
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO 

INSTITUTO DE BIOTECNOLOGIA 

DEPARTAMENTO DE INGENIERIA CELULAR Y BIOCATALlSIS 

Síntesis enzimática quimioselectiva de análogos de capsaicina 

y su evaluación electrofisiológica en canales de Ca2
+ tipo T 

T E s 1 s 
QUE PARA OBTENER EL GRADO DE: 

MAESTRO EN CIENCIAS BIOQuíMICAS 

P R E S E N T A: 

RUBEN DE ~ HERNANDEZ 

ASESOR: DR. EDMUNDO CASTILLO ROSALES 

CUERNAVACA,MORELOS 

.. ... 

2005 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



Este trabajo se realizó bajo la asesoría del Dr. Edmundo Castillo, 

en el Grupo de Biocatálisis del Dr. Agustín López-Munguía, del 

Departamento de Ingeniería Celular y Biocatálisis del 

Instituto de Biotecnología de la 

Universidad Nacional Autónoma de México. 

Cuernavaca, Morelos. 

Autorizo a l. DIrección Ganeral de Bibliotecas de la 
UNA'" a difundir en foonato e6ectrónico e impreso el 
contenido de mi trabajo ~clonal. 

NOM E:~~~~'*-~~-I-_ 

Agradecemos el apoyo económico de CONACyT con número de 

registro 181146 recibido durante la realización de este trabajo. 



Con cariño para mis padres, Rubén y Elia, 

y hermanos, Horacio, Elia y Mario . 

y a mi sobrina Eloisa. 



Agradecimientos 

Al Dr. Agustín López-Munguía C. por la valiosa oportunidad de formar 

parte de su Grupo de trabajo, por su confianza y su paciencia para 

conmigo. 

Al Dr. Edmundo Castillo por su siempre amable disposición para tratar 

los temas de mi trabajo, por sus consejos e indispensable ayuda en la 

clarificación de ideas y objetivos. 

Al Dr. Ignacio López González por su dedicada y puntual atención en mi 

formación electrofisiológica. 

Al Dr. Alberto Darszon Israel por la confianza y la atención a su servidor 

durante mi paso en su Grupo de trabajo. 

A mis compañeros y amigos del excelente grupo de biocatálisis: Alina, 

Angela, Sandrita, Alex, Chelo, Vero, Arlette, Fernando, Male, Erika, 

Sandra, María y Clarita. Fue una grata convivencia con todos ustedes. 

A Judith y a Doña Aure por su valioso e indispensable apoyo en las 

actividades del laboratorio. 

Al Dr. Alberto Darszon, al Dr. Rafael Vázquez, a la Dra. Amelia Farrés, al 

Dr. Carlos Muñoz y al Dr. Edmundo Castillo quienes formaron parte del 

honorable jurado. Gracias por sus atenciones, sugerencias y 

comentarios. 

A CONACyT por la beca otorgada para la realización de mis estudios de 

maestría. 



INDICE GENERAL 

IN DICE DE FIGURAS Y TABLAS ....................................................... IV 

ABREVIATURAS ........................................................................ .... VIII 

RESUMEN ........................................................ ...... .... ... ............ XI 

1. Introducción........................................................................ ..... 1 

2. Antecedentes............................................................................ 4 

2.1 Amidas .............................................................................. 4 

2.1.1 Propiedades de las amidas ............................................ 4 

2.1.2 Características del enlace amida ............ ~....................... 4 

2.1.3 Relevancia del enlace amida .................... ...................... 5 

2.1.4 Capsaicinoides ........................................................ ..... 5 

2.1.5 Síntesis enzimática de amidas ............................... ........ 9 

2.1.6 Síntesis enzimática de capsaicinoides ........... .. ................ 15 

2.2 Lipasas .............................................................................. 16 

2.2.1 Características estructurales de las lipasas ...................... 17 

2.2.2 Especificidad de las lipasas ............................................ 21 

2.2.3 Mecanismo cinético de las lipasas .............................. ..... 25 

2.3 Resolución quimioselectiva enzimática ............................ 29 

2.4 Factores que afectan la síntesis enzimática ............................. 31 

2.4.1 Sustratos ..... ............................................................... 31 

2.4.2 Donadores de acilo ....................................................... 31 

2.4.3 Nucleófilos ............................... . ............................... ... 32 

2.4.4 Solventes .................................................................... 33 

3. Ingeniería de solventes ............................................................ 35 

4. Coeficiente de actividad ........................................... .. ............... 37 

4.1 Método UNIFAC ................................ ............. ............... ....... 39 

5. Canales de Ca2+ dependientes de voltaje (CCDV) ......................... 43 

5.1 Estructura y función de las subunidades de los CCDV ............... 43 

5.2 Clasificación funcional de los CCDV ........................................ 44 

5.3 Clasificación molecular de 10s .CCDV ....................................... 47 

5.4 Canales de Ca2+ tipo T dependientes de voltaje (CCTDV) .......... 47 



'.' .. )'i\'¡ .. " . , ' !>- , : 

6. Uso de células espermatogénicas de ratón para registros de 

corrientes tipo T ...................................................................... 55 

7. Justificación ............................................................. ............... 57 

8. Hipótesis y objetivos ................................................................ 58 

9. Materiales y métodos ............................................................... 60 

9.1 Síntesis enzimática .............................................................. 60 

9.1.1 Materiales .............................................................. 60 

9.1. 2 Metodología de las reacciones de síntesis ................... 60 

9.1.2.1 Liberación de la Vainillilamina (VAM) ......................... 62 

9.1.2.2 Síntesis y purificación de estándares ......................... 62 

9.1.2.3 Síntesis, purificación y ensayo de hidrólisis de capsiato 63 

9.1.2.4 Técnica de cromatografía Flash ................................. 64 

9.1.2.5 Técnica de cromatografía de capa fina (TLC) ............... 65 

9.1.2.6 Técnica de cromatografía de Líquidos de Alta 

Resolución (HPLC) ................................................... 65 

9.1.2.7 Método UNIFAC ....................................................... 66 

9.2 Electrofisiología ................................................................... 69 

9.2.1 Material biológico .................................................... 69 

9.2.1.1 Obtención de las células espermatogénicas de ratón .... 69 

9.2.1.2 Registros electrofisiológicos de la evaluación de los 

compuestos ............................................................ 69 

9.2.1.3 Soluciones de registro .............................................. 71 

9.2.1.4 Soluciones de capsaicina y análogos .......................... 71 

10. Resultados y discusión ............................................................. 72 

10.1 Síntesis de análogos de capsaicina .................................... 72 

10.1.1 Selección de sustratos ............................................... 72 

10.1.2 Predicciones termodinámicas empleando el Método 

UNIFAC ......................................................... ......... . 74 

10.1.3 Cromatografía de sustratos y productos ....................... 78 

10.1.4 Acilación enzimática de sustratos seprados .................. 81 

10.1.5 Acilación enzimática quimioselectiva en mezcla de 

sustratos ............................................................ ..... 83 

1I 



10.1.6 Acilación enzimática quimioselectiva de una molécula 

bifuncional ............................................................. .. 86 

10.2 Ensayos electrofisiológicos ................................................ 89 

10.3 Identificación de corrientes de Ca2+ tipo T .......................... 89 

lOA Efecto de la capsaicina sobre los CCTDV ............................. 90 

10.5 Efecto de algunos análogos de capsaicina sobre los CCTDV ... 97 

11. Conclusiones ......................................................................... 104 

11.1 Conclusiones de la síntesis enzimática ............................ 104 

11.2 Conclusiones de la actividad de capsaicinoides en CCTDV .. l05 

12. Bibliografía ............................................................................. 106 

III 



INDICE DE FIGURAS Y TABLAS 

Figura 1. Estructuras de resonancia de amidas.............................. 4 

Figura 2. Estructura de la capsaicina ............................................ 6 

Figura 3. Capsaicinoides presentes en los chiles............................ 7 

Figura 4. Estructuras de compuestos sintéticos que actúan sobre el 

receptor de capsaicina, el canal TRPVl ........................... 9 

Figura 5. Reacciones de síntesis catalizadas por lipasas .................. 14 

Figura 6. Estructura a-~ hidrolasa característica de las lipasas ......... 18 

Figura 7. Representación tridimensional de la lipasa B de Candida 

antarctica cristalizada con Tween 80 ............................... 19 

Figura 8. Tres subsitios en la lipasa de Burkholderia cepacia ........... 20 

Figura 9. Subsitios de alojamiento de la parte alcohólica y acilo en 

la lipasa B de Candida antarctica cristalizada con Tween 

80 ................. ............................................................. 21 

Figura 10. Reconocimiento enantiomérico de las lipasas ................ .. . 23 

Figura 11. Mecanismo molecular de la catálisis de las serín-

hidrolasas ................................................................... 27 

Figura 12. Representaciones tridimensionales de la interacción del 

Tween 80 y la vainillilamida del acido cáprico (VAmCl0) 

con el sitio activo ......................................................... 28 

Ecuación 1. Definición de actividad termodinámica ......................... 37 

Figura 13. Relación actividad-concentración de algunos sistemas de 

fases acuosos-orgánicos ............................................... 38 

Figura 14. Reacción química ................................. ...... .................. 39 

Ecuación 2. Constante de equilibrio en función de actividades 

termodinámicas ........................................................ 39 

Figura 15. Esquema de un canal de Ca2+ dependiente de voltaje ........ 44 

Figura 16. Dendograma de CCDV en humano ................................ .. 45 

Figura 17. Características biofísicas de las corrientes de Ca2+ tipo T .. 50 

Figura 18. Esquema simplificado del fenómeno del dolor .................. 53 

IV 



Tabla 1. Concentración de sustratos y enzima en las síntesis de 

amidas y ésteres en solventes orgánicos ......................... 61 

Tabla 2. Concentraciones usadas en la reacción realizada con 

mezcla de 2 nUcleófilos, VAM y VAOH ........... .................. 62 

Figura 19. Reacción de la liberación de la vainillilamina del 

clorhidrato mediante N-N-diisopropiletilamina (DIPEA) ...... 62 

Figura 20. Método UNIFAC .................................. ....................... ... 67 

Tabla 3. Componentes y concentraciones de la solución externa en 

la que se suspendieron las células espermatogénicas de 

ratón .......................................................................... 71 

Tabla 4. Componentes y concentraciones de la solución interna ..... 71 

Figura 21. Estructuras de la capsaicina y de los dos análogos 

pungentes ................................................................... 73 

Figura 22. Reacciones de síntesis enzimática de amidas análogas de 

capsaicina ................................................................... 73 

Figura 23. Reacciones de las síntesis enzimática de ésteres análogos 

de capsaicina ................................................. " ............ 74 

Tabla 5. Descomposición de los análogos de capsaicina en sus 

grupos funcionales ....................................................... 75 

Figura 24. Coeficientes de actividad de la VAmC10 en diferentes 

mezclas de solventes con n-hexano ................................ 76 

Tabla 6. Coeficientes de actividad (yoo) calculados con el método 

UNIFAC para los cuatro análogos de capsaicina ................ 77 

Figura 25. Contornos topográficos de los compuestos bencílicos y 

vainilloides .................................................................. 79 

Figura 26. Cromatogramas de los compuestos bencílicos y 

vainilloides ............................................................ ...... 79 

Tabla 7. Coeficientes de actividad y conversiones alcanzadas en las 

reacciones de síntesis de análogos de capsaicina .......... .. .. 81 

Tabla 8. Componentes y concentraciones usadas en la síntesis 

enzimática con dos nucleófilos ...................................... 84 

v 



Tabla 9. Conversiones obtenidas en la síntesis enzimática con dos 

nucleófilos ................................................................... 84 

Tabla 10. Resumen comparativo de los yOO y las conversiones 

logradas en las síntesis énzimática de análogos de 

capsaicina ................................................................... 85 

Figura 27. Reacción de esterificación y amidación para la resolución 

de la molécula bifuncional (±)3-amino-l,2-propanodiol 

con ácido -oleico · ......... "; .................................................. 86 

Tabla 11. Descomposición en grupos de los productos de síntesis 

(1) y (2) de la reacción del (±)3-Amino-l,2-propanodiol 

con ácido oleico ................................................. .......... 87 

Tabla 12. Coeficientes de actividad calculados para los productos 

(1) y (2) Y la conversión obtenida para cada uno en su 

síntesis enzimática ....................................................... 87 

Figura 28. Características biofísicas de las corrientes registradas en 

células espermatogénicas de ratón ................................. 90 

Figura 29. Estructuras de la capsaicina, del capsiato y de la VAM ...... 90 

Figura 30. E:fecto inhibitorio de la capsaicina sobre las corrientes de 

Ca2+ tipo T .................................................................. 91 

Figura 31. Curso temporal del ensayo de inhibición de las corrientes 

de Ca2+ tipo T .............................................................. 92 

Figura 32. La capsaicina inhibe las corrientes de Ca 2+ tipo T sin 

interactuar con el sensor de voltaje ................................ 93 

Figura 33. Trazos escalados de la corriente control y de la corriente 

en presencia de capsaicina ............................................ 94 

Figura 34. Dependencia de voltaje de la inhibición de las corrientes 

de Ca 2+ tipo T con capsaicina (50 ~M) ............................. 95 

Figura 35. Curva dosis-respuesta de la capsaicina en los CCTDV ....... 96 

Figura 36. Corrientes de Ca2+ tipo T remanentes al aplicar los 

compuestos ................................................................. 97 

Figura 37. Registros de las corriente de Ca2+ tipo T en condiciones 

control y en presencia de Olvanil 50 ~M .......................... 98 

VI 



Figura 38. Contornos topográficos de la VAmC8 y VAmC10 en HPLC .. 98 

Figura 39. Registros de las corrientes de Ca2+ tipo T obtenidos en la 

evaluación de la los capsaicinoides sintetizados ............... 99 

Figura 40. Gráfica Pungencia-Inhibición de corrientes de Ca 2+ tipo T .. 101 

VII 



ABREVIATURAS 

y, coeficiente de actividad. 

yOO, coeficiente de actividad a 
dilución infinita. 

