poco probable que los enantiomeros de una molécula quiral
posean la misma interaccién con los centros activos y por ende el mismo efecto
bioldégico. Mientras un enantiomero tiene un efecto especifico, su homélogo puede
no presentar actividad biolégica en absoluto o, peor aun, puede presentar efectos

adversos.

En algunos casos, no obstante, la quiralidad de los medicamentos no constituye
un factor determinante en la actividad de las drogas. Por ejemplo, el S-ibuprofeno,
un antiinflamatorio no esteroideo, se comercializa con su enantiomero el R-

ibuprofeno. La mezcla racémica, es decir, 50% del S-ibuprofeno y 50% de R-
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ibuprofeno, se distribuye porque el R-ibuprofeno es un compuesto inactivo v,
ademas, el ibuprofeno sufre inversion quiral en el organismo. En este caso, la
administracién del la mezcla racémica no presenta contraindicaciones. Sin
embargo, en muchos otros casos el enantidmero de una molécula con funcién
especifica resulta toxico [12]. El primer caso completamente documentado es el de
la talidomida en forma racémica. Esta droga era comunmente utilizada para aliviar
los sintomas asociados a mareos y nauseas en las mujeres embarazadas. Sin
embargo se demostré muy rapidamente que causaba efectos teratogénicos en los
hijos recién nacidos de pacientes bajo su influencia. A comienzos de los 60 se
demostrdé que el responsable de este efecto era el enantiomero S del farmaco [13].
Desde entonces el desarrollo de nuevas drogas involucra la separacion de los
diferentes enantidmeros de las sustancias con actividad farmacéutica. Como
vemos a continuacion el propanolol es un caso atractivo para desarrollar modelos

de separacion racémica, que permitan mejorar sus cualidades farmacéuticas.

El propanolol

SAE
®

Figura 2. Propanolol

El propanolol, farmaco beta-bloqueante no selectivo, bloquea la accion de la
epinefrina en los receptores 1 y 2-adrenérgicos [1,2]. Soélo el S-propranolol es
un potente antagonista de los receptores adrenérgicos, mientras que R-
propranolol no lo es [3]. Mas aun, este ultimo puede causar asma bronquial,
ansiedad, nerviosismo, constipacion o espermicidio. Aunque los efectos adversos
en el organismo humano estan bien documentados, el propanolol se sigue
administrando en forma racémica en el tratamiento de la hipertension [4]. Por esta
razon, diversos grupos de investigacion han intentado desarrollar metodologias
eficientes que permitan la separaciéon de estos enantidmeros con el objeto de
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administrar el S-propanolol, enantioméricamente puro en pacientes con
hipertension arterial.

1.1.1. Resolucion de racematos

La separaciéon de enantidmeros no es un proceso sencillo debido a que los
enantiomeros poseen propiedades fisicas y quimicas similares. Debido a esta
similitud de propiedades no se pueden separar con métodos convencionales como
destilacion, cristalizacidon, entre otras. Actualmente se hace reaccionar la mezcla
racémica con un reactivo homoquiral, aprovechando que los enantiomeros tiene
diferentes constantes de velocidad de reaccion (Kr # Ks, Figura 3) frente a este
tipo de reactivos [8]. De esta manera se promueve la resolucion cinética de la

mezcla [6].

Kr
R-reactivo ——— R-producto

ks
S-reactivo —— S-producto

Figura 3. Resolucion cinética de mezclas racémicas.

Una forma de resolver cinéticamente mezclas racémicas es utilizando un
catalizador enantioselectivo como agente homoquiral [14]. El procedimiento mas
comun en la industria farmacéutica es la transesterificacion de alcoholes
catalizada por lipasas [7], debido a que estas enzimas son altamente

enantioselectivas [14,15].

1.2. Lipasas

Las lipasas, triacilglicerol hidrolasas, son enzimas acuo-solubles que catalizan la

hidrdlisis de ésteres de lipidos insolubles en agua. Las lipasas presentan un rol
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esencial en la digestion, transporte y procesamiento de los lipidos en la digestion

(e.g. grasas, aceites, triacilglicéridos) [11,16,17].

Las lipasas son proteinas globulares que se caracterizan por poseer un centro
activo y un “lid”, o tapa, que protege el centro activo del medio. El centro activo
esta constituido por una triada catalitica; de Ser, His y Asp, y dos cavidades donde
se acomodan las cadenas adyacentes del grupo reactivo del sustrato. EIl lid,
elemento movil, consiste en una o dos hélices alfa, adheridas por cadenas
flexibles [18]. Cuando el “lid” se abre hace accesible el centro activo al sustrato.
La apertura del “lid” es inducida por interacciones con interfases organicas, e.g. el
sustrato. En ocasiones interfaces acuo-lipidicas se usan con el objeto de mantener

abierto el lid incrementando la actividad de las lipasas [19].

Las lipasas se pueden clasificar segun la forma de tunel que comunica el “lid” con
el centro activo.

i) Familia de la Rhizomucor incluyendo Thermomyces. Posee el centro activo
y el lid sobre la superficie de la enzima.

i) Familia de la Candida Antarctica y las Pseudomonas. Posee un tunel que
tiene forma de embudo, asi los sustratos deben introducirse en el tunel
antes de llegar al centro activo. La lipasa Candida Antarctica B (CALB)
presenta un lid muy pequeno.

iii) Familia de la Candida Rugosa. El centro activo se encuentra al final de un

tunel en forma cilindrica. [19]

La mayoria de las lipasas acepta una amplia gama de sustratos sintéticos y
naturales; ademas presentan alta enantioselectividad, por tanto se han establecido
como valiosos catalizadores en sintesis organica, especialmente en reacciones de

transesterificacion, hidrélisis y amindlisis [8,17].
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Mecanismo de transesterificacion de alcoholes
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Figura 4. Mecanismo de la transesterificacion de alcoholes catalizada por la lipasa Mucor miehie.

Donde a-f representan las seis etapas de la catalisis [20].

Las lipasas pertenecen a la familia de las serina hidrolasas ya que la serina es
muy importante en la catalisis enzimatica. Estas enzimas se han usado
extensamente como biocatalizadores en la transesterificacion de alcoholes.
Debido a las capacidades enzimaticas de las lipasas varios autores han propuesto
diversos mecanismos para entender como ocurre la transesterificacion. Por
ejemplo, el mecanismo de hidrdlisis de la superfamilia de serina hidrolasa fue
propuesto por Chapus et al. 1976 [21,22]. También Schulz et al. 2000 y
Castellanos et al. 2004 propusieron el mecanismo de la reaccion de

transesterificacion mediada por lipasas, como aparece en la Figura 4 [20, 23].

El mecanismo propuesto por Castellanos et al. 2004 (Figura 4) describe varios

aspectos importantes en la reaccion de transesterificacion de alcoholes catalizada
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por lipasas. El mecanismo de la transesterificacion empieza por la formacion del
complejo de Michaelis (a), enzima — donador acilo (rojo), seguido de la formacion
del primer intermediario tetraédrico (b), por medio de la formacién del primer
estado de transicion, donde el sustrato es enlazado covalentemente al oxigeno
gamma (Oy), de la serina catalitica. Se forman los puentes de hidrogeno entre
Hne con el Oy de la serina catalitica y con el oxigeno adyacente al carbono
carbonilo del donador acilo. Adicionalmente, el enlace n del grupo carbonilo se
rompe; generando un oxigeno con alta densidad de carga negativa, el cual es
estabilizado por la red proteica, i.e., la cavidad oxigeno anidnica, mediante
puentes de hidrégeno. Después, ocurre la transferencia del Hyc al oxigeno
adyacente al carbono carbonilo proveniente del donador acilo (rojo), se rompe el
enlace enlace C-O del donador acilo, a causa de esto se regenara el enlace « del
grupo carbonilo y se forma el complejo acil-enzima - alcohol (rojo)(c), que
posteriormente se libera. Antes de la siguiente etapa, el alcohol, a esterificar
(azul), ingresa al centro activo y se acomoda de tal manera que presenta las
siguientes interacciones: i) puente de hidrogeno entre el H del alcohol con el
nitrdgeno N. de la histidina catalitica y ii) dipolo-dipolo entre el par electrénico libre
del oxigeno del grupo OH del alcohol, y el carbono electrodeficiente del grupo
carbonilo de la serina acilada. El siguiente estado de transiciéon (tercero en el
proceso) involucra un proceso concertado de tres sucesos i) la transferencia del
protdn del grupo OH (azul) hacia el N. de la histidina, ii) la formacion del enlace
del oxigeno del alcohol (azul) con el carbono cabonilo de la serina acilada vy iii) la
localizacion de los electrénes asociados al enlace w, del enlace carbonilo, en el
oxigeno carbonilico.  Estos rearreglos moleculares son estabilizados por
resonancia electronica en el anillo de la histidina (e). El ultimo proceso, a partir de
la etapa e, se lleva a cabo a través del cuarto estado de transicion que involucra la
transferencia del Hye hacia el Oy de la serina y la formacion del enlace © del grupo
carbonilo, debilitando el enlace sigma entre el Oy de la serina y el carbono

carbonilo del grupo acilo. De esta manera se recupera la enzima en su estado
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nativo y se produce la acilacion ¢ transesterificacion, de alcoholes (azul) (f)
mediada por lipasas. Es necesario tener en cuenta que el proceso es reversible

debido al equilibrio dinamico de la reaccién.

Se ha encontrado que esta reaccion mediada por lipasas presenta alta
enantioselectividad especialmente en el transcurso de las etapas d a f del
mecanismo propuesto (figura 4), ya que la constante de velocidad de reaccién de

cada enantiomero es diferente [24].

1.2.1. Lipasa Candida Antarctica B

La lipasa Candida Antarctica B (CALB, Figura 5) hidroliza una extensa variedad
de ésteres manteniendo su actividad catalitica, ademas presenta alta
enantioselectividad para alcoholes secundarios [8]. Las propiedades
enantioselectivas se atribuyen a la restriccion fisica del centro activo (nucleo
estéreoespecifico) y a un largo tunel hidrofébico en forma de embudo estrecho
[25].

La CALB presenta alta enantioselectividad tanto en medio acuoso como organico
[8]. Sin embargo, se desconocen las causas moleculares de esta selectividad. Es
posible que dentro del centro activo se presente una cavidad hidrofébica que

permita interacciones selectivas del sustrato [26].
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Figura 5. Geometria de la Lipasa Candida Antarctica B.

1.3. Métodos computacionales

1.3.1. Generalidades

En la actualidad, las herramientas computacionales son muy importantes en la
industria quimica ya que es posible estudiar y describir el comportamiento de
sistemas o reacciones quimicas utilizando los métodos de la quimica tedrica y
computacional. Esta nueva area en quimica se conoce como quimica “in silico”.
Utilizando estas técnicas es posible evitar gastos innecesarios de reactivos,
disminuir costos y disminuir el impacto ambiental causado por los residuos. Los
métodos computacionales mas utilizados para evaluar el comportamiento de
sistemas biomoleculares son:

i) Métodos de mecanica molecular: Describen los sistemas mediante modelos
clasicos (campo de fuerza), estos métodos son ampliamente utilizados para
sistemas macromoleculares de mas de 1.000 atomos.

i) Métodos de mecanica cuantica: Describen los sistemas mediante modelos
cuanticos (ab initio y semi-empiricos). Estos modelos son ampliamente utilizados

para sistemas de menos de 1.000 atomos [27].
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1.3.2. Docking molecular

Una de las técnicas mas utilizadas para evaluar las interacciones entre compuesto
con promisoria actividad biolégica y un receptor es el docking molecular, debido a
que la funcién principal de los farmacos es enlazarse en el sitio activo del receptor.
El docking molecular consiste en calcular la energia de interaccion entre las dos

moléculas, i.e. receptor y ligando, en funcién de la energia libre de Gibbs [27].

Dado el gran tamafio de los sistemas macromoleculares, asi como el gran niumero
de posibles conformaciones del sistema y posibles interacciones del ligando con el
receptor, es claro que es necesario utilizar un modelo que evalue con eficiencia y

reproducibilidad las diferentes interacciones sustrato-sitio activo.

La mecanica molecular describe los sistemas mediante campos de fuerza, i.e.
interacciones enlazantes tales como: enlaces, torsiones, angulos e interacciones
no enlazantes tales como: puentes de hidrogeno, van der Walls y electrostaticas,
basados en métodos clasicos (Ecuacién 1.) [28]. Los campos de fuerza (AMBER
[29], CHARMM, GROMOS, UFF, MM4) se han desarrollado con base en datos
espectroscopicos, datos experimentales y calculos ab initio, razon por la cual en
muchos casos se ha demostrado que brindan respuestas formalmente correctas, a
pesar de que no incluyen en la descripcion de las propiedades moleculares el
movimiento electronico.

El campo de fuerza AMBER94 fue validado para ser utilizado en sistemas
biomacromoleculares. La funcién del potencial estd dada por la ecuacion:

2
ETotal = Z K?"(T - Teq)z + Z KG (9 - Beq) +

enlace angular

1} Q1Qj
R12 "R Ter,

Z %[1-!— cos(n® — y)] +

torcional

Ecuacion 1. Funcion de energia del campo de fuerza AMBER94.
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Donde el primer término representa las energias de los enlaces; K, es la constante
Y req €s la distancia de equilibrio del enlace. El segundo término representa la
energia angular, donde Kg es la constante y 8.4 es el angulo de equilibro entre tres
atomos. El tercer término representa la energia de torsion, donde V, es la
componente de Fourier, & es el angulo de torsion y y es el factor de desfase. El
ultimo termino incluye: i) las interacciones de Van der Walls, donde A; y Bj son
parametros de interacciones de repulsidn y atraccion, respectivamente, Rjj es la

distancia interatomica. vy ii) las interacciones electrostaticas, donde q es la carga

puntual de cada atomo y € representa la constante dieléctrica del medio [29].

El calculo de la energia docking, como energia libre de Gibbs, se puede obtener
mediante:

ﬂGchkf.ﬂ.g = Ej i E_‘J - 'En' - }':E'ﬂj.'—“'

2

Ecuacién 2. Funcion de energia libre de docking molecular.

Donde E,, E| y E, son las energias de los sistemas proteina-ligando, ligando y
proteina, respectivamente (Ecuacion 1.), el ultimo término incluye la entropia del

sistema, para el cual k; representa la constante de boltzmann y as,, es el cambio

de entropia asociado a la absorcion del sustrato en el ligando.
La energia E, de la (Ecuaciodn 2.), es la sumatoria de la energia potencial, energia
de solvatacién (Ecuacién 3.) y energia de la interacciones puentes de hidrégeno

(Ecuacion 4.).

AGsor, = WEDHZ[::L; +5,V,)er((—7E) / (267))

=
=4

Ecuacion 3. Energia libre de solvataciéon. Donde, i es el indice de atomos del ligando, | el indice
de atomos del receptor, W, €l coeficiente de solvatacion, Vel volumen atomico fragmentario, + la
distancia entre los atomos i y j, = la constante de distancia gaussiana (3,5 A) y 5 el termino de

solvatacion segun el atomo.
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, c; Dy
Agpong = Z Vs (T_J_ - rJ F(A p.v)

N ] ]
i L &
L

Ecuacion 4. Energia libre de interaccion tipo puentes de hidrogeno. Donde V, es la energia
estandar para la formacién de un puente de hidrégeno, C; y D; son parametros para las

interacciones de repulsion y atraccion respectivamente, = es la distancia entre los atomos i y f, y

F(6,9,y) es una funcion dada en términos angulares.

Los programas convencionales de docking molecular utilizan métodos
estandarizados para ubicar el ligando en las diferentes posiciones del receptor
molecular. Uno de los métodos mas utilizados es el Algoritmo genético [30], que
se basa principalmente en la teoria evolucionista de Charles Darwin. Consiste
principalmente en tomar los resultados obtenidos por el método de Monte Carlo
para entrecruzar dos conformaciones 6 modificar distancias interatémicas, angulos
rotacionales ¢ diedros, seguido de la evaluacién de energia de la conformacion
creada, si la energia es menor que la de su predecesor esta conformacion
reemplaza la anterior, de lo contrario se elimina. Por ultimo, se sigue evaluando
las conformaciones aceptadas de la misma forma hasta que la variacién
energética entre las conformaciones iniciales y creadas sea menor que 0,01
Kcal/mol. Finalmente se seleccionan las conformaciones de menor energia libre

de interaccion molecular [30,31].
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1.3.3. Determinacion del estado de transicion

Teoria del estado de transicion

La teoria del estado de transicion (TST) parte de la hipdtesis de que las
reacciones se llevan a cabo mediante el cruzamiento de la superficie de energia
transversal correspondiente al estado de transicion a partir de los reactantes
siguiendo el camino de minima energia o coordenada de reaccion. De esta
manera, la etapa que controla la velocidad de la reaccion esta relacionada con la
probabilidad de sobrepasar la barrera energética mediante la interconversion de
un modo vibracional en uno traslacional en el estado de transicion (Figura 6.) [32].

A

Reactivos

ik

AG (kCal/mol)

Preductos

v

Coordenada de reaccion

Figura 6. Diagrama de la coordenada de reaccion. AGg, representa la energia de activacion.

Partiendo de un ensamble microcanénico podemos definir la constante de la

velocidad de formacién del estado de transicion como:

. _ Qs s
Ky = S4B o-4GRT

Q.05

Ecuacion 5. Constante de velocidad de formacion del complejo activado.

Donde 4G, es la energia estandar de activacion de la reaccion, R es la constante

de los gases, T es la temperatura, Qas)+, Qa,Qs son las funciones de particion del

estado de transicion, del compuesto A y del compuesto B, respectivamente.
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Por otro lado, la frecuencia o constante de velocidad especifica de la reaccién de
descomposicién del estado de transicion se puede demostrar que tiene la
siguiente expresion:

KE,T

h

K=

Ecuacidn 6. Constante de velocidad de descomposicion del estado de transicion. Donde K, es la
constante de Boltzmann (1.38 x 10 -23 J/K), y h es la constante de Planck (6.624 x 10 -34 J*s).

Si comparamos la ecuacion generar de la velocidad con la expresion de Arrhenius,
podemos deducir que:
Ry — K78y

Ecuacion 7. Constante cinética.

Es decir que la constante de velocidad de la reaccion depende de:

- La constante de velocidad especifica de la reaccién de descomposicion del
estado de transicion.

- La constante de equilibrio de la reaccion de formacion del estado de

transicion K*.

Si sustituimos la Ecuacién 6. y la Ecuacion 5. en la Ecuacién 7. obtenemos la

expresion [32, 33]:

ki, = EyT 2am” o= AG, /RT

e R QalE

Ecuacion 8. Funcion de la constante cinética.

De esta manera, es posible determinar constantes cinéticas de una reaccion a

partir de los estados de transicion y de sus funciones de particion.
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En la actualidad, la determinacion de la termodinamica y cinética de las reacciones
quimicas son aspectos esenciales para determinar la estabilidad, la espontaneidad
y la velocidad de las reacciones quimicas. Es asi como los modelos tedricos que
involucran la ruptura y formacién de enlaces son una excelente herramienta para
evaluar la termodinamica y cinética de las reacciones quimicas [34]. Los métodos
mecano-cuanticos, i.e., ab initio y semi-empiricos, son muy utiles debido a la

posibilidad de evaluar y describir la formacion y ruptura de enlaces quimicos.

Los métodos semi-empiricos resuelven la ecuacion de onda de Schrddinger; sin
embargo, para agilizar los calculos estas metodologias reemplazan algunas
integrales de pares electronicos con valores establecidos por métodos ab initio o
datos experimentales [28]. Por esta razén, son muy utiles en sistemas moleculares
de mas de 100 atomos. Ademas, este método permite calcular propiedades
termodinamicas (AH, AG, AS) del sistema a diferentes temperaturas mediante la
mecanica estadistica. Algunos de los métodos semi-empiricos mas utilizados son:
PM6, AM1, PM3, MNDO, etc. [34].

El método semi-empirico PM6 [35] contiene una extensa libreria de parametros de
tipo empirico y ab initio; como informacion termoquimica (Webbook) [35] y de
geometrias moleculares (Universidad de Cambridge, base de datos estructurales)

[35]. La funcién de entalpia de formacion en el método semi-empirico PM6 es:

0 — 0
ﬂH_r.:ﬁa.:r.r =NyUpgre — Ny 2 E*.n::..al; - Z ﬂH_.".Z'EE.A{

Ecuacion 9. Funcion de la entalpia de formacién.

Donde AH% 2951 €5 el calor de formacion del sistema a 298°C, N4 es el numero de
Avogadro, E,q 4 €s la energia electronica de valencia del atomo, AH% 95 4 €S el
calor de formacion estandar de cada atomo del sistema y Uyaum €s la energia

electronica de valencia molecular [35].
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Para calcular la energia libre (AG= AH; - TAS), es necesario determinar la entropia
del sistema. El calculo de la entropia esta compuesta por la suma de la entropia
vibracional, traslacional y rotacional (Ecuacién 10), que dependen de las energias
vibracionales, momentos de inercia, el numero de simetria de la molécula y la
temperatura del sistema [36].

S=58,+ Sepast Sp0n

Ecuacién 10. Entropia. S,p, Sias, Sro SON las entropias vibracionales, traslacionales y rotacionales

respectivamente.
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2. ESTADO DEL ARTE

En la actualidad se sabe que alrededor del 30% de la poblacion mundial sufre
problemas de hipertension que trae como consecuencia la muerte prematura. Solo
el 60% de esta poblacion afectada se encuentran bajo tratamiento [5]. Los
tratamientos farmacologicos pueden ser ddiuréticos (bloqueadores de canales de
sodio para disminuir los niveles de potasio en la sangre) [5], vasodilatadores
directos, antagonistas del calcio (promueven la liberacién de calcio en el tejido
cardiaco) [5] y antagonistas de receptores beta adrenérgicos (bloqueantes de

receptores) [3].

El S-propanolol es un medicamento que actua directamente sobre el corazon, en
los receptores cardiacos [3-1 y [R-2 adrenérgicos, disminuyendo la frecuencia
cardiaca, la presion sanguinea (antihipertensivo) y ejerciendo actividad
antiarritmica [4,5]. Sin embargo, la administracién de su enantiomero, el R-

propanolol, genera asma bronquial y/o bronco espasmo.

Las anteriores son razones suficientes para investigar sobre nuevas tecnologias
en la resolucion de mezclas racémicas o en la sintesis asimétrica de productos
farmacéuticos quirales, en especial el propanolol [2]. Para tratar de solucionar
este problema, se han desarrollado investigaciones utilizando enzimas como
catalizadores altamente enantioselectivos, con el objeto de obtener enantidmeros
puros [37]. Esta es una de las técnicas mas utilizadas debido al bajo impacto
ambiental y facil adquisicibn de las enzimas (producidas y extraidas de
microorganismos). La transesterificacion de alcoholes y la hidrdlisis de ésteres
catalizada por lipasas (Figura 4) son los procesos mas utilizados para la
resolucion de racematos (Figura 7). Con el objeto de aumentar la
enantioselectividad se pueden modificar las condiciones de reaccion, i.e., sustrato,

medio de reaccion y enzima.
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Figura 7. a)Transesterificacion, b)Hidrdlisis.