'tact, consta nte activación. 

't, constante de tiempo. 

11M, micromolar. 

2M2B, 2-metil-2-butanol. 

3APDOH, (±)3-amino-l,2-
propanodiol. 

5-HT, 5-Hidroxi-triptamina 
(serotonina). 

AcCl0, ácido cáprico. 

AcC8, ácido caprílico. 

ACN, acetonitrilo. 

AcOle, ácido oléico. 

a¡, actividad termodinámica de la 
especie química i. 

ASOG, Analytical-Solution-Of­
Groups. 

ATP, trifosfato de adenosina. 

BAmCl0, bencilamida del ácido 
cáprico. 

BEsCl0, benciléster del ácido 
cáprico. 

BOH, alcohol bencílico. 

CCDV, canales de calcio 
dependientes de voltaje. 

CCTDV, canales de calcio tipo T 
dependientes de voltaje. 

CGPR, péptido relacionado al gen 
de calcitonina. 

cm, centímetro. 

DHP, dihidropiridinas. 

DIPEA, diisopropiletila mina. 

DMF, dimetil formamida. 

DMSO, dimetil sulfóxido. 

DNA, ácido desoxiribonucléico. 

Do, Dortmund. 

DRG, ganglio de la raíz dorsal. 

EtAc, acetato de etilo. 

GABA, ácido y-amino butírico. 

gr, gramo. 

HEX, n-hexano. 

HPLC, cromatógrafó de líquidos de 
alta resolución. 

hrs, horas. 

IBTU, N-( 4-c1orobencil)-N-( 4-
h idroxi-3-yodo-5-
metoxibencil)tiourea. 

ICso, concentración que inhibe el 
50% del efecto. 

VIII 



ICaT, corriente de Ca2+ tipo T. 
kcat, número de recambio (moles 
de sustrato transformadas por mol 
de enzima por segundo). 
kDa, kilodaltones. 

kHz, kilohertz. 

Km, constante de Michaelis 
Menten. 

kuncat, número de recambio en 
sentido inverso de la reacción. 

MO, megaOhms. 

M, molar. 

mg, miligramos. 

min, minutos. 

mL, mililitros. 

mm, milímetros. 

mM, mili molar. 

ms, milisegundos. 

mV, milivoltios. 

Na- HEPES, (n-[2-hidroxietil] 
piperazina-N-[2-etanosulfónico]) 
sal de sodio. 

NGF, factor de crecimiento neural. 

nm, nanómetro. 

nM, nanomolar. 

oc, grados celsius. 

P, coeficiente de partición. 

pA, picoamperios. 

Patch-Clamp, fijación de voltaje 
en microáreas de membrana. 

pH, potencial de hidrógeno. 

pS, picosiemens. 

RMN, resonancia magnética 
nuclear. 

rpm, revoluciones por minuto. 

Sn2, sustitución nucleófilica 
bimolecular. 

TFA, ácido trifluoroacético. 

TLC, cromatografía de capa fina. 

TRPV1, receptor de capsaicina 
(Transient Receptor Potential 
Vanilloid 1). 

UNIFAC, UNIQUAC Functional­
group Activity Coefficients. 

UNIQUAC, Universal Quasi 
Chemical theory. 

VAM, vainillilamina. 

VAmCl0, vainillilamida del ácido 
cáprico. 

VAmC8, vainillilamida del ácido 
caprílico. 

VAOH, alcohol vainillílico. 

VEsCl0, vainilliléster del ácido 
cáprico. 

VLE, equilibrio vapor-líquido. 

Vm , potencial de prueba. 

Vmax, velocidad máxima de 
síntesis enzimática. 

IX 



XiI fracción molar de la especie 
química i. 

x 



1. INTRODUCCION 

El avance en las tecnologías para la producción ó el aislamiento de 

moléculas farmacéutica mente activas tales como la Selección de Alto 

Rendimiento (High Throughput Screening), la Síntesis de Alto Rendimiento 

(High Throughput Synthesis) (Ortholand et al., 2004) Y la química 

combinatoria han desplazado en la última década a los métodos 

tradicionales de selección y desarrollo de fármacos (Butler, 2004; Koehn et 

al., 2005; Ortholand et al., 2004). Sin embargo, los productos naturales 

continúan desempeñando un papel preponderante como agentes activos por 

sí mismos, como precursores de fármacos y como estructuras base para el 

descubrimiento de nuevos agentes terapéuticos. De hecho, los productos 

biogénicos fueron la base de cerca del 50% de los fármacos introducidos en 

el mercado en los últimos 20 años. Gracias a su indiscutible diversidad 

química (Ortholand et al., 2004), continuarán participando de manera 

fundamental como sustancias activas, y moléculas modelo (Vuorela et al., 

2004). 

Una de las moléculas naturales que ha recibido particular atención en 

farmacología por su efectos fisiológicos paradójicos (dolor y analgesia), es la 

capsaicina, molécula responsable de la pungencia de los chiles. Aunque son 

usados comúnmente como especia, los chiles también se han empleado 

desde hace siglos por sus efectos medicinales, principalmente en el 

tratamiento de trastornos estomacales y como agentes para el control del 

dolor e inflamación (Janusz et al., 1993). Actualmente se comercializan 

analgésicos de aplicación local en los que la capsaicina es el único 

componente activo, siendo las cremas Zostrix® y Axsain® las más populares 

en Estados Unidos (Schnitzer, 1993). 

La necesidad de obtener nuevos analgésicos más efectivos, ó 

moléculas base con este potencial, como la capsaicina, radica en el gran 

número de individuos que se ven afectados por síntomas de dolor tanto 



agudo como crónico de diversa índole (>25% de la población 

norteamericana) (Altier et al., 2004). Esto a su vez repercute en costos 

laborales que resultan de la improductividad de quienes sufren de dolor 

crónico, costos que, solo en Estados Unidos se estima alcanzaron 

aproximadamente 90,000 millones de dólares (Altier et al., 2004). 

En este sentido, la comprensión del efecto analgésico de la capsaicina 

y sus derivados cobra relevancia. Este fenómeno se abordó inicialmente 

diseñando bloqueadores del receptor a capsaicina, el canal iónico TRPV1, 

(Bley, 2004; Oray et al., 1996; Urban et al., 2000), que es el responsable de 

desencadenar la transmisión de la señal dolorosa. Sin embargo, en años 

recientes otra aproximación se ha comenzado a investigar: la analgesia 

mediada por canales de Ca2+ dependientes de voltaje y en particular por los 

de bajo umbral de activación tipo T (ccrOV) (Oogrul et al., 2001; Todorovic 

etal., 2001). 

En este contexto, resulta importante encontrar un método eficiente y 

escalable para la obtención de capsaicina. No obstante, la disponibilidad de 

esta importante molécula se ve afectada por el bajo contenido de capsaicina 

en los chiles « 1 %), Y la pérdida inevitable en cada fase de su extracción, 

hace necesaria su obtención por métodos sintéticos (Govindarajan et al., 

1991; Kurian et al., 2002). 

Entre los métodos de síntesis disponibles, los métodos de síntesis 

química tienen ciertas desventajas debido al incremento en los costos de 

energía dada la necesidad de emplear frecuentemente temperaturas y 

presiones altas. Aemás existe una clara necesidad de desarrollar procesos de 

producción no contaminantes y amigables con el medio ambiente (Sheldon, 

2000). En este sentido, los métodos biocatalíticos de síntesis son cada vez 

más atractivos para los procesos de producción industrial ya que presentan 

ventajas sustanciales sobre la síntesis química. Entre estas ventajas se 

encuentra su naturaleza sustentable debida entre otras características al uso 
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de temperaturas y presiones cercanas a las ambientales. Esto hace a los 

procesos más seguros y más limpios ya que generalmente no se requieren 

de agentes químicos adicionales, y los biocatalizadores pueden ser 

reciclados. 

Por otro lado, las reacciones de transesterificación son de las más 

comunes en síntesis química ya sea en procesos químicos ó enzimáticos. 

Como es sabido, en estos procesos intervienen grupos funcionales 

nucleófilos y electrófilos para realizar la transferencia del grupo acilo. En 

muchas ocasiones se presenta la necesidad de trabajar con moléculas 

bifuncionales que contienen dos ó más grupos químicos, generalmente 

nucleófilos, entre los cuales los grupos alcohólicos y las aminas son bastante 

comunes. La presencia de varios de estos grupos en la misma molécula 

dificulta los procesos de esterificación ya que el proceso debe ser 

discriminatorio para esterificar solo aquellos grupos seleccionados. Esta no 

es una tarea trivial cuando lo que se desea es acilar un grupo hidroxilo en 

presencia de un grupo amino, ya que las aminas son más reactivas que los 

alcoholes y las amidas (producto de la esterificación de una amina) son más 

estables que los ésteres (producto de la esterificación de un alcohol). 

En este trabajo, se propone la resolución biocatalítica quimioselectiva 

por esterificación de una mezcla de sustratos amina-alcohol, los cuales son 

precursores de compuestos análogos a la capsaicina. En vista de la 

capacidad de la capsaicina de inhibir canales de Ca2+ de alto umbral de 

activación (Baila Z et al., 2001; Bielefeldt, 2000; Bleakman et al. , 1990; 

Docherty et al. , 1991; Lo et al., 1995), se pretende evaluar el efecto de 

dichos análogos en los CCTDV mediante la técnica de fijación de voltaje en 

microáreas de membrana (Patch-Clamp). 
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2. ANTECEDENTES 

2.1 Amidas 

2.1.1 Propiedades de las amidas. 

Existen cuatro familias químicas derivadas de los ácidos carboxílicos: 

cloruros, anhídridos, ésteres y amidas. En las amidas, grupo -OH se 

reemplaza por un grupo -NH2. Las amidas tienen puntos de ebullición altos 

(> 2000 C) debido a su alta capacidad de formar puentes de hidrógeno entre 

ellas y son las moléculas de mayor estabilidad química entre las cuatro 

familias (Morrison et al., 1998a). 

2.1.2 Características del enlace amida. 

El doble enlace entre el oxígeno y el carbono se encuentra en 

resonancia con el nitrógeno. Esta característica le confiere a la molécula, por 

una parte, la rigidez del enlace, provocando que los tres átomos, C, N y O, 

se encuentren en un mismo plano. Por otra parte la baja reactividad, 

característica de las amidas es también originada por esta resonancia que 

mantiene comprometidos a los electrones del oxígeno y del nitrógeno en 

este estado. Al orientarse la nube electrónica del nitrógeno hacia el carbono 

para formar el doble enlace se genera un dipolo más fuerte. Los tres estados 

estructurales que participan en la resonancia se muestran en la figura 1. 

)lo R2 

R1 N/ ---
H 

0 8-

A8y R2 
R1 N 

H 
....... 

o 

A+/R2 
R1 N 

H 

Figura 1. Estructuras de resonancia de amidas. La resonancia involucra al nitrógeno el 
cualcontribuye con electrones para formar el doble enlace entre él y el carbono. En este 
estado, el oxígeno queda en un estado más electronegativo y el hidrógeno más 
electropositivo dando lugar a un dipolo más fuerte. 

4 



2.1.3 Relevancia del enlace amida 

Las amidas de ácidos grasos se han obtenido generalmente por 

catálisis química clásica reaccionando aminas ó amoníaco a altas 

temperaturas con derivados de ácidos carboxílicos (cloruros ó anhídridos) 

llevándose a cabo una sustitución nucleofílica que requiere de condiciones de 

reacción relativamente peligrosas. A escala industrial, se obtienen por 

calentamiento de las sales de amonio de ácidos carboxílicos (Morrison et al., 

1998b). Se emplean como lubricantes en la industria de los plásticos (Litjens 

et al., 1999; Opsahl, 1992), y debido a sus propiedades 

tensoactivas/surfactantes se utilizan como aditivos en la industria 

farmacéutica y cosmética (Presenz, 1996; Sivasamy et al., 2001). En el 

sector farmacéutico, el enlace amida se encuentra presente en el 50% de los 

fármacos sintéticos, en el 10% de los fármacos naturales (no protéicos) y en 

el 40% de los fármacos en desarrollo (Henkel et al., 1999). Debido a su 

estabilidad y baja reactividad, el enlace amida es esencial en la estructura 

de aminoácidos y proteínas, ya sean enzimas, anticuerpos, canales iónicos 

u hormonas. Este tipo de moléculas necesariamente coexiste con otras para 

interactuar y es en este punto donde la presencia del enlace amida se 

expande a moléculas de naturaleza no protéica generando miles de 

estructuras diferentes que han dado lugar a la investigación médica y 

farmacéutica. El enlace amida también se encuentra presente en una 

molécula de particular interés, la capsaicina, la cual genera la sensación 

picante en los chiles y en la que se basa el desarrollo del presente trabajo. 