Es asi como Hof Robert et al., 1996 [38], Paimies Oscar et. al., 2001 [39] y
Westermann Bernhard et. al. (2001) [40] han encontrado que la CALB vy la lipasa
de la Pseudomona cepacia (PCL) presentan mayor enantioselectividad hacia
alcoholes secundarios, hemiacetales y dioxolanonas quirales; ademas, observaron
que a mayor tamafo de los sustituyentes del centro quiral es mayor el grado de

resolucién racémica.

Group
Structure Identification

R! R2
OH ICI Ph MB

A b Ph Et
R R? lc 4CICH, Me
1 1d PhCH, Me
OAC 2a Ph Me

2b Ph Et
R R? 2¢ 4Clc,H, Me
2 2d PhCH, Me

Tabla 1. Estructuras utilizadas en Rebolledo et. al. [8].

Con el fin de optimizar la enantioselectividad de la CALB [41] bajo diferentes

condiciones de reaccion, i.e., transesterificacion, hidrélisis o amindlisis [5],
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Rebolledo et. al., 2005, separaron mezclas racémicas de diferentes compuestos
(Tabla 1), en tetrahidrofurano, tolueno y agua. Los resultados obtenidos muestran

una enantioselectividad mayor de 200 (Tabla 2) [8].

Muestra Tipo .qea Sustrato Solvente Enantioselectividad
reaccion
1 1 (+)-1% | Tetrahidrofurano >200
2 1 (+)1° Tolueno 10
3 1 (+)-1b | Tetrahidrofurano 122
4 1 (+)-1b Tolueno >200
5 1 (+)-1d | Tetrahidrofurano 67
6 1 (+)-1d Tolueno 33
7 2 (+)-22 | Tetrahidrofurano 120
8 2 (+)-22 Tolueno 67
9 29 (+)-22 | Tetrahidrofurano 187
10 2° (+)-22 Tolueno 68
11 2 (+)-22 H,O" 121

Tabla 2. Biotransformaciones realizadas a 28°C. 1 = transesterificacion con vinyl acetato como

donador acilo y 2 = hidrolisis. °En presencia de trietilamina [38].

Con el objeto de entender el mecanismo de resolucion de mezclas racémicas
utilizando lipasas como catalizadores enantioselectivos se han planteado distintos
modelos que van desde la perspectiva termodinamica hasta la cinética, tomando
como base datos experimentales.

Los primeros modelos propuestos, estan basados en la disposicién espacial de las
cavidades del centro activo de las enzimas, que indica el tamafio y la forma de las
moléculas toleradas. La regla de Prelog [42,43] predice la enantioselectividad de
la reduccion de cetonas de levadura usando alcohol deshidrogenasas, como
catalizador. Esta regla consiste en la relacion del tamafo de los dos sustituyentes

del grupo carbonilo, en la cetona, durante el acceso al centro activo de la enzima.

El modelo clasico mas conocido, la regla empirica de Kazlauskas, indica el

reconocimiento quiral de las lipasas [7]. Esta regla prevé la enantioselectividad de
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alcoholes secundarios en la PCL, debido a la forma del centro activo de la lipasa.
Esta regla puede ser aplicada en la mayoria de las lipasas; debido a que estas

enzimas poseen en su centro activo dos bolsillos de diferente tamafio (Figura 8).

Enantiérmero-{R) Enantidmero-(<)
1A 1B

Figura 8. Modelo del sitio activo, representando los distintos modos de enlace de los sustratos
quirales R-y S- (R =H, Ac) [7].

El modelo propuesto por Kazlauskas, et al., 1991 (Figura 8.) se basa en la
diferencia en el volumen de las cavidades adyacentes a la triada catalitica, de esta
manera un mejor ajuste de los grupos adyacentes de un enantidmero permitiria
una mayor velocidad de reaccion. La Figura 8.1A. muestra una acomodacion
preferencial para que el enantiomero R sea catalizado por la enzima, por otro lado,
en la Figura 7.1B el enantidmero S se ve obligado a acomodar su voluminoso
grupo adyacente, al grupo OH, en la cavidad mas pequefa. [8] La regla de
Kazlauskas funciona bien para alcoholes secundarios; sin embargo, para los

alcoholes primarios no tiene validez [7].

Mas tarde, Botta et al., 1997, estudié la hidrolisis de ésteres 2-arilpropionicos
quirales en las lipasas Candida rugosa and Rhizomucor miehei por docking
molecular, utilizando agua como solvente implicito. El modelo consistid en
determinar las posibles interacciones (repulsivas y atractivas) que el sustrato
presenta en el centro activo, para predecir la posibilidad de la hidrdlisis de los
sustratos. Los resultados evidencian el cambio conformacional del sitio activo

causado por la polaridad del solvente de reaccién, esto refleja la importancia de la
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polaridad del solvente en la enantioselectividad de la lipasa [44]. Como resultado
encontraron que existe probabilidad de hidrolisis de ésteres debido que a hay
mayor estabilizacién en las conformaciones obtenidas, por interacciones con de

los aminoacidos vecinos y del proton de la histidina del sitio activo [45].

Hwang et al., 2000, evaluaron el comportamiento del intermediario tetraédrico
(Figura 4e.) de la hidrolisis de y y ® lactonas quirales utilizando la lipasa de la
Pseudomona cepacia (PCL) como catalizador enantioselectivo, mediante
simulaciones de dinamica molecular. Los resultados obtenidos, permiten
evidenciar una correlacion entre el grado de libertad de la His286, producto del
impedimento estérico y electrostatico ejercido por el sustrato, y la

enantioselectividad de la lipasa [37].

Shulz et al., 2000, realizaron estudios de docking molecular de treinta ésteres de
acidos octandicos en la PCL, con el objeto de evaluar las posibles conformaciones
de los sustratos en el centro activo de la lipasa. Los resultados obtenidos
muestran la presencia de conformaciones productivas para la hidrélisis del
sustrato, i.e., i) el hidrégeno de la histidina catalitica forma puentes de hidrégeno
con los oxigenos Oy y O adyacente al carbono carbonilo, ii) interaccion
electrostatica del O carbonilo con la cavidad oxigeno anionica, y modos no
productivos. De esta manera, los autores propusieron la existencia de dos modos
conformacionales de los enantidmeros al formar el complejo tetraédrico en el

centro activo, el modo productivo y el modo no-productivo (Figura 9) [23].
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Figura 9. Modos conformacionales de los enantiomeros en el centro activo. 1) cavidad oxigeno

anionica; 1)" Ausencia de interacciones con la cavidad oxigeno anionica; 2) Cavidad hidrofébica; 3)
Entrada de la cavidad hidrofilica; 3)" cavidad hidrofilica; 4) Ausencia de interacciones con la

histidina.

Oliveira et al., 2001, investigé la resolucion de flavonoides en la CALB, este
modelo consistié en utilizar docking molecular en tres condiciones diferentes
(optimizacion de la cadena principal y laterales de la CALB fija con el ligando
ligeramente fijo, la enzima rigida con el ligando libre, solo se fija la cadena
principal de la enzima), para con los resultados finales realizar una dinamica de
ellos para estabilizar los posibles puentes de hidrogeno. Principalmente de este
modelo se establecidé tres parametros importantes para analizar las
conformaciones obtenidas: la distorsion de la proteina, la estabilizacion de las
interacciones de tipo puente de hidrogeno, y la localizacion de los grupos hidroxilo
con respecto a la region compuesta entre la histidina catalitica y el residuo serina
[46].
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Raza et al., 2001, mediante modelaje molecular estudiaron las formas enlazantes
productivas de la esterificacion de alcoholes secundarios alifaticos en la CALB.
Mediante simulaciones de dinamica molecular a 300 K evaluaron la energia libre
de Gibbs de i) el sustrato en el centro activo de la enzima, con la serina acetilada,
y ii) el intermediario tetraédrico, como estado de transicion. Con estos valores,
determinaron la energia de activacion y por ende la enantioselectividad. Los
valores de energia de activacibn muestran una enantiopreferencia hacia el
estereoisdmero R, debido a las interacciones pasivas (interacciones hidrofébicas y
puentes de hidrogeno no cataliticos) que favorecen las interacciones dinamicas
(cataliticas), caso contrario para los enantiomero S. Adicionalmente, el estudio
demuestra la importancia de las aguas estructurales para la estabilizacién de las

estructuras estudiadas [23,47].

Mas tarde, Ottoson et. al., 2001 [48] se enfocaron en entender la resolucién
cinética de racematos de alcoholes secundarios alifaticos desde una perspectiva
termodinamica, partiendo de la transesterificacién de alcoholes mediada por la
CALB en hexano y de simulaciones de dinamica molecular del intermediario
tetraédrico (Figura 4e.). En esta investigaciéon, como en estudios previos, se
describid la importancia de la activacidon entrépica de la enzima en la
enantioselectividad. En estudios posteriores, Ottosson et al., 2002 describieron
que las contribuciones entalpicas como entrépicas son de igual importancia en la

determinacién del grado de resolucion de las mezclas racémicas [49].

Con el objeto de evaluar el efecto del solvente e inhibidores sobre la conformacién
del centro activo de la CALB y la lipasa de la Candida Rugosa (CRL), Foresti et al.,
2004 estudiaron las conformaciones de las enzimas en presencia de sustratos
como etanol y acido oléico, en medio acuoso y en vacio, mediante métodos
QM/MM (PM3/MM2). Los resultados obtenidos muestran que en ausencia de
solventes, i.e., en vacio, la absorcion de acido oléico se caracteriza por ser un

proceso endotérmico, mientras que en presencia de solventes se convierte en un
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proceso exotérmico. Estos resultados evidencian la importancia de realizar las

simulaciones con modelos de solvente [50].

Por otra parte, Berendsen et. al., 2006 desarrollaron un modelo cinético de la
hidrdlisis del racemato del 1-metoxi-2-propil-acetato, como éster secundario, a
partir de resultados experimentales de su hidrélisis en solucidn acuosa utilizando
la CALB como catalizador. Demostrando que a bajas temperaturas aumenta la
enantioselectividad de la CALB, de esta manera se argumenta y corrobora que la

temperatura es un factor importante en la enantioselectividad de la lipasa [51].

Con el objeto de construir un modelo tedrico, a nivel atébmico, de la
enantioselectividad de la lipasa Burkholderia Cepacia (BCL) en la esterificacion de
alcoholes secundarios, i.e., etapas d a f de la figura 4, Sanje Tomic et. al., 2006
evaluaron la reaccidon de esterificacion del 1-fenoxi-2-hidroxibutano en el sitio
activo de la lipasa, i.e., Ser87, His286, Asp264 y los grupos amida protonados de
la Leu17 y GIn88, mediante el uso de métodos ab-initio y semi-empiricos (AM1).
Este estudio analiza la esterificacion, como la hidrdlisis, partiendo del intermediario
tetraédrico de la catalisis enzimatica (Figura 4d.), sin tener en cuenta el efecto del
solvente, la temperatura y el pH. Los resultados revelan la rapidez de la
transferencia del hidrégeno, de la His286:Hn. al Ser87:0y, y la formacion del
enlace C-0O, del carbono tetraédrico y el Ser87:0y, (con una energia de activacion
de aprox. 25 Kcal/mol). [37,44] Adicionalmente, este estudio reveld la importancia
de los modelos tedricos que involucran la formacion y ruptura de enlaces

quimicos, para describir la enantioselectividad de las enzimas [52].

Con base en resultados experimentales en donde la CALB se caracteriza como la
enzima con mayor enantioselectividad en solventes organicos (Rebolledo et al.,
2005, Berendsen et al., 2006 [51] y Cuiper et al., 1999, entre otros), [40,53,51] es
posible disefiar un modelo tedrico, a nivel atbmico, que pueda describir y predecir

la enantioselectividad de la CALB [51]. Este modelo atomistico puede describir el
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mecanismo de esterificacion (Figura 10.b.-f.) enantioselectiva de amino-alcoholes
secundarios aromaticos, describir y predecir qué enantiomero reacciona con

mayor velocidad y cual es termodinamicamente mas estable.

a. b. c. d.

(0] (0] o
LOCH,R1 + R,OH LO(lerRZOH - ~ ET = LOé(R1)OR2
e. f. g

(0] 0]
- > ET ¢ > L.R1OgR2 L+ R1Oy:R2

Figura 10. Proceso de esterificacion de alcoholes (L=Lipasa). Etapas: a. Lipasa esterificada,

alcohol; b. Complejo enzima esterificada-alcohol; c. Estado de transicién 1; d. Intermediario

tetraédrico 1; e. Estado de transicion 2; f. Complejo enzima-éster; g. Lipasa, éster.

Podemos concluir de esta breve revision que no existe una manera sencilla para
determinar la selectividad de las lipasas por este tipo de sustratos, propanolol.
Que las metodologias utilizadas hasta ahora, tanto experimentales como tedricas,
no brindan una descripcion adecuada para predecir la enantioselectividad de las
lipasas. Por tal razéon consideramos que este estudio es importante para
desarrollar un modelo rapido y eficiente que permita predecir la enantioselectividad
en presencia de solventes de diferente constante dieléctrica. A continuacion

explicamos la metodologia utilizada para el desarrollo de este trabajo.
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3. METODOLOGIA

3.1.Determinacion de la estereoespecificidad de la lipasa.

3.1.1. Eleccion de las estructuras de partida.

Las geometrias de partida para desarrollar el modelo propuesto fueron las

siguientes:

a) La geometria de la lipasa B de la Candida Antarctica con el lid abierto,
previamente estudiada y modificada por modelamiento molecular en el grupo de
investigacion.

Esto fue: La proteina con cédigo 1LBT (PDB), resuelta por Difraccion de Rayos X
[26]. La N-glucosamina unida covalentemente a la Asn74 y el ligando fueron
removidos. Se adicionaron los hidrogenos referentes a un estado de protonacion
proteica a pH 7. Se construy6 el modelo de la lipasa esterificada, en la Ser105,
utilizando el programa PyMOL [54].

La optimizacion de geometrias se llevé a cabo mediante minimizacion de energia;
la lipasa, libre o acetilada, se introdujo en una caja cubica (con una distancia
minima de 1,2 nm entre la proteina y el borde de la caja). Se solvatd la proteina
con moléculas de H,O utilizando el modelo TIP3P [64] 6 con tolueno utilizando el
modelo propuesto por Marco Fioroni et al (2004). [55] Las interacciones de Van
Der Walls se evaluaron mediante el potencial de 6 -12 de Lenard-Jones. La
optimizacién de geometria se realizé mediante el método “Steepest descent’, [36]
bajo condiciones periédicas de contorno y con el campo de fuerza AMBER94, para
esta etapa se utilizé el programa GROMACS 3.3.3 [56].

b) La geometria del (R/S)-propanolol y (R/S)-propanolol acetato se generaron
utilizando el programa PyMOL. Las geometrias de los sustratos se optimizaron,
mediante minimizacién de energia, utilizando el método semi-empirico UHF/PM6
[29] mediante el uso del programa MOPAC2009 [36].
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3.1.2. Evaluacion de las interacciones proteina-sustrato (ligando).

Se realizé docking con el objeto de evaluar las posibles interacciones del sustrato
en el sitio activo de la lipasa en solvente implicito agua y tolueno, con el programa
AUTODOCK4 [40,41]. Se evaluaron los pasos claves de la catélisis enzimatica
(Figura 10; pasos b.-f.) que comprende las configuraciones lipasa esterificada-
alcohol y lipasa-éster, con el fin evaluar la absorcion del sustrato en el sito activo
de la lipasa y observar posibles interacciones lipasa-sustrato [10]. El espacio de
insercion del sustrato en la enzima correspondié a un cubo, cuya arista es de 15
A; donde el centro de la celda es el promedio de las posiciones atéomicas de los
aminoacidos (aa) del sitio activo. Las inserciones del sustrato, en la lipasa rigida,
se llevaron a cabo aleatoriamente con el método Monte Carlo [57]. Las
interacciones entre el sustrato y la enzima, se evaluaron con el campo de fuerza
AMBER94; ademas, para organizar las conformaciones por clusters se utilizo el
algoritmo genético Lamarckian (LGA) [30]. En todas las simulaciones se evaluaron

quinientas mil (500.000) conformaciones distintas.

Se realizaron dos tipos de simulacion de docking molecular. El primer tipo es
manteniendo rigida la lipasa y el sustrato flexible, i.e. movimientos traslacionales,
rotacionales y torsionales de la molécula. Con el objeto de realizar un modelo mas
proximo a la flexibilidad de la proteina, se realizé el segundo tipo de simulacion;
donde se mantuvo rigida la lipasa a excepcion de los aminoacidos esenciales en
el proceso catalitico, i.e., Thr40, Ser105, GIn157, Asp187, His224, Leu278, y el
sustrato flexible. Se analizaron los clusters obtenidos teniendo en cuenta las
energias de docking, de Gibbs, de absorcién y las interacciones de dos, tres y

cuatro cuerpos (Figura 11).
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Figura 11. A) interaccion lipasa acetilada-sustrato, B) interaccion lipasa-sustrato esterificado.

3.2.Determinacion de los estados de transicion.

Para los calculos semi-empiricos, se tomaron los residuos aminoacidicos que
forman la triada catalitica (Ser105, Asp187, His224) [26,58], los residuos que
estan comprometidos en la actividad catalitica (Thr40, GIn157, Leu278) y los
sustratos. También se disefd el intermediario tetraédrico, debido a que se ha
determinado experimentalmente [23,46,52]. Asi se determinaron dos estados de

transicion, segun la reaccion representada en la Figura 10 pasos c y e.

Los diferentes sistemas se optimizaron usando la metodologia PM6/UHF,
simulando el solvente acuoso y el tolueno de forma implicita, utilizando el
programa MOPAC2009. Durante las optimizaciones se fijaron las posiciones
atomicas del backbone de cada aminoacido con el objeto de preservar el espacio

del sitio activo.

Posterior a la optimizacién de los reactivos, intermediarios y productos, se
localizaron posibles estados de transicion, para alcohol-intermediario tetraédrico e
intermediario tetraédrico-éster en la enzima, como puntos de silla en la superficie
de energia potencial. Teniendo en cuenta que el modelo propuesto de reaccion es

una sustitucidn nucleofilica concertada, “SN2” [26], los estados de transicidon se
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localizaron utilizando el método semi-empirico PM6/UHF y la metodologia

SADDLE [31], con el fin de encontrar la conexion entre las geometrias.

3.3.Determinacion de las constantes cinéticas de la reaccion

3.3.1. Calculos termodinamicos

Con el objeto de determinar el comportamiento del sistema a diferentes
temperaturas (273 a 308 K), se evaluaron propiedades termodinamicas (AH y AS)
de los reactivos, productos, intermediarios y estados de transicion de cada
reaccion, con el método semi-empirico PM6 (MOPAC2009). Con estos datos se
determind la energia libre de Gibbs (AG) en cada punto de la reaccion y se

determinaron las energias de activacién en la reaccion.

3.3.2. Teoria del estado de transicion

Debido a que fue posible obtener las funciones de particion correspondientes a los
reactivos, estado de transicion y productos [33,59], se determinaron las constantes
cinéticas de reaccion para cada enantiomero, en cada una de sus etapas como se

muestra en la Figura 10.
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Ecuacion 11. Determinacién de la constante cinética para un enantidmero. h= constante de

Planck, kg= constante de Boltzmann, T= temperatura, R= constante de los gases, AG,= energia de
activacion a temperatura constante, Qcen.act-suss Qoen.act; Qsus = funciones de particion del estado de

transicion, del centro activo y del sustrato j respectivamente.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Enantiopreferencia en la absorcién del propanolol en la CALB.

Hidrofobicidad

Debido a que las caracteristicas de las cavidades del centro activo de la CALB
influyen en la absorcion de sutratos, es importante determinar la hidrofobicidad de

estas cavidades.

Hidrofilico

Hidrofébico

Figura 12. Superficie hidrofébica de la cavidad del centro activo de la CALB.
Las marcaciones verdes, representan la ubicacion de la Ser105 y la His224,

aminoacidos claves en la catalisis enzimatica.

En la Figura 12. Se observan dos cavidades del centro activo de la CALB;
marcados en verde se observan la Ser105 y la His224, aminoacidos cataliticos.
Se observa que la cavidad izquierda es altamente hidrofébica; sin embargo, la
zona inferior de esta cavidad es altamente hidrofilica, aunque no es visible en la

figura. Este receptor tiene caracteristicas anfipaticas, i.e. que presenta una doble
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polaridad. Por otra parte, la cavidad derecha posee una tendencia media de

hidrofobicidad. Esto indica que puede ser receptor de sustratos con baja polaridad.

Este analisis es importante porque nos permite entender los resultados obtenidos
por docking. Especificamente el conocer la superficie hidrofdbica de la enzima nos
permite establecer cuales de las interacciones hidrofébicas e hidrofilicas son

importantes para la orientacion del sustrato dentro de la cavidad.

41.1. Docking molecular de sustratos en la CALB en medio acuoso.
41.1.1. Docking molecular del (R/S)-propanolol en la acil-enzima
(CALB).

Las energias de absorcion, producto de las simulaciones de docking molecular del
(R/S)-propanolol en la acil-CALB rigida, muestran la invariabilidad energética,
menor que 1 kCal/mol, entre la absorcion del R-propanolol y el S-propanolol
(Figura 13a.). Sin embargo, las distancias entre los atomos de interés presentan
diferencias significativas (Figura 14.). La absorcién del R-propanolol (Figura
14a.) en la acil-CALB adquiere una conformacion productiva para la esterificacion
en la lipasa. Se observa que el hidrégeno, del grupo OH del R-propanolol, se
encuentra a 2,57 A del His224:N.. Por otro lado, la absorcion del S-propanolol
(Figura 14b.) en la acil-CALB adquiere una conformacion no productiva. El
hidrogeno, del grupo OH del S-propanolol, se encuentra a 4,10 A, 1,5 A mas lejos
que el R-propanolol, del His224:N.. Ademas, los resultados de docking molecular
muestran mayor numero de conformaciones del enantiomero R (17/25) dentro del
centro activo que el enantiomero S (12/25). Este resultado se debe a que el R-
propanolol acomoda mejor el grupo adyacente mas voluminoso, el grupo natftilo,
mientras que el S-propanolol ubica el grupo naftilo cerca de la His224 del centro

activo.
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Figura 13. Energias docking obtenidas para el (R/S)-propanolol en la acil-enzima (CALB) vy el
(R/S)-propanolol acetato en la enzima (CALB). a) Docking molecular enzima rigida; b) Docking
molecular aa del centro activo flexibles. Se muestra la desviacién de los resultados de tres. s
Enantidmero R, === Enantiomero S

Las energias de absorcion, producto de las simulaciones de docking molecular del
(R/S)-propanolol en la acil-CALB con el centro activo flexible, muestran la
invariabilidad energética entre la absorcién del R-propanolol y el S-propanolol
(Figura 13b.). Por otro lado, ambos enantidmeros presentan conformaciones no
productivas, debido a que sus conformaciones estan alejadas, de 6 a 9 A, de la
triada catalitica; sin embargo, el analisis poblacional sugiere que el R-propanolol
presenta mas conformaciones (7/25) en el centro activo que para el S-propanolol
(2/25).