2.1.4 Capsaicinoides 

La capsaicina es un alcaloide cristalino responsable del sabor picante 

de los chiles del género Capsicum annum cuya estructura se muestra en la 

figura 2. 
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Figura 2. Estrudrura de la capsaicina. Se indican las tres 
regiones en las que puede dividirse: A) Region del anillo 
vainilloide, B) Región de enlace y C) Región del acilo. (Walpole 
et al., 1993a) 

Se concentra principalmente en la placenta del fruto (venas). No se 

alcanza a apreciar olor ni sabor, es ligeramente soluble en agua pero muy 

soluble en alcohol, grasa y aceites . . Los principales capsaicinoides presentes 

en el extracto cristalino son capsaicina (69%), dihidrocapsaicina (22%) y 

tres compuestos menores: nordihidrocapsaicina (7%), homocapsaicina (1%) 

y homodihidrocapsaicina (1%) (DeWitt, 2005). La capsaicina pertenece a la 

familia de los capsaicinoides, entre los que se encuentran la piperina y el 

zingeron, de origen natural, que están presentes en la pimienta y el jengibre 

respectivamente. Dado que la estructura común de todos estos análogos de 

capsaicina es el anillo vainillioide, el cual es esencial para la actividad 

biológica, también se les ha dado el nombre de vainilloides (Szallasi et al., 

1993). La figura 3 muestra las estructuras de los capsaicinoides naturales 

presentes en los chiles. 

Una de las escalas para medir la pungencia de los chiles es la Scoville 

en la que 1 ppm de compuesto equivale a 15 unidades Scoville. Los chiles 

habaneros, considerados los más picantes, poseen de 1 X 105 a 3 X 105 

unidades Scoville . 
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Figura 3. (:apsaicinoides presentes en los chiles. El número en la estructura indica la 
longitud de la cadena. 

mientras que la capsaicina pura posee 16 X 106 (Margen et al., 1992). 

Aunque son usados comúnmente como especia, los chiles se han empleado 

desde hace .sjglos por sus efectos medicinales, principalmente para tratar 

trastornos estomacales y como agentes locales para el control del dolor e 

inflamación (Janusz et al., 1993). El aceite de clavo también se usaba para 

mitigar el dolor de dientes (Lembeck, 1987) en el cual se encuentran 

presentes la capsaicina y otros de sus análogos estructurales tales como el 

eugenol. Jancsó y col. (Jancsó et al., 1967) demostraron por primera vez 

que la capsaicina no solo activa las neuronas sensoriales produciendo dolor, 

sino que confiere a los mamíferos resistencia a estímulos dolorosos. Aunque 

existen comercialmente analgésicos de . ~plicación local con capsaicina en 



- --- - ----- . ---- --- -- --_ . _-- - _._- - - - -- -.®- _._-- -- ---_.- - - ---- -_._- - --- - --®--------_. - - - - - .-----
base emoliente (Zostrix , 0.025% capsaicina y Axsain , 0.075% 

capsaicina) el uso de capsaicinacomo analgésico sigue siendo limitado por 

los efectos dolorosos e irritantes que provoca, por su carácter neurotóxico, 

por la falta de evidencia éontundente en su eficacia como analgésico local y 

-----------por-tas -a1teraciones--en-ta presrónarteriaty-- Ia -broncm::onstri-cc-rón-:que-indo-ce -- -- -- - -
- -- - -- - - _. - - - .. - - -- .-' -- -- ...:- -- - .. - -- - -- - - -._-- _. -_._- - - -- -- -- _ .- -- - ~ _. --- - --- - - - - - - -- -- - - ---:- _. - - - -

(Dray et al., 1996; Low et al., 1995; Nolano et al., 1999; Szallasi et al., 

1993; Szallasi et al., 1999; Urban et al., 2000). 

El b-ajo contenido de capsaicina en los chiles (0.2-1% peso) y la 

pérdida inevitable en cada fase de su extracción (Govindarajan et al., 1991; 

Kurian et al., 2002) hacen necesaria la obtención de esta molécula ó sus . 
derivados por métodos sintéticos para su . _aplicación· cOll1ercial. Entretanto, 

.. - -- ... - - . . - . - - "... - ... - _.. - _. - - - -

las desventajas del uso de la capsaicina, como analgésicó I~cal, se han 

tratado de superar mediante la síntesis de análogos de capsaicina, que. 

posean las propiedades analgésicas sin los efectos secundarios de la 

capsaicina. Ejemplos de estos intentos son la síntesis de una variedad de 

compuestos antagonistas al receptor de capsaicina, el canal TRPV1, algunos 

de ellos con buenos resultado~ como el SB-366791 (Gunthorpe et al., 

2004), la I-resiniferatoxina (Wahl et al., 2001), el IBTU (Toth et al., 2004) y 

otros (Lee et al., 2003; Szallasi et al., 2004), los cuales inhiben el fenómeno 

de dolor. También se han· sintetizado compuestos agonistas con actividad 

analgésica con diferentes grados de pungencia. Entre los que presentan 

escasa pungencia se encuentran el Olvanil (Appendino et al., 2005; Urban et 

al., .2000; Wahl et al., 2001) y el SDZ-249-665 (Urban et al., 2000). El 

Nuvanil (Dray etal., 1996) y la Civamida (Hua etal., 1997; Rapoport etal., 

2004) también poseen propiedades analgéSicas pero provocan sensaciones 

picantes o irritantes. Las estructuras de estos compuestos se muestran en la 

figura 4. Sin embargo, la complejidad del fenómeno de nocicepción (dolor) 

(Benham et al., 2002; Besson et al., 1987; Clapham, 2003; Di Marzo et al., 

2002; Gunthorpe et al., 2002; Millan, 1999; Szallasi et al., 1996; Szallasi et 

al., 2000; Wang et al., 2005), así como resultados no concluyentes e inCluso 

contradictorios respecto a la combinación de factores necesarios para 



entender la coexistencia de los diferentes tipos de nocicepción y la analgesia 

(Low et al., 1995), debidos posiblemente a las diversas metodologías usadas 

para evaluar los compuestos, hacen necesario realizar mas investigación al 

respecto. 

ANTAGONISTAS AGONISTAS 

o 
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~:::,... N~OM9 . I H 
CI ¿ 

:JY'~~ 
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SB 366-791 

ff J~oMe I ~ ~ I 
CI .ó .ó OH 

IBTU 
I 

rJ-O 
HO-)=z, 

MeO I 

""JY'~~ 
HO y 

Civamida 

I-Reslnlferatoxlna 

M90:(:('JlUy I ~ ~ I 
HzN .............. O :::,... .ó 

SOZ 249-665 

Figura 4. Estructuras de compuestos sintéticos que actúan sobre 
el receptor de capsaicina, el canal TRPV1. Los compuestos agonistas 
activan el canal y los antagonistas impiden o interrumpen el estado 
activado, La analgesia causada por los agonistas probablemente se deba 
a la cinética de las corrientes que cada compuesto genere, La analgesia 
provocada por los antagonistas es por inhibición competitiva en el sitio de 
unión con el agonista. 

2.1.5 Síntesis enzimática de amidas 

En vista de la necesidad de obtener capsaicina ó sus análogos de 

manera práctica y en cantidades suficientes para su uso industrial surgen las 

alternativas química y biocatalítica para su producción. El incremento en los 

costos energéticos desfavorecen la síntesis química ya que temperaturas y 

presiones altas son comunes en muchos procesos de síntesis química, En 

años recientes y como respuesta a la necesidad de legislar sobre el impacto 
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ambiental que ocasiona la industria manufacturera, ha crecido el interés en 

productos producidos con tecnologías de bajo impacto ambiental y con 

materias primas renovables (Committee on Biobased Industrial Products et 

al., 1999). Este interés ha hecho que los métodos biocatalíticos de síntesis 

sean cada vez más las vías de producción preferidas. El uso de enzimas para 

síntesis orgánica es una práctica que se encuentra ampliamente 

documentada (Drauz et al., 2002; Faber, 2000; Patel, R. N., 2000), en 

particular el de las enzimas hidrolíticas tales como proteasas, esterasas y 

Iipasas. Esto es debido, por un lado, a su alta disponibilidad y estabilidad, a 

la viabilidad termodinámica de las reacciones inversas y al hecho de que 

aceptan una gran variedad de sustratos, además de que por lo general 

poseen alta selectividad (Bornscheuer, U.T. et al., 1999; Schmid et al., 

1998). 

La síntesis enzimática de amidas surgió como una alternativa a la 

síntesis química y requiere necesariamente de un medio diferente al acuoso 

(Bordusa, 2002; Bousquet et al., 1999; West et al., 1990; Zacks et al., 

1985). El agua es el medio natural de funcionamiento de las enzimas, sin 

embargo en el contexto de química industrial, tiene un bajo perfil como 

solvente ya que la mayoría de compuestos orgánicos de interés comercial 

son poco solubles en agua o inestables en ella. De hecho, se requiere de un 

medio orgánico anhidro para minimizar la hidrólisis e inducir la síntesis 

(Bordusa, 2002; Pedersen et al., 2002). La síntesis enzimática presenta las 

siguientes ventajas: 

• Permite obtener velocidádes de reacción más rápidas (kcaJkuncat 

hasta 1017
) que en ausencia de biocatalizador (Garcia-Junceda et 

al., 2004; Koeller et al., 2001). 

• Se requieren condiciones de reacción más suaves que en las 

síntesis química. Esto se traduce en procedimientos más limpios, 

seguros y económicamente más atractivos. (Sheldon et al., 

2004) 
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• Las enzimas presentan estereo- y regioselectividad y es posible 

manipular estas propiedades mediante modificaciones al medio 

de reacción (Selle k et al., 1999; Sheldon et al., 2004; Wescott, 

C. R. et al., 1997). Esto evita la necesidad de la protección de 

grupos moleculares, requisitos en la síntesis química (Sheldon et 

al., 2004). 

• El biocatalizador se puede reciclar (Carrea et al., 2000). 

En medios orgánicos en particular, las ventajas de la síntesis enzimática 

son: 

• Es posible solubilizar especies hidrofóbicas y eliminar reacciones 

secundarias que ocurren en medios acuosos.(Carrea et al., 2000; 

Ghaném et al., 2005; Klibanov, A.M., 2003; Klibanov, A. M., 

2001; Rahman et al., 2005; Sellek et al., 1999) 

• Se reduce la contaminación microbiana (Carrea et al., 2000; 

Sellek et al., 1999). 

El primer trabajo sobre el uso de enzimas hidrolíticas para la para la 

producción de amidas a nivel industrial (N-acilación de aminoácidos) lo 

reportó la compañTa Novo-Nordisk (Godtfredsen et al., 1990). 

Posteriormente la compañía Henkel KGAA reportó N-acilaciones de 

aminoácidos, hidrolizados de proteínas y/o sus derivados, usando lipasas y 

proteasas como catalizadores (Vonderhagen et al., 1999). 

En trabajos subsecuentes se reportó la evaluación de la capacidad de 

las proteasas y amidasas para sintetizar aminoácidos y péptidos (Bradbury 

et al., 1991). Las desventajas de las proteasas en la síntesis de amidas en 

solventes orgánicos son su alta preferencia por aminoácidos como sustratos 

y su labilidad ante solventes y temperatura (Bordusa, 2002; Maugard et al., 

1997). De hecho, la disminución en actividad catalítica es con frecuencia la 

principal desventaja no solo en el uso de proteasas sino también para el 

resto de las hidrolasas (Klibanov, A. M., 1997). A pesar de estas desventajas 

11 



se han llevado acabo algu~os trabajos exitosos de síntesis de amidas con 

proteasas en solventes orgánicos (Bordusa, 2002; Clapes et al., 1999; Piera 

. et al., 2000). 

La contribución de las amidasas en la síntesis de amidas en solventes 

orgánicos esta representada principalmente por las penicilin amidasas G y V 

que se han empleado para sintetizar antibióticos ~-Iactámicos a partir del 

ácido 6-amino-penicilánico o del ácido 7-amino-desacetoxi-cafalosporánico 

con donadores de acilo específicos (Kallenberg et al., 2005). Las amidasas 

también se han empleado para la resolución de aminas quirales (Van 

Rantwijk et al., 2004) y para transacilación (Fournand et al., 2001). Uno de 

los primeros investigadores en documentar esta última actividad fue 

Grossowicz al sintetizar ácidos hidroxámicos (RCONHOH) mediante la 

sustitución de los grupos amido de la glutamina y asparagina con 

hidroxilamina empleando extractos de Proteus Vulgaris X-19 (Grossowicz et 

al., 1950). En otro estudio, Thiery y col. reportaron la capacidad de la 

amidasa de Rhodococcus sp R312 para transferir acilos de amidas, ácidos y 

ésteres a . la hidroxilamina dando lugar a los ácidos hidroxámicos 

correspondientes y amonio (Thiéry et al., 1986). Más recientemente, 

Kobayashi y col. lograron sintetizar hidrazidas ' con la amidasa de 

Rhodococcus rhodocrous J1 mediante la tranferencia del acilo de un amida a 

la hidrazina (Kobayashi et al., 1999). 