47



/a) Leu27é \ /b) T \
Leu278
A Thr40 )

Enantiémero S

Enantiémero R &

His224

GIn157

~ Asp187

Thr40

D ®8

Ser105 \Ser105/__q
: K B T
Y £ o700 N2 )
A SO GIn157 s
* % 4 »
Gln157 o BOTA \\ S 7.69A
\\ 3 Asp187
— Asp187
% Enantiomero R ~

Enantiémero S

o AN

Figura 14. Conformaciones de docking molecular en el centro activo de la acil-CALB: a y c¢) R-

propanolol; b y d) S-propanolol. a y b) Docking molecular acil-CALB rigida; ¢ y d) Docking

molecular centro activo acil-CALB flexible.

| Distancia entre los atomos de interés que estan involucrados en la transesterificacién.‘

La comparacion entre el docking molecular con la acil-enzima rigida y la acil-
enzima con el centro activo flexible muestra algunas diferencias conformacionales
y energéticas. i) Disminucion de la energia de absorcion del (R/S)-propanolol, con
un intercambio de enantiopreferencia. ii) Cambios conformacionales apreciables
en los clusters de minima energia. Los sistemas con la acil-enzima rigida
presenta los aminoalcoholes mas cerca a la triada catalitica que los sistemas con

el centro activo flexible.
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41.1.2. Docking molecular del (R/S)-propanolol acetato en la enzima
(CALB).

Las energias de absorcion, producto de las simulaciones de docking molecular del
(R/S)-propanolol acetato en la CALB rigida, muestran una diferencia energética
casi despreciable, menor que 1 kCal/mol, entre la absorcién del enantiomero R y
el S (Figura 13a.). Por otro lado, las conformaciones de los enantidmeros difieren
apreciablemente; sin embargo, son conformaciones productivas (Figura 15a,
15b). Por otra parte, el analisis por clusters, donde el S-propanolol-acetato
presenta mas conformaciones (7/25) que el R-propanolol acetato (2/25), sugiere

que la rigidez del sistema beneficia la absorcion del enantiomero S.

Con el objeto de entender las causas de la preferencia de la CALB hacia el S-
propanolol acetato se graficd la conformacién mas estable del (R/S)-propanolol
acetato en la superficie hidrofébica de la CALB (Figura 16a, 16b.). La ubicacion
del R-propanolol acetato se ve impedido conformacionalmente por la ubicacion del
grupo naftilo en la boca hidrofilica del centro activo; mientras que el grupo naftilo
del S-propanolol acetato se ubica en la cavidad derecha adecuada para un grupo

aromatico.

Las energias de absorcién, de las simulaciones de docking molecular del (R/S)-
propanolol acetato en la CALB con el centro activo flexible, muestran una
diferencia energética significativa, aprox. 4 kCal/mol, entre la absorcion del
enantiomero Ry el S (Figura 13b.). Por otro lado, las conformaciones productivas
de los enantiomeros no difieren notablemente (Figura 15a, 15b). Sin embargo, la
grafica de las conformaciones enantiomericas en la superficie hidrofébica de la
CALB (Figura 16¢c, 16d), muestra el impedimento conformacional del enantiomero
S en el centro activo de la lipasa, ocasionando un aumento en la energia de

docking.
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Figura 15. Conformaciones de docking molecular en el centro activo de la CALB: a y c) R-

propanolol acetato; b y d) S-propanolol acetato. a y b) Docking molecular enzima rigida; ¢ y d)

Docking molecular centro activo CALB flexible.
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Figura 16. Ubicacion del sustrato dentro del centro activo de la CALB. a y ¢) R-propanolol acetato;
b y d) S-propanolol acetato. a y b) Docking molecular enzima rigida; ¢ y d) Docking molecular
centro activo CALB flexible.

La comparacion entre el docking molecular de las simulaciones de la enzima rigida
y la enzima con el centro activo flexible muestra algunas diferencias
conformacionales y energéticas. i) Disminuciéon de la energia de absorcion,
exclusivamente del R-propanolol acetato. ii) Cambios conformacionales
apreciables en el clusters de minima energia para el S-propanolol acetato (Figura
15b, 15d, 16b y 16d).
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Con base en los resultados generales de la Figura 13., energéticamente la CAL-B
tiene mayor selectividad y absorcidn con el R-propanolol y su éster, presentando
conformaciones mas estables. Esto se debe a la libertad del centro activo, que
permite que los aminoacidos que intervienen en la reaccion de transesterificacion
6 hidrdlisis, se acomoden de tal forma que el centro activo encuentra
conformaciones mas estables al ingresar el R-propanolol y su éster. Estos ultimos
ubican de forma adecuada los anillos aromaticos en la parte exterior del centro
activo y/6 en la parte hidrofébica, caso contrario sucede con el enantiomero S,
que ubica su parte hidrofobica en zonas de menor hidrofobicidad dentro del centro
activo formando estructuras docking menos energéticas por ser electronicamente

menos atractivas.

Se observé también que la enzima podria catalizar con mayor facilidad la
hidrolisis de los esteres del farmaco (R/S-propanolol acetato) debido a que las
conformaciones encontradas se adecuan de forma apropiada en el centro activo,
dejando expuesto los atomos involucrados en la reaccién a distancias muy
cercanas. Caso contrario sucede en el docking con el R/S-propanolol donde hay
conformaciones mas estables pero mucho mas alejadas de la triada catalitica
(His224, Ser105, Asp187), el cual dificulta llevar a cabo la esterificacion del

farmaco. Para comprobar esto es necesario tener en cuenta un perfil de reaccién.

A modo comparativo, las conformaciones obtenidas con docking rigido indican
mayor selectividad enzimatica para el S-propanolol acetato ya que presentan
mayor numero de conformaciones favorecidas, y con respecto al enantiomero R,
existiria la posibilidad de un equilibrio entre la esterificacion y la hidrolisis. Sin
embargo, la enzima experimentalmente no se encuentra rigida, por tanto, es
posible observar que la absorcién se ve favorecida para el enantiomero R en
docking molecular con el centro activo de la enzima flexible. En este ultimo
docking se concluye que energéticamente la CAL-B es mas selectiva para el R-

propanolol acetato, presentando conformaciones favorables en la absorcion del
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acetato implicando que, en gran parte, la selectividad de la enzima puede deberse
a la acomodacion espacial de los aminoacidos principales y no la conformacion

general de las cavidades del centro activo.

4.1.2. Docking molecular de sustratos en la CALB en medio organico,

tolueno.

41.21. Docking molecular del (R/S)-propanolol en la acil-enzima
(CALB).
Las energias de absorcion, producto de las simulaciones de docking molecular del
(R/S)-propanolol en la acil-CALB rigida en solvente organico implicito, muestran
una variabilidad energética, de 7,36 kCal/mol, entre la absorcion del R-propanolol
y el S-propanolol (Figura 17a.). Esto indica que la enzima presenté mayor
preferencia hacia el enantidmero R, debido a que las cavidades del centro activo
son mas favorables para la ubicacion espacial del R-propanolol. Sin embargo con
respecto a las distancias de los atomos de interés en la reaccién, se encontré que
tanto para el enantiomero R 6 S son similares (Figura 18a, 18b). Con base en
esto es posible determinar que hay mayor absorcion del R-propanolol en el centro
activo ya que presenta conformaciones mas estables que su homodlogo, ademas,

presenta mas clusters (5/25) con conformaciones productivas.
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Figura 17. Energias docking obtenidas para el (R/S)-propanolol en la acil-enzima (CALB) y el
(R/S)-propanolol acetato en la enzima (CALB). a) Docking molecular enzima rigida;

b) Docking molecular aa del centro activo flexibles. ws==Enantiomero R, === Enantiémero S

Las energias de absorcion, producto de las simulaciones de docking molecular del
(R/S)-propanolol en la acil-CALB con el centro activo flexible en solvente organico
implicito (constante dieléctrica= 2,4)., muestran una variabilidad energética, de
1,84 kCal/mol, entre la absorcion del R-propanolol y el S-propanolol (Figura 17a.).
Se encontré que en tolueno las energias docking son mas favorables para el
enantiomero R, lo mismo sucede con las distancias de los atomos de interés del
sustrato con el sitio activo para catalizar la transesterificacion (Figura 18c, 18d).
También se encontré que son mayores las conformaciones del R-propanolol (R-
propanolol= 6/25, S-propanolol= 4/25) que pueden ser posibles para llevar a cabo
la reaccion (esterificacion), y se caracterizan por ubicar principalmente los anillos
aromaticos del sustrato en la entrada del centro activo, evitando tener contacto
con sus alrededores por repulsiones electrofilicas. De forma contraria sucede para
el enantibmero S, que ubica el anillo cerca de las paredes de la entrada del centro

activo, provocando repulsiones que desfavorecen las energias de docking.
De lo anterior se concluye que podria existir preferencia en la absorcion de la

CALB con el R-propanolol, en medio tolueno, debido a que la conformacion

estructural del centro activo es mas abierta, permitiendo un mayor acceso de
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ambos sustratos al centro activo, a diferencia de lo que ocurre cuando se utiliza un

medio acuoso. En este ultimo caso las conformaciones obtenidas muestran los

sustratos muy alejados de la triada catalitica (Ser105, Asp187 y His224).

e N

Enantiémero

Leu278

- 3,07A%,
32N Hisooa

£

GIn157 !:

K{. Ser105

\
’ N )

1

N\
Enantiémero R \, | \Leu278

Thr40. N _/

His224

GIn157

)V%
Asp187

o =

o

%, 3,39A

.
.

-

Asp187

) j His224

Enantiémero S

Figura 18. Conformaciones de docking molecular en el centro activo de la acil-CALB: a y ¢) R-

propanolol; b y d) S-propanolol. a y b) Docking molecular acil-CALB rigida; ¢ y d) Docking

molecular centro activo acil-CALB flexible.
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41.2.2. Docking molecular del (R/S)-propanolol acetato en la enzima
(CALB).

~
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Figura 19. Conformaciones de docking molecular en el centro activo de la CALB: a y c¢) R-

Enantiémero S

propanolol acetato; b y d) S-propanolol acetato. a y b) Docking molecular enzima rigida; ¢ y d)

Docking molecular centro activo CALB flexible.

[ Distancia entre los atomos de interés que estan involucrados en la hidrdlisis |

Las energias de absorcién del (R/S)-propanolol acetato en la CALB rigida (Figura
17a) no presentan diferencias significativas, ya que muestran conformaciones
energéticamente similares. Por otra parte, los atomos que estan involucrados en

la reaccion de hidrdlisis son equidistantes (Figura 19a, 19b), ajustandose ambos
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enantiomeros perfectamente dentro del centro activo de la enzima; posiblemente
debido a que el centro activo se encuentra en una forma mas abierta, facilitando la
entrada para ambos enantiomeros. Este resultado sugiere que la CALB pierde su

alta capacidad selectiva.

De lo anterior se concluye que para determinar la preferencia de absorcion de los
sustratos es importante realizar un docking molecular que permita la libertad de los
aminoacidos principales del centro activo con el objeto de aumentar la

enantiopreferencia del centro activo de la lipasa.

Los resultados obtenidos del docking molecular del (R/S)-propanolol acetato sobre
la CALB con el centro activo flexible en solvente organico muestran energias de
absorcion muy similares entre ambos enantiomeros (Figura 17b). Sin embargo,
las conformaciones encontradas demuestran preferencia sobre el enantiomero R.
Las conformaciones del S-propanolol acetato muestran el hidrogeno de la Ser105
se ubica en direccion opuesta a la posicion del N . de la His224 dificultando la
transferencia del hidrogeno a la His224 (mecanismo de la hidrdlisis de esteres).
Ver Figura 19d. Por otro lado el enantidmero R es quien presenta conformaciones
productivas, en la cuales el hidrogeno de la serina catalitica se ubica en direccidn
hacia el N < de la His224, el enantiomero se ubica en el centro activo mostrando
menores distancias con los atomos de la triada catalitica y la ubicacion de la parte

hidrofébica del sustrato en la entrada del centro activo.

Teniendo en cuenta los resultados generales de las energias de absorcion de los
aminoalcoholes y los aminoésteres en la CALB (Figura 17a.) se establece que la
mezcla racémica se puede resolver por la hidrélisis de los ésteres, debido a que
el R-propanolol presenta mas afinidad en el centro activo que el S-propanolol,

dificultando su liberacién del centro activo.
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La enantiopreferencia de la lipasa no se debe a la proximidad de los atomos de
interés involucrados en la reaccion, sino a la diferencia considerable de la energia
de absorcion entre los enantiomeros que se debe a las interacciones repulsivas y
disposicion espacial que presenta el grupo amino del aminoalcohol con los

diferentes aminoacidos ubicados en la superficie del centro activo.

Para concluir, con base en los resultados obtenidos por docking rigido seria
posible obtener mayor resolucién de la mezcla racémica si se induce hidrolisis del
S-propanolol acetato, debido a que la CALB retiene el R-propanolol en el centro

activo.

La Figura 17b. muestra el favorecimiento de la absorcion del R-propanolol, en
modo productivo, en el centro activo de la acil-enzima. Esto induce su retencion.
Por otro lado el R-propanolol acetato presenta mayor energia de absorcion,
favoreciendo su liberacion. Con respecto al enantiomero S, no se observan
diferencias en las energias de absorcion del aminoalcohol o el aminoéster en el
centro activo de la lipasa. Ademas, la ubicacion del S-propanolol acetato en el

centro activo de la enzima es de modo no productivo.

Las Figura 17a y 17b. reflejan la comparacion entre las energias de absorcion de
los sustratos cuando la enzima esta totalmente rigida y cuando el centro activo de
la enzima presenta flexibilidad, en solvente organico. Estos resultados sugieren la
importancia de la flexibilidad del centro activo en la absorcién de sustratos. Las
diferencias presentes en la figuras son: i) la inversion en la preferencia de la
absorciéon de los aminoalcoholes, ii) la induccidon de la enantiopreferencia de los

aminoésteres.
Adicionalmente, las diferencias conformacionales de los dos tipos de simulaciones

de docking molecular son apreciables. Primero, se observa que en el docking

rigido los aminoalcoholes presentan mayor proximidad a la triada catalitica, de
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modo productivo, que en el docking con el centro activo flexible. Segundo, en el
docking rigido no se presentd enantiopreferencia, energéticamente como
conformacionalmente, sin embargo, con el docking molecular, con el centro activo
de la lipasa flexible, se presentd enantiopreferencia conformacional, evidenciada

por la aparicién de un modo no productivo para el S-propanolol acetato.

4.1.3. Confrontacién resultados docking

En los resultados docking molecular se observé el favorecimiento de la absorcion,
en modo productivo, del (R/S)-propanolol acetato en la CALB, especialmente
para el enantiomero R. Sin embargo, es importante comparar las caracteristicas
de absorcién en solvente acuoso u organico. En agua se encontré que ambos
enantiomeros presentan igual cantidad de conformaciones (5/25) absorbidas en el
centro activo de la lipasa; sin embargo, energéticamente hay mayor preferencia
sobre el enantiomero R. Por otra parte, cuando analizamos los resultados
obtenidos en tolueno, se obtuvo que sdélo para el enantidmero R hay
conformaciones (2/25) de modo productivo. Esto ultimo puede ser un indicio de
como experimentalmente ocurre la enantiopreferencia de la CALB hacia

aminoalcoholes en solventes organicos.

Por otro lado, se observd que las conformaciones de los aminoacidos del centro
activo obtenidas en tolueno son mas repetitivas, y consistentes con modos
productivos, debido a que el solvente tiene un menor grado de polarizacién
eléctrica, favoreciendo las interacciones del hidrogeno del N;s de la His224 con los
Od del Asp187, indispensables en la actividad catalitica de la enzima. Esta
observacion esta de acuerdo con los resultados experimentales presentados en la
literatura, donde la enantioselectividad de la CALB aumenta en solventes

organicos como el tolueno [8].
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4.2. Cinética y termodinamica de la reaccion de esterificacion del (R/S)-
propanolol en la CALB.

Con el fin de esclarecer la resolucién cinética de la mezcla racémica del (R/S)-
propanolol, se desarroll6 un modelo cinético y termodinamico, en agua y tolueno,
evaluando el perfil de reaccion. El perfil de reaccion, asociado a la Figura 4.d-f,
involucra dos etapas en la reaccidén de esterificacion (12 etapa: formacion del
intermediario tetraédrico a partir del complejo acil-enzima - propanolol; 22 etapa:
formacion del complejo enzima - propanolol acetato a partir del intermediario
tetraédrico) con el fin de determinar los estados de transicion para analizar las
energias de activacion y el tipo de conformaciones que se obtienen (productivo 6
no productivo). Adicionalmente, se determind las causas termodinamicas de la
reaccion de esterificacion del (R/S)-propanolol, en el centro activo de la CALB,
como la espontaneidad con base en la entalpia y entropia de reaccién a diferentes
temperaturas.

4.2.1. Cinética y termodinamica de esterificaciéon en medio acuoso.

El perfil de reaccién en medio acuoso a 298 K se muestra en la Figura 20. De la
figura se deduce que la reaccion de esterificacion de los alcoholes es exotérmica.
La reaccion avanza a través de un intermediario mas estable del isébmero R que el
del S propanolol. Aunque la reaccion favorece cinéticamente el avance del S
propanolol, la estabilidad del intermediario R hace que la constante final de
reaccion sea favorecida para este enantiomero. Después de alcanzar el estado
intermedio se observa que la reaccion favorece la produccion cinética del R-ester
debido a que esta ruta presenta menor energia de activacion. Finalmente los
productos presentan energias estadisticamente idénticas, lo cual hace pensar que
la reaccion es finalmente controlada por la estabilizacion termodinamica. Visto de
manera reversible, en la Figura 20 se observa que la reaccién favorece la
produccion del R-propanolol, debido a que las dos barreras energéticas son

menores, tanto la formacion de intermediario como la de formacién del alcohol.
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Con el fin de determinar la cinética de la reaccion para la resolucion del (R/S)-
propanolol, se obtuvo una aproximacion de los estados de transicion y energias de

activacién de cada etapa de la reaccion (12 y 22 etapa).
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Figura 21. Estado de transicion de la 12 etapa (propanolol-intermediario tetraédrico). El cuadro
representa una aproximacion de los atomos de interés que estan involucrados en la formacion,
estabilizaciéon y rompimiento de enlaces para obtener el intermediario tetraédrico. a) enantiomero

R, b) enantidmero S. " representa las interacciones principales.

Primero se buscé una aproximacion al estado de transicion de la 12 etapa (TS1)
para la esterificacion del (R/S) propanolol (Figura 21.). Se observo para el sustrato
R estabilizacion del oxigeno del carbonilo por hidrégenos de los grupos amino de
la Thr40 y Ser105, pertenecientes a la cadena peptidica de la CALB, lo cual
permite alcanzar el estado de transicion con mayor facilidad. De igual manera
sucede para el enantidmero S, aunque el oxigeno del carbonilo se estabiliza con el
hidrogeno del grupo amino Ser105 y con el alcohol del Thr40. Estos resultados
visualizados corresponden a los mecanismos propuestos por diferentes autores
[27,55,56,61] donde se propone una estabilizacion del oxigeno del carbonilo
durante la reaccion catalitica por grupos amino de la cadena peptidica de la
enzima, sin embargo, para este estudio se encontré que la estabilizacion del
sustrato S, para este caso especifico, se estabiliza con un grupo amino (Ser105) y
un alcohol (Thr40).

Con respecto al perfil energético de la 12 etapa (Alcohol>TS1) se obtuvo que el S-

propanolol es cinéticamente favorable, debido a que presenta menor energia de
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activacion a diferencia de su homodlogo, ya que requiere 13,8366 kCal/mol por

encima del TS1 del S-propanolol (Figura 20).

ra) Leu278
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Enantiémero S
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Figura 22. Estado de transicién de la 22 etapa (intermediario tetraédrico-propanolol acetato). El
cuadro representa una aproximacion de los atomos de interés que estan involucrados en la
formacion, estabilizacion y rompimiento de enlaces para obtener el propanolol acetato. a)

enantiomero R, b) enantiomero S.

Para analizar la 22 etapa, se utilizo la aproximacion del estado de transicion (TS2)
para la obtencion de los productos. Al igual que en el caso anterior (12 etapa) hay
estabilizacién del oxigeno del carbonilo por 2 grupos amino (Thr40, Ser105) para

el enantiomero R, y para el S, el oxigeno se estabiliza por un —OH (Thr40) y un
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grupo amino (Ser105), siendo de nuevo acorde a los mecanismos propuestos por

otros autores (Figura 22.).

Con respecto a esta etapa (intermediario tetraédrico>TS2), se obtuvo que el
enantiomero R es preferente cinéticamente en esta etapa de la reaccion debido a
que el enantidmero S requiere 19,0197 kCal/mol mas, para llegar al estado de

transicion (Figura 20.).

En conclusién se encontré que la etapa determinante de la velocidad para la
esterificacion del R-propanolol es la primera etapa y para el S-propanolol es la
segunda etapa por ser las mas lentas, por tanto al esterificar los sustratos es
posible que no se obtenga una alta resolucion de ellos, debido a que en cada
etapa un enantidmero tiene menor energia de activacion con respecto al otro. Para
comprobar esto, es importante determinar las constantes cinéticas en cada etapa

de la reaccion.

Sin embargo de acuerdo con la literatura [8], la resolucidn experimental de
mezclas racémicas en solvente acuoso se da principalmente por hidrolisis de sus
esteres debido a que la lipasa cataliza reacciones reversibles, por lo tanto es
necesario evaluar la cinética en direccion contraria a la esterificacién. Para lograr
esto, evaluamos el perfil de reaccion de forma inversa etiquetando la 22 etapa

como 2%, etapa y la 12 etapa como 13;,,. Etapa.

Primero se analizdé la 2%, etapa ((R/S)-propanolol acetato>TS2) para la
obtencion del intermediario tetraédrico. En esta etapa se obtuvo que el
enantiomero mas favorecido cinéticamente es el R-propanolol acetato debido a
que requiere 7,2215 kCal/mol menos que su homodlogo para alcanzar el estado de

transicion (Figura 20.).
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Para determinar si hay resolucion de enantiomeros por hidrélisis, se evalué
también la 12, etapa de la reaccion (Intermediario tetraédrico-TS1), y se obtuvo
de nuevo que la energia de activacion del enantiomero R es menor que la de su

homdlogo, aproximadamente en 15.1553kCal/mol (Figura 20.).