Por otro lado, la aplicación de esterasas a la síntesis de amidas no ha 

sido reportada, a pesar de poseer esta actividad. Sin embargo, su uso en la 

en la industria alimentaria, de perfumes y farmacéutica ha sido significativa 

para la producción de ácidos carboxílicos, precursores de compuestos 

aromáticos y fármacos quirales (Panda et al., 2005). Por ejemplo, la 

esterasa de Trichosporon brassicae y de Pseudomonas sp. 534 se han 

usado para la resolución de la mezcla racémica (5)- y (R)-cetoprofeno, 

donde el enantiómero (5)- es efectivo como antinflamatorio y analgésico en 

casos de artritis, quemaduras por exposición solar, menstruación y fiebre, y 
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el enantiómero (R)- como aditivo en cremas dentales para prevenir 

enfermedades periodontales (Kim, G. J. et al., 2002; Shen et al., 2002). Las 

esterasas, a diferencia de las lipasas, aceptan preferentemente como 

sustratos a ésteres solubles en agua o triglicéridos de cadena corta como la 

tributirina (Bornscheuer, U. T. et al., 2002), poseen una moderada 

enantioselectividad, y para efectos de este trabajo su preferencia por acilos 

de cadena corta (hasta 6 C) es una desventaja (Bornscheuer, U. T., 2002). 

En este contexto, las lipasas por la naturaleza de su actividad catalítica 

son una mejor opción que las esterasas y las proteasas para la biosíntesis en 

solventes orgánicos. Esto es debido a su mayor estabilidad en solventes y su 

capacidad de aceptar una amplia diversidad de sustratos, catalizando 

biotransformaciones en las que interviene el grupo carboxilo como son la 

esterificación, la transesterificación, la perhidrólisis y la aminólisis usando 

nucelófilos como alcoholes, hidroperóxidos o aminas (Rantwijk et al., 2000; 

Schmid et al., 1998). En la figura 5 se presentan las diferentes reacciones 

catalizadas por lipasas. 
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Figura 5. Reacciones de síntesis cata liza das por lipasas. 
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2.1.6 Síntesis enzimática de capsaicinoides. 

La importancia de la capsaicina y de sus derivados como moléculas de 

estudio y agentes analgésicos, ha generado el interés por sintetizar estas 

moléculas, sin embargo, pocos son los reportes en la literatura sobre síntesis 

enzimática de capsaicinoides. La síntesis enzimática de capsaicinoides, 

además de nuestro Grupo, se ha reportado en la literatura solamente por 

Kobata y colaboradores. Este grupo realizó una selección de enzimas y 

sintetizó capsaicinoides empleando vainililamina y ésteres de ácidos grasos 

libres (Kobata et al., 1998a) ó aceites naturales (Kobata et al., 1998b) 

obteniendo amidas análogas a capsaicina (capsaicinoides) con longitud de 

cadena 4, 6, 14 Y 18: 1 (Olvanil), 18:2 y 18:3. No obstante que sus primeros 

reportes son de síntesis en dos fases (acuosa y orgánica), y en promedio 

obtuvieron bajas conversiones (9-20%), las conversiones obtenidas con la 

lipasa B de Candida antarctica y la lipasa de Burkholderia cepacia fueron 

relativamente aceptables (50% y 59% respectivamente). Posteriormen'::e, 

una vez seleccionada a la lipasa B de Candida antarctica inmovilizada en 

resina acrílica (Novozym 435) como la mejor lipasa para sus síntesis, 

realizaron transacilaciones en n-hexano entre capsaicina y diferentes 

donadores de acilo (Kobata et al., 1999). Sus resultados muestran que para 

la producción de Olvanil, el uso de aceite de oliva como donador de acilo 

(dada su alta proporción -83%- de ácido oléico) genera una mejor 

conversión (62%) que el uso de otros donadores de acilo. En un trabajo 

reciente de síntesis enzimática de capsaicinoides en solventes orgánicos, 

Kobata y col. sintetizaron ésteres análogos de capsaicina (capsiatos) y 

analizaron el efecto del solvente, de la proporción de sustratos, del 

contenido de agua, y del tipo de donador de acilo en la conversión de las 

reacciones enzimáticas (Kobata et al., 2002). Este grupo reportó un 

importante efecto en la conversión al cambiar las proporciones de los 

sustratos, efecto que pierde importancia cuando se incluye tamiz molecular 

(perlas) en la reacción para absorción de agua. Respecto al tipo de donador 
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de acilo, se obtienen prácticamente las mismas conversiones con donadores 

de acilo de diferente longitud de cadena. 

En nuestro grupo de trabajo, Reyes D. inició la línea de estudio de la 

síntesis e hidrólisis de capsaicinoides de cadena larga en solventes orgán icos 

(Reyes-Duarte, 2002); obtuvo conversiones de aminas a amidas cercanas al 

100% en 2-metil-2-butanol y de 65-75% en n-hexano. Se obtuvieron 

conversiones variables en la síntesis de ésteres a partir de alcoholes en 2-

metil-2-butanol y de 60-70% en n-hexano. Torres G., también en nuestro 

grupo de trabajo, sintetizó capsaicinoides en 2-metil-2-butanol variando la 

longitud de la cadena y los sustituyentes del anillo vainillílico encontrando, 

en congruencia con Kobata, que la longitud de cadena no influye en la 

conversión al equilibrio (Torres, 2004). También reportó que los 

sustituyentes en el anillo vainilloide pueden estar ejerciendo impedimentos 

estéricos dado que se observa una disminución en la velocidad de síntesis al 

aumentar el volumen de los sustituyentes. 

2.2 Lipasas 

Las lipasas se pueden obtener de microorganismos, plantas y animales 

superiores, sin embargo el 80% de las lipasas comercialmente disponibles 

son de origen fungal o bacteriano (Schmid et al., 1998). De los 6 grupos en 

que se clasifican las enzimas, las hidrolasas son el grupo que incluye al 

mayor número de enzimas de aplicación industrial (>80%) . Este grupo 

incluye a las lipasas. Las lipasas catalizan reacciones de hidrólisis de 

triacilglicéridos produciendo ácidos grasos libres, monoacilglicéridos, 

diacilglicéridos y glicerol (Patel, M. T. et al., 1996). De acuerdo al sistema 

numérico categórico de EC ((NC-IUBMB), 1999) las Iipasas están 

clasificadas como triacilglicerol lipasas (EC 3.1.1.3) dentro del grupo de las 

hidrolasas de ésteres carboxílicos (EC 3.1.1), es decir, sus sustratos 
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naturales son los triacilgliceroles ó triglicéridos. A diferencia de la esterasas, 

las lipasas hidrolizan ésteres de cualquier longitud de cadena 

2.2.1 Características estructurales de las lipasas 

La mayoría de las lipasas poseen un peso molecular que se ubica en el 

rango de 19 a 40 kDa (Holmquist, 2000) y tienen una estructura terciaria 

característica. De manera general, para efectuar la catálisis, primero ocurre 

un fenómeno llamado "activación interfacial", que consiste en un rearreglo 

conformacional en su estructura involucrando principalmente el 

desplazamiento de una "tapa" oligopeptídica anfifílica que cubre el sitio 

activo, la cual, en presencia de una interfase orgánica-acuosa o solo 

orgánica lo deja expuesto a la entrada del sustrato (Berglund, 2001; 

Schmid et al., 1998). En cierto momento se pensó diferenciar a las lipasas 

de las esterasas por fenómeno de "activación interfacial", sin embargo se 

encontraron lipasas, como la lipasa B de Candida antarctica, la de 

Pseudomonas glumae y Pseudomonas aeruginosa que no presentan 

activación interfacial (Krishna et al., 2002). 

La gran estabilidad de las lipasas en solventes orgánicos está 

relacionada con su estructura, particularmente por la alta proporción de 

aminoácidos hidrofóbicos expuestos cuando el sitio activo se vuelve 

accesible, provocando de esta manera, que la región de unión a la interfase 

se convierta en una zona más apolar (Verger, 1997). 

Estructuralmente, las 11 lipasas cuyas estructuras han sido resueltas, 

presentan un plegamiento típico de las a/~-hidrolasas, el cual consiste 

generalmente en 8 hebras ~ que corren paralelas excepto la segunda, 

separadas una de otra por hélices a como se muestra en la figura 6. Su sitio 

. activo esta compuesto por la triada catalítica Ser-His-Asp/Glu característica 
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de la serin-hidrolasas y por varios residuos oxianión estabilizadores (Figura 

7) (Bornscheuer, U.T. et al., 1999). 

Figura 6. Estructura a-~ 
hidrolasa característica 
de las lipasas. Las hélices 
a están representadas por 
cilindros y las hojas ~ por 
flechas. La posición de los 
res iduos del sitio activo se 
muestra con un círculo. La 
Ser es el residuo indicado 
inmediatamente después 
de la hoja ~5. El residuo 
Asp/His se encuentra 
después de la hoja ~7 y la 
His se localiza entre la hoja 
~8 y la aF. Tomado de 
(Jaeger et al., 1999) 

La serina nucleófila está localizada en un pentapéptido altamente 

conservado, Gly-X-Ser-X-Gly, en el pronunciado doblez entre de la hebra ~5 

y la hélice aC; el aspartato ó glutamato se encuentra justo después de la 

hebra 137 unido por puente de hidrógeno a la His, la cual se encuentra cerca 

del carbono terminal después de la hebra ~8 (Bugg, 2004; Jaeger et al., 

1999). 
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Figura 7. Representación 
tridimensional de la 
lipasa B de Candida 
antarctica cristalizada 
con Tween 80 (azul claro) 
como inhlbidor. La triada 
catalítica Asp-His-Ser se 
muestra en amarillo, rojo y 
azul oscuro respectivamente 
y las interacciones con el 
inhibidor se indican con 
líneas. También se señalan 
las interacciones que forman 
el intermediario tetraédrico y 
los oxianiones formados por 
la Gln106 y Thr40. La 
representación mostrada es 
una visualización realizada 

en el programa "Visual Molecular Dynamics" del Theoretical and Computacional Biophysics 
Group de la Universidad de IlIinois en Urbana-Champaign. La enzima fue cristalizada con 
Tween 80 por Uppenberg y col. (Uppenberg et al., 1995). 

Lang y col. identificaron en la lipasa de Burkholderia cepacia tres 

subsitios alrededor del sitio activo que sirven de receptáculos a los 

triacilgliceroles: un agujero oxianión que sirve para estabilizar el 

intermediario tetraédrico y tres subsitios o "bolsas" que alojan a los ácidos 

grasos unidos en las posiciones sn-1, sn-2 y sn-3 (Lang et al., 1998a; Lang 

et al., 1998b). Estos subsitios se presentan en la figura 8. El subsitio para la 

posición sn-3 es una gran ranura hidrofóbica, en la que se acomoda el acilo. 

Los subsitios para las posiciones sn-2 y sn-1 conforman un subsitio para la 

recepción de la parte alcohólica donde el subsitio para la posición sn-1 es 

más pequeño; ambos subsitios contienen residuos hidrofóbicos e hidrofílicos. 
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Figura 8. Tres subsitios en la lipasa de Burkholderia cepacia. Se muestra a un 
inhibidor trioctil unido covalentemente al oy de la Ser87. (A) Mapa de superficie de la lipasa 
de Burkholderia cepacia que muestra al inhibidor unido en una conformación de tenedor. El 
subsitio HA aloja a la cadena sn-3 del ácido graso. El subsitio HH acomoda a la cadena sn-2 
del ácido graso y el subsitio HB une la cadena sn-l, (B) Vista magnificada del inhibidor que 
muestra la unión covalente entre el inhibidor y la enzima. Los átomos C4-C11 constituyen la 
cadena sn-3, los átomos Nl-C20 constituyen la cadena sn-l, y los átomos N2-C30 la 
cadena sn-2. Tomado de (Lang et al., 1998b) 

En otros estudios, Uppenberg y col. identificaron una estructura similar 

para la lipasa B de Candida antarctica formada por dos "túneles" de 

diferente longitud casi paralelos que parten desde la Ser catalítica hacia la 

superficie, y en los que la porción del acilo se aloja en el más largo y la 

porción alcohólica en el más corto (Uppenberg et al., 1995). En la figura 9 se 

muestra una representación tridimensional de la lipasa B de Candida 

antarctica cristalizada con el surfactante Tween 80 (amarillo) y una 

superposición de la vainillilamida del ácido cáprico (VAmC10) sintetizada en 

este trabajo. Cygler y col. por su parte hicieron lo propio para la lipasa de 

Candida rugosa identificando también dos regiones, una para el alojamiento 

de la porción del acilo y otra para la porción alcohólica (Cygler et al., 1994). 
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Figura 9. Subsitios de alojamiento de la parte alcohólica y acilo en la 
lipasa B de Candida antarctica cristalizada con Tween 80 (amarillo). 
Vista superior. La vainillilamida del ácido cáprico (VAmC10) sintetizada en este 
trabajo (en azul claro) se arregló para seguir la conformación del Tween 80. Se 
señalan con arcos los dos "túneles" para la porción alcohólica y acilo. Se indica 
en color azul los aminoácidos polares del sitio activo al fondo y en café, los 
aminoácidos hidrofóbicos de las paredes del sitio activo. La representación 
mostrada es una visualización realizada en el programa "Visual Molecular 
Dynamics" del Theoretical and Computacional Biophysics Group de la 
Universidad de IlIinois en Urbana-Champaign. La enzima fue cristalizada con 
Tween 80 por Uppenberg y col. (Uppenberg et al., 1995). 

2.2.2 Especificidad de las lipasas 

En el caso de procesos de síntesis orgánica, un biocatalizador ideal es 

aquel que puede aceptar una gran variedad de sustratos pero al mismo 

tiempo mantener una alta enantioselectividad para cada uno. Las lipasas, 

son de los pocos biocatalizadores que poseen una mejor combinación de 

ambas características, lo que las coloca con ventajas sobre otras enzimas 

para procesos biocatalíticos (Cygler et al., 1994). 
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En términos de la interacción química entre sustrato y enzima, ;as 

lipasas pueden ser: 1) estereoselectivas, 2) regioselectivas, 3) 

quimioselectivas y 4) tiposelectivas (Charlton et al., 1991). 

las lipasas poseen alta estereoselectividad, que es la capacidad para 

reconocer determinado enantiómero o diasterómero en una mezcla 

racémica. Un ejemplo de la capacidad estereoselectiva de las lipasas es la 

conversión (80%) del ácido mandélico y acetato de vinilo a (S)-Q-acetil 

mandelato con un exceso enantiomérico >98%, catalizado con la lipasa de 

Pseudomonas sp. en éter isopropílico (Strauss et al., 1999a). 

Basados en la enantioselectividad, se puede afirmar que la mayoría de 

las lipasas, excepto las lipasas pancreática porcina y de Burkholderia 

cepacia, favorecen la catálisis de alcoholes alifáticos secundarios y sus 

derivados (Bornscheuer, U.T. et al., 1999). Dada esta característica, se 

propuso una regla empírica mostrada en la figura 10 para predecir cual 

enantiómero tendrá preferencia en reacciones enzimáticas con lipasas. Esta 

regla se basa en el tamaño de los sustituyentes y postula que la enzima es 

capaz de reconocer a los enantiómeros de alcoholes secundarios 

principalmente por efectos estéricos en el acomodo de los sustituyentes en 

dos subsitios: uno para sustituyentes medianos (M) y otro para 

sustituyentes grandes (l). Esta regla concuerda con los estudios 

cristalográficos antes mencionados que identifican subsitios para las 

porciones acilo y alcohólica. El subsitio para la porción acilo ó de la posición 

sn-3 corresponde al subsitio definido para los sustituyentes grandes (l) y el 

subsitio para la porción alcohólica ó de las posiciones sn-2 y sn-l 

corresponde a los sustituyentes medianos (M). En un gran número de 

lipasas el enantiómero (R) es el favorecido para la catálisis. 
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Figura 10. Reconocimiento enantio­
mérico de las lipasas. La regla empírica 
predice cual enantiómero de un alcohol 
secundario reacciona más rápido. M 
representa un sustituyente de tamaño 
mediano como CH3 y L representa a un 
sustituyente grande como fenal o un 
carbono tri- o tetra- sustituído. Tomado de 
(Cygler et al., 1994). 

En algunas lipasas los dos enantiómeros son capaces de reaccionar y 

no se puede lograr una resolución aceptable, mientras que en otras, el 

enantiómero (S) no es capaz de acomodarse en el sitio. Esto resulta de que 

la histidina y el oxígeno alcohólico no se encuentren a una distancia 

suficiente para formar el puente de hidrógeno necesario para inducir la 

formación del intermediario tetraédrico, lo cual genera excesos 

enantioméricos cercanos al 100%. Nishizawa y col. demostraron en la 

hidrólisis de ésteres alcohólicos con la lipasa Burkholderia cepacia que la 

velocidad de reacción de formación del intermediario tetrahhédrico es el 

paso limitante de la enantioselectividad (Nishizawa et al., 1997). También 

demostraron que los efectos estéricos de los grupos acilo y alcohólico de los 

ésteres no influyen en la afinidad de los enantiómeros hacia el sitio activo, 

siendo ambas Km muy similares pero sí influyen en la habilidad del 

enantiómero para formar el puente de hidrógeno entre el oxígeno alcohólico 

y la His. 

Se ha comprobado la aplicabilidad de esta regla en muchos casos en 

los que se ha incrementado la enantioselectividad de la lipasa mediante el 

aumento de tamaño del sustituyente grande (l) (Johnson et al., 1991; 

Rotticci et al., 1997; Scilimati et al., 1988) ó incluso se ha invertido la 

selectividad haciendo el sustituyente mediano (M) más grande que el 

sustituyente grande (l) (Shimizu et al., 1992). 
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La regioselectividad, que es la preferencia por actuar selectivamente 

en una posición específica de la molécula, también es una característica de 

las lipasas. Basadas en los triacilgliceroles, la regioselectividad de las lipasas 

puede ser a) sn-1,3 específica.o b) no específica. La selectividad sn-1,3, 

que es la que poseen el 60% de las lipasas (Schmid et al., 1998), indica la 

preferencia a hidrolizar los ésteres en las posiciones 1 y 3 del triglicérido 

(Schmid et al., 1998; Trius et al., 2000). Dado que cada tipo de enzima 

evolucionó para las necesidades propias del organismo en que se expresa, la 

regioselectividad, así como otras . propiedades de la enzima dependen 

fuertemente de la fuente de la lipasa (Nicotra et al., 1989). También se ha 

observado que la regioselectividad depende en gran medida del medio de 

reacción (MacManus et al., 1997; Rubio et al., 1991), el nivel de hidratación 

(Kim, J. E. et al., 1998) y el tipo de sustrato (Rich et al., 1995). Ejemplos de 

regioselectividad de lipasas en solventes orgánicos son el trabajo de 

acilación de dioles vecinos en esteroides por Silva y col. (Silva et al., 2005), 

el de Ferrer y col. quienes real.izaron monoacilaciones (>95%) 6-0 

específicas en azúcares (Ferrer et al., 1999) y la esterificación de streptol 

presentada por Kroutil y col. (Kroutil et al., 2005). 

La quimioselectividad es la · propiedad de actuar sobre un grupo 

funcional determinado en presencia de otro con igual ó diferente reactividad. 

es otra propiedad útil de las lipasas que puede aprovecharse para resolver 

mezclas racémicas de alcoholes como lo empleó Nanda y col. (Nanda et al., 

2004) obteniendo policetoésteres específicos o amidas surfactantes en lugar 

de ésteres de acuerdo con Maugard y col.(Maugard et al., 1997). 

La tiposelectividad, que es la propiedad de hidrolizar ésteres de ácido 

graso de determinada longitud y saturación (Vaysse et al., 2002), también 

se ha empleado para caracterizar lipasas (Caro et al., 2000). 

Mediante estudios cristalográficos de la lipasa de Burkholderia cepacia 

se han identificado sitios de unión a los acilos de los triacilgliceroles y la 
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explicación de la selectividad de esta lipasa se reporta principalmente por 

efectos estéricos causados por uno de los enantiómeros. Sin embargo, no se 

puede generalizar este razonamiento a otras lipasas, incluso dentro de la 

misma familia, porque existen otros factores de los cuales depende la 

selectividad como la naturaleza química y/o el estado físico de los sustratos 

(Lang et al., 1998b). 

Como podría esperarse, todas estas propiedades de las lipasas se 

encuentran relacionadas entre si y se influyen mutuamente. Esto se puede 

observar en el estudio de Salazar y col. (Salazar et al., 1999) quienes 

reportan que la resolución de 3-a, naftoxi-1,2-propanodiol con la lipasa B de 

Candida antarctica mediante hidrólisis, ocurre con alta regioselectividad 

hacia el alcohol primario y baja enantioselectividad pero mediante acilación 

reportan moderada regioselectividad y mejor enantioselectividad. 

2.2.3 Mecanismo cinético de las lipasas 

La tríada catalítica Ser-His-Asp/Glu de las lipasas es muy similar a la 

que presentan las serin-proteasas, lo cual súgiere que la catálisis efectuada 

por las lipasas procede de la misma manera que en las serin-proteasas. 

El comportamiento catalítico de las lipasa se ajusta al modelo de tipo 

Ping Pong Bi Bi (García et al., 1992), y químicamente es similar a una 

reacción de sustitución nucleofílica bimolecular (SN2) (Bentley et al., 1996; 

McMurry, 1994; Morrison et al., 1998a). El modelo Ping Pong Bi Bi establece 

la entrada de un primer sustrato y la salida de un primer producto seguido 

de las entrada de un segundo sustrato y la salida de un segundo producto 

(Segel, 1975). 

El mecanismo molecular de la reacción se da en cuatro pasos y se 

muestra en la figura 11. El primero consiste en el ataque del oxígeno del 

grupo hidroxilo de la Ser nucleófila al carbono carbonilo activado del enlace 
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ester del lípido. En el segundo paso se forma un intermediario tetraédrico 

entre el oxígeno de la Ser, el carbono carbonilo del enlace éster del sustrato, 

el oxígeno alcohólico del enlace éster y el hidrógeno hidroxilo de la Ser. Este 

intermediario es estabilizado por un dipolo formado por una de las hélices a 

y por al menos dos grupos -NH de cadena principal, que forman un "agujero 

oxianión". La nucleofilicidad de la Ser se acentúa por la transferencia del 

protón de su hidroxilo a la His. Esta transferencia se facilita por la presencia 

del ácido el cual orienta la posición del anillo imidazol de la histidina y 

neutraliza parcialmente la carga que se genera en él. En la figura 12 se 

muestran representaciones tridimensionales de las interacciones entre la 

enzima y Tween 80 (surfactante) y uno de los compuestos sintetizados en 

este trabajo, la VAmC10. 

En el tercer paso, la enzima es esterificada con la porción acilo en la 

Ser nucleofílica mientras que la porción alcohólica sale como primer 

producto. Un punto crítico en el mecanismo cinético y que define en parte la 

enantioselectividad de las lipasas, es la formación del puente de hidrógeno 

entre el oxígeno alcohólico y la histidina. Cuando un enantiómero (R) entra 

al sitio activo el oxígeno alcohólico queda posicionado a una distancia 

favorable para formar este puente ·de hidrógeno y por lo tanto favorece la 

formación del intermediario tetraédrico. Un enantiómero (S) adopta una 

conformación similar a la del (R) pero el oxígeno alcohólico se orienta en 

dirección opuesta a la His a una distancia mayor lo que dificulta ó 

imposibilita la formación del intermediario tetraédrico (Cygler et al., 1994; 

Jaeger et al., 1999; Lang et al., 1998b; Uppenberg et al., 1995). 
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Figura 11. Mecanismo molecular de la catálisis de las serín-hidrolasas. El primer 
paso es el ataque nucleofílico del oxígeno de la Ser al carbono carbonilo del sustrato . Este 
ataque da lugar al segundo paso en el que se forma un intermediario tetraédrico . En el 
tercer paso el grupo alcoholico del sustrato se libera como primer producto, quedando 
esterificada la enzima en la Ser. En el cuarto paso, el nucleófilo entrante, intercambia un 
protón con la Ser por el acilo y sale como segundo producto. 

El cuarto paso consiste en la desacilación, en el que el segundo 

sustrato, una molécula de agua ú otro nucleófilo hidroliza el éster en la Ser. 

La His activa al sustrato nucleófilo por la toma de uno de sus protones. El 

ión resultante ataca al carbono carbonilo del grupo acilo unido 

covalentemente a la Ser, formando nuevamente un intermediario 

tetraédrico. La His dona el protón tomado del sustrato nucleófilo al oxígeno 

de la Ser, la cual libera el acilo esterificado como segundo producto de la 

reacción quedando la enzima nuevamente lista para otro ciclo catalítico 

(Jaeger et al., 1999; Uppenberg et al., 1995). 
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Figura 12. Representaciones tridimensionales de la 
interacción del Tween 80 y vainillilamida del ácido cáprico 
(VAmC10) con el sitio activo. (A) Interacciones entre la VAmC10 
y el sitio activo de la lipasa B de Candida antarctica. Las 
interacciones están señaladas con líneas amarillas: Asp187-His224; 
His224-Nitrógeno de VAmC10; His224-Ser105; Thr40-Oxígeno 
carbonilo de VAmC10 (Oxianión); Gln106-0xígeno carbonilo de 
VAmC10 (Oxianión). (B) Vista superior de la lipasa y la molécula de 
Tween 80 (en amarillo) alojada en el sitio activo. (C) Misma 
representación que (A) excepto que la molécula de Tween 80 y de la 
VAmC10 se encuentran empalmadas. (O) Arreglo tridimensional de 
la VAmC10 para adaptarla estructuralmente a la forma del Tween 
80 en el sitio activo. Visualizaciones realizadas en el programa 
"Visual Molecular Dynamics" del Theoretical and Computacional 
Biophysics Group de la Universidad de IlIinois en Urbana­
Champaign. La enzima fue cristalizada con Tween 80 por Uppenberg 
y col. (Uppenberg et al., 1995). 
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2.3 Resolución quimioselectiva enzimática 

Dentro de la biocatálisis, la acilación enzimática es la reacción más 

común en procesos de transesterificación y amidación. En estos procesos, 

ya sean químicos o enzimáticos se suele presentar la necesidad de trabajar 

con moléculas bifuncionales que contienen dos o más grupos funcionales con 

reactividades iguales ó similares. Si no se controla, la reacción con estas 

moléculas genera mezclas de isómeros mono- y poliacilacilados, lo cual se 

traduce en un incremento en subproductos no deseados. El problema de la 

quimioselectividad se agudiza particularmente en síntesis de varios pasos en 

las que se requiere de alta quimioselectividad particularmente en las 

últimas etapas ya que el costo de producción de la molécula sintetizada se 

incrementa a medida que avanza el número de etapas del proceso. 

Cuando se trata de un proceso químico, estas moléculas requieren un 

tratamiento muchas veces intrincado para poder hacer reaccionar solo los 

grupos funcionales deseados. Los inconvenientes crecen cuando se desea 

hacer reaccionar un grupo hidroxilo en presencia de una amina o de un 

grupo amida en presencia de un grupo éster ya que las aminas son mas 

reactivas que los alcoholes y las amidas más estables que los ésteres. 