Por ultimo se concluyd que el R-propanolol acetato es mas favorable
cinéticamente que el S-propanolol acetato, debido a que presenta menores
energias de activacion en ambas etapas de la reaccién; por tanto, al hidrolizar el
propanolol acetato se debe obtener una resolucion racémica, por la formacion
preferencial del R-propanolol. Estos resultados son coherentes con resultados
experimentales en resolucion de racematos mediados por lipasas en medio

acuoso [8].

Por otro lado, se evaludé el comportamiento termodinamico de la reaccion a
diferentes temperaturas, ver Tabla 3. De esta manera se puede apreciar coOmo
afecta la espontaneidad de la reaccion las diferentes contribuciones entalpicas y
entrépicas, de cada uno de los enantiomeros.

Se encontré que la esterificacion del (R/S)-propanolol es mas espontanea para el
enantimero S, sin embargo es mas exotérmica (AHR.= -11,5756kCal/mol;
AHS .= -0,9621kCal/mol) para el R. Si la reaccién se evalta de forma inversa, i.e.

la hidrdlisis del (R/S)-propanolol acetato, el proceso no es espontaneo y el

equilibrio termodinamico favorece al R-propanolol.

Sustrato | Sustrato | Sustrato | Sustrato Sustrato Sustrato
R S R S R S

278 -9,1614 |-24,4973|-11,4690 | -1,1650 | -8,3010*10 | 8,3929*10
288 -9,0763 |-25,3377 |-11,5340 | -1,0620 | -8,5337*10 | 8,4291*10>
298 -8,9896 |-26,1833 |-11,5980 | -0,9630 | -8,7533*10 | 8,4632*10
308 -8,9007 |-27,0619|-11,6620 | -0,8650 | -8,9653*107 | 8,4955*102
318 -8,8100 |-27,8820 |-11,7260 | -0,7690 | -9,1699*10 | 8,5261*10

Tabla 3. Termodinamica de la esterificacion del (R/S)-propanolol a diferentes temperaturas (298-

318K).
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Al graficar los resultados de la Tabla 3. se encontré que la temperatura de la
reaccion tiene mayor influencia en la esterificacion del enantiomero S. De acuerdo
con la tabla, este comportamiento se debe a que el factor entrépico predomina en
la reaccion, contrario al comportamiento observado para la esterificacion del
enantiomero R, donde la reaccion es controlada por la disminucion de la entalpia
de reaccion. En la Figura 23 se aprecia la disminucién de la energia libre para la
reaccion de esterificacion del S propanolol, mientras que para la reaccion de R
propanolol no se observa tal cambio. De nuevo la disminucién en la energia libre
para el enantiomero S es consecuencia del aumento de la temperatura, por
consiguiente del aumento en la entropia del sistema. La reaccion de esterificacion
del R propanolol muestra una alta estabilizacidn en entalpia. También se observa
que la entropia para esta reaccion es negativa, lo cual implica un menor numero
de configuraciones posibles del producto en los alrededores del centro activo. La
dependencia con la temperatura para esta reaccion es por lo tanto menor como se

observa en la Figura 23.
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Figura 23. Efecto de la temperatura en el AG de reaccion del (R/S)-propanolol en agua.
m=e ENaNtiomero R, === Enantiémero S

Se puede concluir que la temperatura es un factor importante para la esterificacion

o hidrdlisis del R/S-propanolol o R/S-propanolol acetato, respectivamente. Aunque
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la esterificacion del S-propanolol es mas favorable temodinamicamente que la del
R-propanolol, del perfil energético se puede deducir que la reaccién esta
controlada por la cinética de reaccion del R-propanolol. En el caso reversible, la
hidrolisis se ve favorecida cinética y termodinamicamente para la produccién del
R-propanolol. En condiciones normales de operacion en el laboratorio se debe
esperar que haya resolucion cinética del los enantiomeros R/S propanolol, sin
embargo los productos de esterificacion se mezclaran nuevamente debido a la
poca diferencia en las energias libres de los ésteres. Si se busca llevar a cabo
eficientemente la separacion se debe llegar la formacion de los ésteres y promover
su hidrolisis, ya que este proceso se favorece la produccién del R-propanolol. Lo

cual esta de acuerdo con los resultados experimentales [8].

4.2.2. Cinética y termodinamica de esterificacion en medio organico,

tolueno.

En la Figura 24 se observa el perfil energético de la esterificacion en tolueno a
298 K. Se determiné que la reaccion global es mas espontanea para el
enantiémero S (AG®= -13,2505 kCal/mol) en comparacién con su homélogo R
(AGRrxn= -11,3873 kCal/mol). Los dos procesos de esterificacion pasan por un
estado intermedio muy estable, dominado por la presencia del intermedio R. En
toda la reaccion se observa que el R-propanolol es estabilizado
termodinamicamente, en comparacion con el perfil de la reaccion del S-propanolol.
Sin embargo la reaccién del S-propanolol es favorecida cinéticamente. Si se
analiza la reaccion de hidrdlisis del los ésteres queda en evidencia que la
formacion del S-propanolol se ve favorecida cinéticamente, mientras que el R-

propanolol se produce via estabilizacion termodinamica.
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Figura 24. Perfil energético de la reaccion de esterificacion del R/S-propanolol dentro de la CALB
en tolueno.
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Este comportamiento se pone de manifiesto porque las barreras energéticas son

superiores para la hidrolisis del R-propanolol acetato.
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(b) )

GIn157

L Enantiéméro S

Figura 25. Estado de transicion de la 12 etapa (propanolol-intermediario tetraédrico). El cuadro

representa una aproximaciéon de los atomos de interés que estan involucrados en la formacion y
rompimiento de enlaces para obtener el intermediario tetraédrico. a) enantiomero R, b)

enantiémero S. " representa las interacciones principales.

Utilizando la teoria del estado de transicion se evaluaron los estados de transicién
que se observan en la Figura 25. En esta figura se observa que a diferencia de los
estados de transicion obtenidos en solvente acuoso, no hay estabilizacion del
oxigeno del carbonilo por hidrogenos de aminoacidos que se encuentren en la
superficie del centro activo, esto indica que el medio de reaccion es importante
para llevar a cabo una reaccion u otra, debido a que influye en el comportamiento
del sustrato y/6 del centro activo de la enzima. Por tanto, la constante dieléctrica
del solvente afecta la distorsion de las nubes electronicas del sistema ya sea
favoreciendo o no la afinidad del sustrato con el centro activo, presentando una
modificacion parcial de los mecanismos propuestos de esterificacion o hidrolisis

catalizadas por la lipasa.

Con respecto al perfil energético de la 12 etapa (Alcohol>TS1) de la reaccion de
esterificacion se obtuvo que el S-propanolol esta favorecido cinéticamente, porque
tiene una energia de activacion menor que el R-propanolol (Ag-
sAG=22,8877kCal/mol). Este resultado podria indicar que esta etapa es altamente

selectiva, favoreciendo cataliticamente al S-propanolol (Figura 24.).
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Por otro lado, para determinar la selectividad total de la enzima en la resolucion de
estos racematos, se evalué la 22 etapa, donde a partir de un intermediario
estabilizado termodinamicamente se llega a la obtencidn de los ésteres de los

alcoholes. Ver Figura 26.
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=

Figura 26. Estado de transicién de la 22 etapa (intermediario tetraédrico-propanolol acetato). El

cuadro representa una aproximacion de los atomos de interés que estan involucrados en la
formacion y rompimiento de enlaces para obtener el propanolol acetato. a) enantidmero R, b)

enantiémero S. " representa las interacciones principales.

Al igual que en la 12 etapa, no se observo la estabilizacién del oxigeno del grupo

carbonilo en ninguno de los estados de transicion (Figura 26), debido a que
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posiblemente el solvente no genera la suficiente polarizacion en el centro activo

y/6 el sustrato, para favorecer la estabilizacidon del oxigeno del grupo carbonilo.

Con relacion al perfil energético de la 22 etapa (intermediario tetraédrico>TS2) de
la reaccién de esterificacion, se obtuvo mayor preferencia enantioselectiva con el
enantiomero S (Figura 24.), porque requiere 32,0373 kCal/mol menos que su

homologo para alcanzar el estado de transicion.

Con respecto a la reaccion global de esterificacion de sustratos, se concluye que
la etapa determinante para la acetilacion del S-propanolol es la primera etapa, y
para el R-propanolol es la segunda etapa por ser la etapa mas lenta, sin embargo
es posible concluir que el centro activo de la CALB tiene enantiopreferencia con el
sustrato S, en tolueno, por tener menores energias de activacion con respecto al

sustrato R.

Por otra parte, es importante evaluar el perfil de reaccién de forma opuesta
(hidrdlisis), con el fin de analizar si también es posible obtener resolucion quiral en
la obtencion de alcoholes. Para esto hay que tener en cuenta que se tomo la 22

etapa como 22, etapay la 12 etapa como 1%, etapa.

Se analizo la 2%,, etapa ((R/S)-propanolol acetato>TS2), y se obtuvo que el
enantiomero S esta favorecido cinéticamente en la reaccion por tener una energia
de activacion menor (AG®.= 36,0401 kCal/mol) con respecto al R-propanolol
acetato (AGT,q= 71,5909 kCal7mol). Para complementar este andlisis es
importante determinar las constantes de velocidad para confirmar la preferencia

enantioselectiva de la CALB para la 22,,,. etapa. (Figura 24.)
Con el fin de determinar si hay preferencia enantioselectiva con el sustrato S en

hidrdlisis  tolueno, se evaluo la 1%, etapa de la reaccion (Intermediario

tetraédrico-TS1) para obtener como producto propanolol. Como resultado se
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obtuvo que el centro activo de la CALB preferente con el enantidmero S, debido a
que tiene menor energia de activacion con respecto a su imagen especular por
12,3616kCal/mol.

la CALB es

reaccion de

Ahora bien, en la Hidrélisis del (R/S)-propanolol acetato,

enantioselectiva para el enantiomero S al igual que en la
esterificacion, ya que tiene energias de activacion menores en ambas etapas de la
hidrdlisis. Por lo tanto ya sea en la hidrdlisis del S-propanolol acetato 6 en la
esterificacion del S-propanolol, se obtendra resolucion de la mezcla. Sin embargo
es mas sencillo obtener mayor resolucién de la mezcla racémica por esterificacion

de sustratos, por ser esta una reaccion es espontanea.

Por otra parte, se analizd el comportamiento termodinamico del sistema en la

reaccion a diferentes temperaturas (Tabla 4.), para determinar que tan influyente

es la temperatura en la energia libre de la reaccion.

Sustrato | Sustrato Sustrato Sustrato

R S R S
278 -11,5136 | -12,8897 | -13,2560 | -7,8770 | -6,2675*10° | 1,8032*107
288 -11,4514 |-13,0711 | -13,2730 | -7,8770 | -6,3250*107 | 1,8035*1072
298 -11,3873 | -13,2505 | -13,2880 | -7,8750 | -6,3782*10 | 1,8039*102
308 -11,3232 |-13,4312 | -13,3030 | -7,8740 | -6,4278*107 | 1,8043*1072
318 -11,2593 |-13,6111 | -13,3180 | -7,8720 | -6,4738*10 | 1,8048*102

Tabla 4. Espontaneidad de la reaccion de esterificacion del R/S-propanolol a diferentes
temperaturas (298-318K) en medio tolueno.