La resolución de moléculas bifuncionales por la vía enzimática, por el 

contrario, es mucho menos laboriosa que la vía química. 

Las lipasas se han utilizado ampliamente para la preparación y 

resolución de alcoholes y aminas quirales, ésteres, ácidos carboxílicos y 

lactonas mediante la hidrólisis y transesterificación correspondientes 

(Klibanov, A. M., 1990; Roberts, 1998; Santaniello et al., 1993; Santaniello 

et al., 1992) Y de compuestos bifuncionales (Gotor, 1999). Ejemplos 

representativos del uso de lipasas en procesos quimioselectivos son la 

aminólisis de ésteres acrílicos ó propiólicos con aminas aromáticas mediada 
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por la lipasa de Candida cylindracea ó con aminas alifáticas con la lipasa B 

de Candida antarctica (Gotor, 1999). 

En la resolución de aminas quirales, Reetz y col. reportaron la 

acetilación enantioselectiva de aminas primarias quirales con la lipasa B de 

Candida antarctica y resolución cinética dinámica utilizando paladio como 

catalizador de racemización (Reetz et al., 1994). 

Mattson y c,ol. resolvieron una mezcla racémica de ciclohexan-1,2-

diaminas por acilación con octanoato de etilo empleando a la lipasa B de 

Candida antarctica (Mattson et al., 1996). Alfonso y col. reportaron la doble 

resolución racémica de trans-ciclohexano-1,2-diamina usando metil 

malonato como donador de acilo y la lipasa B de Candida antarctica como 

biocatalizador (Alfonso et al., 1996)~ 

Respecto a la resolución de aminoalcoholes, Chinsky y col. realizaron 

monoacilación quimioselectiva de 6-amino-1-hexanol (Chinsky et al., 1989). 

Por su parte Gotor y col. realizaron la resolución de 2-amino-1-alcohoies 

quirales con la lipasa pancreática porcina y acetato de etilo como donador de 

acilo (Gotor et al., 1988). En otro estudio, Bevinakatti y col. resolvieron 

cinéticamente el N,O-diacetil-2-amino-1-butanol en éter diisopropílico con 

una transesterificación con n-butanol (Bevinakatti et al., 1990). Algunos 

aminoalcoholes pueden ser resueltos también por transesterificación con sus 

carbamatos correspondientes como lo demostró Francalanci y col. 

(Francalanci et al., 1987). 

Como se puede apreciar, la resolución de aminas y de alcoholes 

quirales, o de moléculas bifuncionales de diferente grado de complejidad se 

puede realizar por lipasas. En particular la lipasa B de Candida antarctica 

destaca como una de las mejores por su alta estabilidad. 
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2.4 Factores que afectan la síntesis enzimática. 

2.4.1 Sustratos 

Aunque las lipasas evolucionaron para catalizar reacciones con 

triacilglicéridos, las características estructurales del sitio activo y sus 

alrededores les permiten aceptar una gran variedad de sustratos. La 

estructura del sitio activo y los subsitios de reconocimiento definen la 

especifiCidad de las lipasas por sus sustratos. Esta especificidad puede 

dirigirse ya sea hacia cierta longitud de cadena del acilo, o hacia un tipo de 

grupo saliente o de nucleófilo. El medio de reacción, factores 

termodinámicos, hidrofilicidad/ hidrofobicidad del medio y de los sustratos, 

efectos electrónicos y la actividad de agua también contribuyen a su 

especificidad. 

2.4.2 Donadores de acilo. 

En cuanto a la tiposelectividad de las lipasas, no es posible llegar a una 

clasificación definitiva de las mismas debido a las diversas conclusiones 

reportadas en la literatura. Bjorkling y col. (Bjorkling et al., 1989) 

observaron baja especificidad de la lipasa B de Candida antarctica hacia 

ácidos grasos desde Cs a C1s al esterificar glucosa. Pleiss y col. (Pleiss et al., 

1998) reportaron en el mismo sentido alta actividad de esta enzima para 

ácidos grasos de cadena corta y mediana pero una menor actividad por los 

de cadena larga. Igualmente, García-Alles y Gotor reportaron una mayor 

eficiencia catalítica (VmaxlKm) en la transesterificación de ésteres de ácidos 

grasos en butanol para los sustratos con acilos C6 (García-Alles et al., 1998). 

Por otro lado Pedersen y col. reportaron una variación significativa en las 

conversiones cuando la longitud de cadena de los donadores de acilo 

aumentaba de C12 a C18 en la síntesis de ésteres de azúcares y bajas 

conversiones de ácidos grasos de cadena corta «C12) (Pedersen et al., 

2002). Ardhaoui y col. por su parte, no observaron selectividad de esta 
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lipasa empleando ácidos Cl2, Cl6 y Cl8 pero sí una baja conversión con C l4 

en la acilación de flavonoides (Ardhaoui et al., 2004). Otros grupos han 

indicado que esta misma lipasa tiene preferencia por ácidos grasos de 

cadena media (C l2 a C14) (Min Sin et al., 1998). 

2.4.3 Nucleófilos 

Un nucleófilo es una especie química rica en electrones con tendencia 

a buscar los núcleos de otra especie pobre en electrones, el electrófilo. Los 

nucleófilos se usan en química orgánica como moléculas de sustitución que 

reemplazan a átomos ó grupos en otro compuesto (sustitución nucleofílica). 

Por tanto, la nucleofilicidad expresa la habilidad de una especie para 

reaccionar en esta manera. No existe una correlación simple entre la 

estructura química y el poder nucleofílico ya que la nucleofilicidad depende 

otros factores como: 

• La capacidad de la molécula para donar pares de electrones 

• La energía de solvatación del nucleófilo (la cual es influenciada 

por el solvente) 

• La fuerza del enlace químico al electrófilo. 

• El tamaño (impedimentos estéricos) 

• La electronegatividad del átomo nucleofílico. 

Para síntesis química, el poder nucleofílico del nucleófilo es el 

parámetro que rige primordialmente la velocidad de reacción. La síntesis 

enzimática por otro lado, presenta factores adicionales que también rigen la 

velocidad de la reacción. Estos factores, como se ha mencionado, son la 

rapidez en la formación del intermediario tetraédrico y la capacidad del 

nucleófilo de ceder su protón a la histidina catalítica y aceptar el acilo. 
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Todos estos factores los podemos ver involucrados en diversos 

estudios en los que algunos de ellos tienen mayor peso que otros para 

determinar la velocidad de la reacción. Por ejemplo, Ohrner y col. no 

encuentran correlación entre la velocidad de reacción y el poder nucleofílico 

del nucleófilo y lo atribuye a efectos espaciales (estéricos ó de distancia) que 

disminuyen la habilidad de donar el protón del nucleófilo a la His catalítica 

(Ohrner et al., 1996). Hacking y col. en el mismo sentido reporta que no 

existe una correlación entre poder nucleofílico y velocidad de reacción ya 

que se muestra que la síntesis enzimática usando hidroxilamina es mayor 

que con hidrazina, sabiendo que la primera tiene menor poder nucleofílico 

que la segunda a causa de su menor pKa (pKaNH20H=6.0 y pKaH2NNH2=8.0) 

(Hacking et al., 2000). Por su lado, Kawamoto y coL, en opinión opuesta a 

los anteriores, reporta que la mayor nucleofilicidad del nucleófilo es el factor 

principal para la mayor velocidad de síntesis observada (Kawamoto et al., 

1999). 

También es importante considerar que las diferencias en los métodos 

de síntesis dificultan hacer alguna generalización de estos resultados. 

Una característica general de las lipasas respecto a los nucleófilos, 

especialmente la lipasa B de Candida antarctica es que no poseen actividad 

detectable para muchos alcoholes ó aminas terciarios (Lutz, 2004). 

2.4.4 Solventes 

La biocatálisis entró en una etapa de grandes expectativas cuando se 

demostró que las enzimas podían conservar su actividad en solventes 

orgánicos. Además de que los solventes orgánicos constituyeron una nueva 

herramienta para estudiar a las enzimas, con ellos se podía modificar, 

controlar ó incluso revertir las selectividad de las enzimas (Carrea et al., 

1995; Wescott, C.R. et al., 1994). Este fenómeno de selectividad se debe en 

gran parte a las interacciones moleculares entre las especies químicas en 
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contacto que dan lugar a la solubilidad. Las interacciones que contribuyen en 

gran medida a la solubilidad son de tipo hidrofílicas ó hidrofóbicas. Uno de 

los parámetros de medición más comunes para medir la hidrofobicidad de 

un solvente es el Coeficiente de Partición (P) y generalmente se emplea su 

logaritmo (LogP). El coeficiente de partición es una medida de la 

distribución de una especie química en dos solventes y convencionalmente 

se emplean octanol yagua. Con estos dos solventes lo que se busca es 

medir la hidrofobicidad ó hidrofilicidad de una molécula. Se comienza a 

considerar a una molécula como hidrofóbica cuando su LogP es mayor a O, e 

hidrofílica cuando es menor a O. 

Aunque las enzimas conservan su actividad en solventes orgánicos, 

ésta es mucho menor que la exhibida en sistemas acuosos (Klibanov, A. M., 

1997). Se racionalizó este fenómeno atribuyéndolo a problemas difusionales, 

ya que las enzimas son insolubles en casi todos los solventes orgánicos, a 

cambios estructurales al entrar en contacto con los solventes, a energías de 

desolvatación, a la reducida flexibilidad conformacional y al proceso de 

liofilización. De todos estos factores los problemas difucionales y los cambios 

estructurales se han descartado como causantes de la baja actividad en 

solventes orgánicos (Klibanov, A. M., 1997). Esta baja actividad se debe 

principalmente 1) al proceso de liofilización, uno de los más comunes para 

crear enzimas en polvo, el cual puede causar su desnaturalización, y 2) la 

. rigidez que adquieren las enzimas en medios anhidros a causa de la 

disminución en la cantidad de agua les confiere menor movilidad en su 

mecanismo catalítico. Estos dos factores se pueden minimizar, por un lado, 

llevando a cabo un proceso de liofilización cuidadoso y en el pH óptimo de la 

enzima, y por otro, se puede mejorar la flexibilidad de las enzimas en 

solventes orgánicos puros añadiendo pequeñas cantidades de agua ó co­

solventes como el glicerol o el etilen glicol que simulen algunas propiedades 

del agua 

Las diferentes estructuras químicas de los solventes les confieren 

variadas características químicas referentes a fuerzas de atracción y 

34 



repulsión que abrieron interesantes áreas de investigación. Una de estas 

áreas que se incorporó a la biocatálisis fue la ingeniería de solventes. 

3. Ingeniería de solventes 

El término "ingeniería de solventes" se refiere a la manipulación de la 

naturaleza del medio donde se lleva a cabo la reacción, con el fin de influir 

en las propiedades catalíticas de la enzima ó en el rendimiento global del 

proceso. En un principio, la sustitución del agua por un solvente orgánico en 

biosíntesis pareció poco atractiva debido que se sabía que las enzimas se 

desnaturalizan en medios acuosos-orgánicos. Por lo tanto, en medios 

puramente orgánicos se esperaría el mismo resultado. Posteriormente se 

comprobó que esta idea era errónea y el hecho de que las enzimas puedan 

mantener su estabilidad en medios orgánicos anhidros se debe a que existe, 

en la enzima o en el solvente, una mínima cantidad de agua, suficiente para 

dar flexibilizar a la enzima y mantener su actividad catalítica. Las primeras 

2-3 capas superficiales de agua en la enzima son las más importantes. 

Entonces al limitar la cantidad de agua al mínimo necesario para tener la 

flexibilidad para realizar la catálisis, las enzimas son suficientemente rígidas 

ante la fuerza desnaturalizante de un solvente orgánico pero al mismo 

tiempo suficientemente flexibles para ser activas (Klibanov, A. M., 2001). 

Existe un número elevado de reportes que muestran cambios en la 

en antio- y regioselectividad en función de la naturaleza del solvente utilizado 

(Carrea et al., 2000; Wescott, C.R. et al., 1994). Por ejemplo, Fitzpatrick y 

col. lograron obtener correlaciones del momento dipolar, la constante 

dieléctrica y la hidrofobicidad como LogP de los solventes probados con la 

enantioselectividad de la proteasa Subtilisina Carlsberg en la 

transesterificación del alcohol quiral sec-fenetil y el butirato de vinilo 

(Fitzpatrick et al., 1991). Otro estudio interesante sobre la influencia de los 
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solventes en las propiedades de la enzima es el realizado por Rubio y col. 

quienes manipularon la regioselectividad mostrando que en tolueno la 

butanolisis de 1,4-dibutiriloxi-2-octilbenceno con la lipasa Burkholderia 

cepacia desacila preferencial mente el 4-0-butanoato, mientras que en 

acetonitrilo el 1-0-butanoato es el preferido (Rubio et al., 1991). 

En vista de la importancia de todos estos numerosos e interesantes 

estudios sobre la modificación de la selectividad de las enzimas en solventes 

orgánicos, se comenzaron a proponer modelos teóricos predictivos para 

estas propiedades basados en termodinámica. Sin embargo, aunque s010 

algunos modelos logran · predecir adecuadamente, no pueden generalizarse a 

otros sistemas (Carrea et al., 2000; Raza et al., 2001). Ke y col. elaboraron 

un modelo basado en la desolvatación del sustrato con resultados 

contradictorios (Ke et al., 1996). Por otro lado, de las variantes del modelo 

que desarrollaron Raza y col. que esta basado en diferencias en la energía 

libre de Gibbs entre los intermediarios tetraédricos de ambos enantiómeros, 

solo una variante pudo predecir satisfactoriamente los ensayos realizados 

(Raza et al., 2001). 
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4. Coeficiente de Actividad 

El coeficiente de actividad (y) es un parámetro que estima el número 

de interacciones intermoleculares entre dos ó más especies químicas. Es un 

factor de ajuste que se emplea para representar comportamientos 

termodinámicos no ideales de una mezcla de especies químicas. En este 

sentido, la concentración (o fracción molar, X) es el valor total de la cantidad 

de una especie química que se encuentra presente en una mezcla, y la 

actividad termodinámica (a) es la fracción de la cantidad total de una 

especie química en una mezcla que se encuentra disponible para participar 

en cualquier proceso químico ya sea hidratación, solvatación, reacción, 

absorción, etc. El factor que relacioha estos dos valores (fracción molar y 

actividad termodinámica) es el coeficiente de actividad como se muestra en 

la ecuación 1. 

a. 
1 

=y.X. 
1 1 

Ecuación 1. Definición de actividad termodinámica (y). a¡, y¡ X¡ 
son la actividad termodinámica, el coeficiente de actividad y la 
fracción molar del componente i respectivamente. 

El valor de la actividad termodinámica varía entre O y 1. El coeficiente 

de actividad de un componente de una mezcla en solución se hace igual a la 

unidad cuando éste componente pasa a ser el 100% de la mezcla, es decir 

que en una sustancia pura la actividad termodinámica es igual a la 

concentración, y se encuentra disponible en su totalidad para un proceso 

químico. Cuando el y > 1, Y cuanto más se aleja de este valor, se dice que el 

componente en cuestión tiene más dificultades para interaccionar con el 

resto de los componentes y tiende a la inmiscibilidad. Por el contrario, 

cuando el y < 1 significa que hay más interacciones entre el componente en 

cuestión y el resto de los componentes del sistema y se traduce en buena 

solubilidad. Existe un y particular para soluciones muy diluídas, y es el 
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coeficiente de actividad a dilución infinita ("(). La solución que se considera 

para calcular el "( es una sola molécula de la especie 1 diluída en el seno de 

la especie 2. El "( representa la mayor no idealidad en un sistema ya que 

las interacciones de la molécula de la especie 1 solo pueden interactuar con 

moléculas de la especie 2. Algunos ejemplos de la relación actividad­

concentración se muestran en la figura 13. 

1lr-r==================~ 
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Figura 13. Relación actividad-concentración de algunos sistemas de fases acuosos­
orgánicos. La línea diagonal punteada representa una solución ideal (y= 1) en la que la 
concentración es igual a la actividad. Los demás sistemas presentan no idealidades siendo 
el sistema agua-tolueno el menos ideal. La escasa capacidad del tolueno para disolver al 
agua produce que una mínima cantidad «1%) de agua sature al tolueno elevando su 
actividad rápidamente y se produce insolubilidad. Este fenómeno estaría representado por 
un valor alto de y que correspondería a una baja fracción molar del agua en el tolueno . 
Modificado de (Halling, 1994). 

Se emplean actividades termodinámicas para expresar la ecuación de 

equilibrio para una reacción dada, la cual se muestra en la figura 14 y 

ecuación 2. 
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A+B ............. C+D 
Figura 14. Reacción química. 

Ecuación 2. Constante de equilibrio en 
función de actividades termodinámicas. 

En virtud de que el y de una especie química depende de las otras 

especies químicas con las que se encuentra presente, entonces es posible 

modificarlo mediante ingeniería de solventes. Si un cambio en el medio de 

reacción incrementa y se está promoviendo inmiscibilidad y si lo disminuye, 

solubilidad. Entonces si se desea modificar el equilibrio de una reacción hacia 

la formación de productos sería preciso disminuir las y entre producto y 

medio de reacción. Esto se explica recordando que la condición de equilibrio 

se debe mantener en el valor de la constante de equilibrio, y por lo tanto, al 

disminuir uno de los factores (y), los otros factores (las fracciones molares 

de los productos) tenderán a subir. La ingeniería de solventes empleada en 

esta tarea se puede ayudar de métodos predictivos como el UNIFAC , para 

poder seleccionar una mezcla de solventes adecuada para los objetivos 

deseados. 

4.1 Método UNIFAC 

Generalmente en la industria química los productos de interés tienen 

que ser purificados o separados de otros componentes que resultaron en 

exceso o como subproductos de reacciones secundarias. Los métodos más 
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comunes de separaclon son la destilación, extracción, absorción y sus 

combinaciones (Kleiber et al., 1998). Sin embargo, debido al incremento en 

los costos energéticos, los métodos de separación basados en extracción 

líquido-líquido se han vuelto más atractivos (Magnussen et al., 1981). Tanto 

para los procesos de destilación como para los de extracción líquido-líquido, 

el coeficiente de actividad (y) es un parámetro indispensable (Bastos et al., 

1988). 

La ingeniería necesaria para diseñar equipos de separación requiere de 

información cuantitativa sobre equilibrio de fases que permita calcular, 

estimar y dimensionar tales equipos. Normalmente esta información se 

genera a partir de parámetros, como el y, obtenidos experimentalmente, y 

por simplicidad, en sistemas binarios generalmente. Cuando se trata de 

sistemas multicomponentes, el problema se complica porque la interacción 

entre las especies moleculares en este tipo de sistemas puede ya no ser la 

misma que en sistemas binarios. La demanda considerable en tiempo y 

dinero de estos procedimientos experimentales imposibilita generar nueva­

información de manera rápida. Ante esta limitación y el deseo de contar con 

estimaciones racionales confiables para sistemas de los que no se tiene 

información, se comenzaron a desarrollar, a partir de 1925, métodos de 

estimación de parámetros de equilibrio de fases para sistemas no 

electrolitos. Estos métodos se basaron en el concepto de contribución de 

grupos y fueron obtenidos principalmente a partir de datos de equilibrio 

Vapor-líquido (VLE). Los métodos de contribución de grupos más comunes 

son el ASOG (Analytical-Solution-Of-Groups) desarrollado por la compañía 

Shell y el UNIFAC (UNIQUAC Functional-group Activity Coefficients) por 

Fredenslund y col. (Fredenslund et al., 1975) a finales de la década de 1960 

y en los años siguientes (Gmehling et al., 1998). 

El concepto de contribución de grupos se fundamenta en que una 

propiedad física de un fluído es la suma de las contribuciones de los grupos 

químcos funcionales de las moléculas que lo constituyen. De esta manera, 
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aunque es cierto que el número de compuestos de interés en tecnología 

química es enorme, estos están constituidos por la combinación de un 

número reducido de grupos funcionales (Fredenslund et al., 1975). Dado 

que con este reducido número de grupos funcionales se puede formar casi 

cualquier molécula, se aprovechó esta ventaja en el concepto de 

contribución de grupos para poder predecir parámetros de equilibrio de fases 

en casi cualquier sistema multicomponente utilizando solo los grupos 

funcionales necesarios. 

El método UNIFAC, es similar al ASOG en que calcula coeficientes de 

actividad basado en el modelo UNIQUAC (UNIversal QUAsi Chemical 

theory) como la suma de dos términos: 1) La parte Combinatoria que aporta 

la contribución debida a las diferencias en tamaño molecular de los grupos 

funcionales y 2) la parte Residual que aporta la contribución por 

interacciones moleculares pero difieren principalmente en el concepto de 

"grupo". 

Desde su aparición, el método UNIFAC, al contrario que el ASOG, ha 

sido objeto de una constante actualización y adecuación para usos 

particulares por diversos grupos de investigación quienes han hecho sus 

propias aportaciones al método (Voutsas et al., 1997). La modificación 

hecha por Weidlich y Gmehling en la universidad de Oortmund dio lugar al 

UNIFAC Oortmund (Do), el cual ha mostrado superioridad en comparación al 

ASOG y a otras modificaciones en la predicción de VLE (Weidlich et al., 

1987). Por esta razón, ésta variante del método es la más popular y la que 

se ha integrado a la mayoría de los simuladores comerciales de procesos 

(Gmehling et al., 2002). No obstante que a este método se le hicieron 

modificaciones respaldadas experimentalmente para mejorar los resultados 

en el cálculo de y~, calores de mezclado y en mezclas asimétricas, aún 

continúa presentando deficiencias para la predicción de y~ en mezclas 

altamente no ideales (Zhang et al., 2002). 
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En el presente trabajo se emplea el método UNIFAC (Do) para explorar 

los valores predictivos del yr;J de moléculas de interés en distintos solventes 

orgánicos dado que es una de las mejores herramientas para probar la 

hipótesis del proyecto. 
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5. Canales de Ca2+ dependientes de voltaje (CCDV) 

Los canales jónicos de CaH dependientes de voltaje (CCOV) son 

proteínas que se encuentran embebidas en la membrana de la cé lula en 

diferentes tejidos de una gran variedad de diversos organismos. Uno de los 

principales segundos mensajeros que es regulado por canales jónicos 

dependientes de voltaje es el CaH , el cual es esencial en eventos fisiológicos 

como contracción muscular, secreción de hormonas y neuropéptidos, 

expresión génica , plasticidad sináptica y excitabilidad celular ( Ertel et al" 

1997b; Perez-Reyes, 2003) . El influjo de CaH a la célula t iene efectos 

depolarizantes, es decir, modifica el voltaje de membrana hacia valores más 

posi t ivos. Aunque existen otros tipos de canales y bombas que regulan el 

calcio int racelu lar, los CCDV juegan un papel importante en esta función. 

5.1 Estructura y función de las subunidades de los CCDV. 

Los CCDV están formados por una subunidad transmembranal principal 

al de 190 kDa , un complejo extracelular a2-o de 170 kDa , una subunidad 

intracelular ~ de SS kDa y una subunidad transmembranal y de 33 kDa. La 

subunidad a l es una proteína de 2,000 aminoácidos organ izada en cuatro 

dominios repetidos (I a IV), cada uno formado por 6 segmentos 

transmembranales (51 a 56) y una asa asociada al 55 y 56 que constit uye 

el lumen del poro (Catterall , 2000). Esta subunidad con t iene motivos 

estructurales muy conservados, le confiere al canal la conducción de iones, 

la sensibii idad al voltaje y de la unión específica a distintos fármacos y 

toxinas . La subun idad a l puede, por Si misma, formar un canal de Ca 2+ 

funcional en cuanto a permeabilidad, activación, inactivación y farmacología 

(Doering et al., 2003) . La subunidad p no posee segmentos 

transmembranales y está involucrada en el tráfico de la subunidad al hacia 

la membrana plásmática y en su modulación ( Bichet et al., 2000; Rest ituito 

et al., 2000). La subunidad y es una glicoproteína con cuat ro segmentos 
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transmembranales, mientras que el complejo a2-S posee muchos sitios de 

glicosilación y varias secuencias hidrofóblcas. Se sabe poco acerca de las 

implicaciones funcionales de la subunldad y y del complejo Q.2-S (Catteralt, 

2000). En la figura 15 se esquematizan las subunidades componentes de 

los CCDV. 

- .... COo· .... 

Figura 15. Esquema de un canal de caH dependien te de voltaje. La subunidad al 
esta fonnada por cuatro dominios homólogos (I -IV) y cada uno esta constituido por seis 
segmentos transmembranales (1-6). Los cilindros representan los segmentos 
transmembranales a-hélice. Los cilindros rojos representan al segmento 54 que forma parte 
del sensor de voltaje. Los cilindros azules representan a los segmentos SS y 56 conectados 
por el asa P, los cuales fonnan ellumen del canal . Modificado de catterall, 2000 . 

5.2 Clasificación funcional de los CCDV. 

Se han Identificado 10 genes de CCDV que expresan 6 tipos diferentes 

de canales. Estos se clasifican con base en sus propiedades biofísicas en dos 

familias que se muestran en la figura 16. 
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Figura 16. Dendograma de CCDV en humano. Este 
dendograma esta basado en el alineamiento de las regiones 
transmembranales y aquellas que conforman el poro. 
Modificado de Perez-Reyes, E. 2003 

1) Canales de CaH de alto umbral de activación. 

Son aquellos que requieren depolarizaciones relativamente grandes 

(30 mV) para activarse (Heady et al., 2001) . Generalmente se activan a 

partir de -30 mV. A esta familia pertenecen 5 tipos de canales codificados 

por 7 genes: los tipo L, N, P/Q y R (Bean, 1989; eatterall, 2000; De Waard 

et al., 1996; Ertel et al., 1997b; Hess, 1990). 

Los canales tipo L tienen un voltaje de activación alto (- -30 mV), su 

inactivación es lenta (-300-500 ms), se desactivan relativamente rápida y 

poseen una conductancia unitaria aproximada de 20 pS. Son sensibles a las 

dihidropiridinas (DHP) con las que se bloquean en el rango micromolar. Las 

corrientes tipo L se han identificado en tejidos excitables como músculo 

esquelético, cardíaco, liso, neuronas y células endócrinas (Catterall, 2000; 

Doerlng et al., 2003; Ertel et al., 1997b). 

Los canales tipo N tienen un voltaje de activación intermedio entre los 

canales t ipo L (alto: - -30 mV ) y los canales tipo T (bajO : - -60 mV), se 

inactiva n más rápido «300 ms) que los tipo L y se desactivan rápidamente. 
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Las corrientes tipo N se inhiben irreversiblemente con el péptido 00-

conotoxin GVIA del caracol marino Conus geographus en el rango nanomolar 

(Catterall, 2000; Doering et al., 2003). Este tipo de corriente se exprE'sa 

principalmente en el sistema nervioso central y periférico (Newcomb et al., 

1998) . 