En la Tabla 4 se determind que es mas espontanea la esterificacion del S-
propanolol (AGR,n< AG®), Y que ambas reacciones son exotérmicas (AHR,= -
13,2876kCal/mol; AH®,= -7,8765kCal/mol) a 298 K siendo mas exotérmico para
el enantiomero R. Al variar la temperatura, se encontré6 una ligera preferencia
termodinamica con el S-propanolol por ser mas espontaneo desde bajas

temperaturas (Tabla 4.). Si se analiza la reaccion para la obtencién de alcoholes
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(hidrdlisis) se determiné que a pesar de ser un proceso no espontaneo hay una

preferencia termodinamica que favoreceria al enantiomero R.

Termodinamica

275 280 285 290 295 300 305 310 315 320

&»
L 2
*

L
:
!

AGwxn (kCal/mol)
o

Temperatura (K)

Figura 27. Efecto de la temperatura en el AG de reaccion del (R/S)-propanolol en agua.
m=e ENantiomero R, === Enantiémero S

Al graficar la tabla anterior (Figura 27.), se presenta que hay poca influencia de la
temperatura en la espontaneidad de la reaccion, debido a que en un rango de
40K, el AGS, del S-propanolol disminuye alrededor de 0,7213kCal/mol y en el
caso del enantiomero R el AGR., aumenta 0,2543kCal/mol. El cual es
practicamente invariable. Estos resultados pueden deberse a que el tolueno tiene
una constante dieléctrica muy pequefa, es decir tiene un grado de polarizacion
muy pequefo, incapaz de distorsionar las nubes electronicas del sistema para
cambiar considerablemente los valores entalpicos. Por otro lado, a mayores

temperaturas no se afecta la contribucion del sistema en entropia.
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4.3. Determinacién de las constantes cinéticas de la reaccién (esterificacion

e hidrdélisis) en agua y tolueno.

El valor de las constantes cinéticas se obtiene con base en las energias de
activacién y la termodinamica estadistica (funciones de particion), lo cual permite
calcular una variable que puede ser comparable con valores medidos
experimentalmente. Para este caso, implica determinar la constante cinética de
cada etapa, debido a que la esterificacion o hidrdlisis del enantiomero se lleva a

cabo en por lo menos dos etapas.

4.3.1. Constantes cinéticas de la reaccion en medio acuoso, esterificacion.

En la Tabla 5 se muestran los valores de las constantes cinéticas de reaccion
calculadas utilizando los datos obtenidos para el proceso de esterificacion de los

alcoholes en agua. (Tabla 5.)

Cinética

Enantiédmero | Energia de activaciéon (kCal/mol Constantes cinéticas (s

AG (Alcohol-TS1) | AG (Inter-TS2

R 37,4384 227184 2,6966*102" | 1,2179*102
S 23,6018 41,7381 5,2509*10" | 6,1534*10722

Tabla 5. Resultados cinéticos de la reaccion de esterificacion del propanolol. K= constante

cinética de la 12 etapa; k,= constante cinética de la 22 etapa.

Como resultado, se obtuvo que la constante de velocidad del R-propanolol es muy
pequefa en comparacion con la del S-propanolol. Este resultado confirma que

durante la primera etapa hay mayor selectividad enzimatica por el S-propanolol.
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Para la 22 etapa se determind que la k, del enantidmero R es muy grande en
comparaciéon con la de su homologo, ver Tabla 5. De tal manera que la

esterificacion es mas favorable hace la produccioén de aductos R.

Debido a que la suma de de constantes es esencialmente la misma para las dos
especies, durante la esterificacion, se puede concluir que en medio acuoso no

ocurre la separaciéon. En perfecto acuerdo con los resultados experimentales.

4.3.2. Constantes cinéticas de la reaccion en medio acuoso, hidrdlisis.

Experimentalmente se ha observado que en medios acuosos las lipasas resuelven
mezclas racémicas principalmente por hidrélisis de sustratos, esto se debe a que
las enzimas tienen la ventaja de catalizar reacciones en dos direcciones

(esterificacion 6 hidrdlisis).

En la Tabla 6 se encuentran los valores de la constante cinética de reaccion para
las dos etapas de la reaccion. En ambos casos se observa que la reaccidn
favorece la produccién del R-propanolol. En este estudio se demuestra que las

lipasas tienen la capacidad de separar los esteres mediante resolucién cinética.

Enantiémero | Energia de activacion (kCal/mol Constantes cmetlcas s

AG (Ester-TS2) | AG (Inter-TS1)
R 38,1664 30,9800 1,0844*109 6,4659*1020

S 45,3879 46,1353 1,5856*10%7 | 3,1516*10°%°

Tabla 6. Resultados cinéticos de la hidrdlisis del propanolol acetato. K 4= constante cinética de la

12, etapa; k,= constante cinética de la 22, etapa.
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Para la 13, etapa se obtuvo que indiscutiblemente el centro activo de la CALB es
altamente enantioselectivo en esta etapa con el enantiomero R, por tener una
constante de velocidad muy grande a comparacion de su homologo (Tabla 6.) en

un orden de de 108,

Nuestros resultados estan de acuerdo con los resultados experimentales en la

resolucion de racematos en medios acuosos [8].

4.3.3. Constantes cinéticas de la reaccion en medio tolueno, esterificacion.
Con el fin de confirmar los resultados obtenidos en la 12 etapa de la esterificacion
en el apartado 4.2.2., se determinaron las constantes cinéticas del proceso para

obtener el intermediario tetraédrico (Tabla 7.).

Cinética

Enantiédmero | Energia de activaciéon (kCal/mol Constantes cinéticas (s

AG (Alcohol-TS1) | AG (Inter-TS2

R 55,3487 59,1278 6,0884*1073% | 1,1705*1073
S 32,4611 32,2399 1,3191*107"% | 2,6347*10°

Tabla 7. Resultados cinéticos de la reaccién de esterificacion del propanolol. K= constante

cinética de la 12 etapa; ko= constante cinética de la 22 etapa.

Primero se calcularon las constantes cinéticas de la 12 etapa de la reaccion (k4), y
se obtuvo preferencia enantioselectiva por el sustrato S, debido a que la constante
cinética del R-propanolol es demasiado pequefa en comparacién con la del S-

propanolol.

Con respecto a las constantes cinéticas de la 22 etapa, se observo que la
constante cinética para el compuesto quiral S es mayor que la de su imagen
especular en un orden de 10%*, indicando nuevamente mayor selectividad del

centro activo por el enantiomero S.
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Como conclusion se establecid que en la reaccion de esterificacion la etapa
determinante del enantiomero R es la 22 etapa por tener una constante cinética
mas pequefia y una energia de activacion mayor que en la 12 etapa. Con respecto
al enantidmero S se encontrd que la etapa determinante de la reaccién es la 12
etapa por ser la mas lenta (k4). Con respecto a la reaccion global se obtuvo que
hay preferencia enantioselectiva del centro activo con el S-propanolol, debido a
que el R-propanolol presenta constantes de velocidad muy pequefias en ambas
etapas, esto indica que la reaccibn es muy lenta, lo cual favorece

indiscutiblemente al enantidmero S por tener constantes de velocidad grandes.

4.3.4. Constante cinéticas de la reaccion en medio tolueno, hidrélisis.

Para este andlisis se tuvo en cuenta que la 22 etapa se toma como 2%, etapay la
12 etapa como 1%, etapa con respecto a la esterificacion, de igual manera para

las constantes cinéticas (k.2 y k-1).

Al determinar las constantes cinéticas de cada enantiomero para la 2%, etapa
(Tabla 8. k_,), se observo que el enantiomero S posee una constante de velocidad
muy grande en comparacion con la de su homélogo, lo cual indica que realmente

es cinéticamente favorable en esta etapa (Tabla 8).

Cinética
Enantiédmero | Energia de activacion (kCal/mol Constantes cmetlcas s

AG (Ester-TS2) | AG (Inter-TS1)
R 71,5909 54,2729 5, 4921 10730 | 5, 1244*1044
S 36,0401 41,9113 9,3491*107"" | 1,2918*107®

Tabla 8. Resultados cinéticos de la hidrdlisis del propanolol acetato. K 4= constante cinética de la

12, etapa; k,= constante cinética de la 2%, etapa.
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Al evaluar la 13, etapa, se encontré que el enantiomero S tiene una constante
cinética (k 1) muy alta en comparacion con la de su homoélogo (Tabla 8). Esto
implica que la reaccion es cinéticamente favorable. Con respecto a la constante
cinética (k .1) del enantidmero R, se obtuvo que es muy pequefa, lo cual indica
que probablemente la reaccion es demasiado lenta y no se obtenga una cantidad
de producto significativa en un periodo corto de tiempo, favoreciendo asi, la
selectividad del centro activo de la CALB para obtener resolucion de la mezcla

racémica de (R/S)-propanolol donde se favorece la produccion del S-propanolol.

Podemos concluir que cuando se hidroliza la mezcla de ésteres en disueltos en
tolueno, el centro activo de la CALB también es enantioselectivo con el
enantidmero S. Entonces, tanto en la hidrélisis del propanolol acetato como en la
esterificacion del propanolol, hay resolucidon de la mezcla. La mejor resolucién se
obtendria por esterificacion de los alcoholes. Aunque nuestros resultados
contradicen los datos experimentales que muestran que la resolucidén ocurre via
esterificacion, favoreciendo el enantiomero R, creemos que las diferencias se
deben a que nuestro modelo no considera que los experimentos se llevan a cabo

en un medio de polaridad intermedia, i.e. mezcla tolueno agua.
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5. CONCLUSIONES

Se encontr6 que la selectividad enzimatica no solo depende de la
conformacién de los bolsillos (hidrofébico e hidrofilico; regla de
kazlauskas), sino también de la flexibilidad de los residuos del centro activo,
debido a que la CAL-B presenta conformaciones mas estables en presencia
del R-propanolol acetato a diferencia de su homdlogo, al permitir la
flexibilidad de algunos aa en el centro activo. Esta estabilidad
conformacional también favorece la hidrdlisis del R-propanolol acetato.

La resolucion racémica en medio acuoso, se puede obtener por hidrélisis
del (R/S)-propanolol, favorecida cinéticamente, debido a que el enantiomero
R presenta constantes cinéticas mayores y energias de activacion menores
que el S-propanolol acetato. El producto principal, bajo estas condiciones,
es el R-propanolol, lo cual concuerda con resultados experimentales [8].

En medio acuoso no es posible separar la mezcla racémica de los
alcoholes. Se observa que las constantes cinéticas totales son muy
parecidas para las dos especies.

Tanto en la hidrélisis como esterificacion de los sustratos en solvente
organico (tolueno), es posible obtener la resolucion quiral de la mezcla de
(R/S)-propanolol debido a que en ambas direcciones, la CALB favorece la
producciéon del enantidmero S.

Tanto en la hidrélisis como esterificacion de los sustratos en solvente
organico (tolueno), se obtiene resolucion quiral de la mezcla de (R/S)-
propanolol obteniendo como producto mayoritario el enantiomero S.

Los resultados en solvente organico se encontré6 que se favorece
termodinamicamente la reaccién para la produccion del enantiomero R.
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6. RECOMENDACIONES

Consideramos que un mayor refinamiento de los resultados, utilizando un
nivel de teoria mas alto, puede en principio mejorar los resultados de las

energias de los estados fundamentales.

Aplicar esta metodologia utilizando la constante dieléctrica promedio de la
relacion solvente agua-tolueno reportados en datos experimentales, para
determinar si el perfii de reaccion cambia cinéticamente la
enantioselectividad de la lipasa.
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