Los canales tipo P se distinguen por su alta sensibilidad (rango 

nanomolar) a la toxina oo-agatoxina IVA de araña. Los canales Q también son 

sensibles a esta toxina pero con una menor afinidad (rango micromolar). Los 

canales tipo P/Q se activan a altos voltajes. La inactivación de los canales P 

es muy lenta mIentras que la de los canales Q es un poco mas rápida y la 

desactivación de ambos es rápida como el resto de los canales de alto 

umbral de activación (Stotz et al., 2001). Este tipo corrientes se loca liza en 

el sistema nervioso central particularmente en las dendritas de las 

terminales nerviosas (Doering et al., 2003; Ertel et al., 1997a). 

La característica de los canales tipo R es que son resistentes a las 

DHP, a la oo-conotoxln GVIA, a la ro-agatoxina IVA (Doering et al., 2003) 

aunque son sensibles a la SNX-482 y a la agatoxina lIlA (Newcomb et al., 

1998). La SNX-482 se consideró inicialmente un bloqueador selectivo de 

canales tipo R, sin embargo en estudios posteriores se demostró que 

también inhibía los canales tipo L aunque de manera incompleta y con 

menor afinidad (Bour inet et al., 2001). Este tipo de canales tiene algunas 

propiedades biofísicas similares a las de los canales tipo T como su bajo 

umbral de activación y su rápida inactivación (Doering et al., 2003; Ertel et 

al., 1997b). Los canales tipo R se expresan principalmente en el sistema 

nervioso y cardíaco (Tabares et al., 1996). 
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2) Canales de Ca 2+ de bajo umbral de activación. 

Son aquellos que se activan a voltajes cercanos al potencial de reposo 

(-60 mV) con depolarizaeiones pequeñas (10 mV) (Heady et al., 2001). 

Existe un solo tipo de canales en esta "familia": Los canales tipo T (CCTDV) 

codificados por 3 genes distintos dando lugar a 3 canales diferentes . 

5.3 Clasificación molecular de los CCDV. 

De las dos familias de canales, se sabe que los CCDV de alto umbral 

de activación están formados por varias subunidades, la subunidad Cll 

formadora del poro y subunldades auxiliares (~,y , a25). Algunos canales t ipo L 

están formados por la subunidad al Y 3 subunidades auxiliares (cél ulas de 

músculo esquelético) mientras otros (en neuronas) solo por las al, ~ Y Cl20. 

Los canales tipo N y P/Q de preparaciones membranales del cerebro también 

están formados solamente por estas tres subunidades (Catterall , 2000). 

Respecto a los CCDV de bajo umbral de activación , se sabe a partir de la 

clonación de las tres subunidades al (Ca ... 3.1 - Ca ... 3.3) por Perez-Reyes y 

col. que estos están formados por una subunldad al (Perez-Reyes et al., 

1998) pero se desconoce si las subunldades ~, u25, Y y se expresen 

conjuntamente para dar funcionalidad al canal. 

5.4 Canales de Ca2+ t ipo T dependientes de voltaje (CCTDV). 

Los CCTDV se encuentran comúnmente inactivados al potencial de 

reposo de las células y se activan después de una hiperpolarización de la 

membrana (Kostyuk, 1999). 

La activación de los canales CCTOV es muy rápida y depende de 

voltaje ; su rango de activación es cercano al potencial de membrana (-60 
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mVa condiciones fisiológicas de CaH ) (Ooering et al., 2003; Kostyuk, 1999; 

Monteil et al., 2000; Perez-Reyes, 2003) . Las corrientes tipo T alcanzan el 

pico máximo de corriente alrededor de -20 mV (Monteil et al., 2000; Perez­

Reyes, 2003), mientras que las corrientes de los canales de alto umbral de 

activación alcanzan el pico alrededor de O mV (Perez -Reyes, 2003). Los 

CCTOV generan corrientes de Ca2+ transitorias (por lo que se les denomina 

T) ya que poseen una inactivación que también depende de voltaje (Ertel et 

al., 1997b; Monteil et al., 2000; Perez-Reyes, 2003; Yunker et al., 2003) y 

es más rápida (t - 15-30 ms) que los canales tipo L, N, P/Q (, - 2,000 ms) 

(Catterall , 2000; Perez-Reyes, 2003) . Las cinéticas rápidas de activación e 

inactivación de los CCTOV son las responsables de que en una familia de 

corrien tes macroscópicas, registradas con pulsos depolarizantes, se presente 

el patrón de entrecruzamiento característico de los canales T (Monteil et al., 

2000; Perez-Reyes, 2003). La conductancia unitaria es pequeña (5-9 pS) 

(Ertel et al., 1997b; Kostyuk, 1999; Yunker et al., 2003) comparada con la 

de los canales de alto umbral de activación (>10 pS) (Ertel et al., 1997a). 

Los CCTOV se desactivan mucho mas lento ( 10-100 veces) que los canales 

de alto umbral de activación . Las constantes de desactivación ('t) para estos 

canales se encuentran entre 1-10 ms mientras que las de los canales de alto 

umbral de activación son de 0.5 ms (Ertel et al., 1997b). La figura 17 

muestra algunas de las caracteristicas electrofisiológicas de los CCTDV. 

Respecto a sus propIedades farmacológicas, no existe todavía un 

agente ó péptldo altamente selectivo para bloquear los CCTOV (Doering et 

al., 2003; Heady et al., 2001; Perez-Reyes, 2003). El mibefradil se 

consideró el primer bloqueador selectivo para CCTOV. Sin embargo, en 

estudios poster iores se demostraron algunas desventajas de esta molécula 

tanto para caracterizar corrientes lónicas como su para su uso clínico. El 

mibefradil en algunas células es entre 10 y 100 veces más potente (0.1 a 

4.7 j.1M) (Ertel et al., 1997a; Heady et al., 2001 ) para inhibir las corrientes 

tipo T que corrientes generadas por canales tipo L. En motoneuronas 
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espinales la inhibición fue equipotente (1.4 j.1M) para ambos t ipos de canal. 

Además, el mibefradil bloqueó canales de CI- de células endoteliales de 

ternero (rCso=5 j.1M ) y en células adrenales de la zona fasciculata bloqueó 

corrientes de K+ dependientes de voltaje con una potencia similar al bloqueo 

de corrientes tipo T. Actualmente existen otros bloqueadores de corrientes 

tipo T, entre los más potentes se encuentran la f1unarizina (ICso=0 .7 ¡.tM en 

células de hipotálamo y rCso= O.l j.1M en miocitos del miocardio) ; la 

Zonisamida (rCso aparente-50 j.1M en células NBl); verapamil ( rCso 

aparente-O.7 j.1M en Cav3.2)¡ nifedipina (lCso =0.4 j.1M en espermatocitos)¡ 

nicardipina (lCso =2 IlM en neuronas sensorlales)¡ lsradipina (ICso=0.04).J.M 

en espermatocitos); propofol (ICso= l3 j.1M en ganglio de la raíz dorsal de 

rata )¡ penfluridol (45% inhibición con 1 j.1M en célula de pituitaria de rata ); 

pimozide (ICso=O.5 j.1M en espermatocitos de ratón) (Heady et al., 2001) y 

kurtoxina (9 5% de inhibición a -40 mV a partir de un potencial de reposo de 

-90 mV) (Chuang et al., 1998). 

Dado que varias de las características de los CCTDV también pueden 

observarse en otro tipo de canales, los criterios para clasificar a un canal 

jónico como CCTDV son controversia les. Aunque no se ha encontrado un 

criterio completamente certero para clasificar a un canal como CCTDV, los 

mas útiles y confiables son la desactivación lenta, la baja conductividad al 

BaH e igual conductividad al Ca 2+ respecto al resto de CCDV y el patrón de 

entrecruza miento de sus corrientes a diferentes voltajes. (Ertel et al., 

1997b¡ Perez-Reyes, 2003). 
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Figura 17. Caracterfsticas biofíslcas de las corrientes de Cal + tipo T. A) 
Familia de corrientes t ipo T en células HEK (293) generadas por un pu lsO de prueba 
(de -80 mV a-lO mV) con Incrementos de 10 mV entre cada pulso. l a aplicación de 
un pulso depolarlzante produce una rápida activación e Inactlvación que da lugar al 
patrón de entrecruzamiento característico de las corrientes tipo T. Modif icado de 
(Perez-Reyes, 2003). B) Relación corriente-voltaje de los canales de calcio 
dependientes de voltaje tipo T (T) Y tipo L (l ). Se observa que la activación de los 
CCTDV ocurre a voltajes cercanos al potencial de reposo (·60 mV). Tomado de 
(Ertel et al., 1997b). e) Protocolo con un potencial de mantenimiento de -90 mV, 
un prepulso de 10 ms a -20 mV y pu lsos de prueba desde ·120 mV a -60 mV en 
Intervalos de 10 mV. La deactivacl6n 6 cierre de los canales ocurre cuando se 
suspende el estímulo depolarlzante antes de que el canal comience a ¡nactivarse . 
Esta deactivaci6n es muy lenta en los CcrDV ('t - 6 ms a ·80 mV). Tomado de 
(Cribbs et al., 1998). D) Reg istros de canal unitario en célu las adrena les bovinas a 
-35 mV. La conductancia del canal es 9 pS. Tomado de (Barrett et al., 2000). 
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Los canales CCTOV inicialmente se identificaron en neuronas 

sensoriales del sistema nervioso central y periférico como las del ganglio de 

la ra íz dorsal (DRG ) (Carbone et al., 1984; Nowycky et al., 1985). A los 

ccrov se les ha atribuido diversas funciones neuronales como la mediación 

del disparo recurrente neuronal (neuronal rebound burst firing ), actividad 

marca paso neuronal y oscilaciones del potencial de membrana neuronal 

(Yunker et al., 2003), los ritmos alfa de la actividad cerebral (Andersen et 

al., 1964; Llinás et al., 1982), ondas "huso" (spindle waves) (Steriade et al., 

1984), el control de la frecuencia de disparo de potenciales de acción en las 

neuronas Purkinje (Raman et al., 1999) e incrementar las señales de célu las 

dendríticas (Ertel et al. , 1997b). 

Posteriormente, los CCTOV también se identificaron en otras células no 

neuronales como en las células cardíacas donde se ha reportado su probable 

participación en actividades marcapaso en la diástole tardía y en la 

contracción de músculo liso ya que se han identificado corrientes tipo T en 

músculos vasculares, bronquiales, gastrointestinales y uterinos (Akaike et 

al., 1989; Friedman et al., 1987; Janssen, 1997; Xiong et al., 1993; Young 

et al. , 1993). También se han observado corrientes eléctricas con 

propiedades tipo T en células secretoras de varios mamíferos (Ertel et al., 

1997b). Asimismo, los CCTOV pueden permitir la entrada constante de Ca 2+ 

cerca del potencial de reposo en fibroblastos (Yunker et al., 2003) y mediar 

la iniciación de la reacción acrosomal del espermatozoide ( López-González et 

al., 2003 ). 

En años recientes, se han dedicado esfuerzos para conocer la 

participación de los ccrov en la vía del dolor. Por ejemplo, se evidenció la 

participacIón de los ccrov en los procesos de señalización del dolor al 

probarse que el bloqueo selectivo de CCTOV revierte la hipersensibilidad 

térmica y mecánica en modelos de dolor neuropático (Oogrul et al. , 2003). 

En otros estudios, se reportó que el tratamiento local con agentes 

reductores y oxidantes selectivos para CCTOV en neuronas sensoriales 
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primarias provoca un Incremento y disminución de hlperalgesia 

respectivamente (Todorovlc et al., 2004; Todorovlc et al., 2001). Por su 

parte, Bourinet y col. demostraron que el ccrov Cay 3.2 juega un papel 

importante pro-nociceptivo dado que la Inhibición de la expresión del canal y 

de gran parte de la corriente tipo T Cay 3.2 por técnicas de antisentido 

generó efectos antinocicpetivos, antlhlperalgésicos y antlalodinicos (Bourinet 

et al., 2005). Recientemente, se demostró mediante el uso de 

neuroesteroldes, que se emplean como bloqueadores selectivos de CCTOV y 

potencladores de canales dependientes de GABA, la participación de los 

CCTOV en la via del dolor (Pathlrathna et al., 2005) . Este trabajo reporta 

efectos antinociceptivos en todos los neurosteroides probados excepto en un 

análogo con actividad potenciadora de canales dependientes de GABA pero 

carente de la capacidad de bloquear a los CCTDV. 

Los estímulos externos e Internos son percibidos mediante neuronas 

sensoriales primarias que tienen el soma en los ganglios trigeminal y de la 

ra íz del ganglio dorsal, extendiéndose mediante fibras que ¡nnervan el 

cerebro y el resto del cuerpo respectivamente. Las neuronas sensoriales 

primarias que detectan estímulos inocuos tienen fibras de tipo Ap (grandes y 

con fibras mlelinadas altamente conductoras) y las que se especializan en 

detectar estímulos nocivos, ya sea térmicos, mecánicos, eléctricos ó 

químicos se llaman noclceptores y tienen fibras de tipo C (de tamaño 

mediano y pequeño sin mlellna y de lenta conducción) y A5 (de tamaño 

mediano y pequeño, con fibras ligeramente mlellnadas y mejor conductoras 

que las tipo C). Las señales se transmiten desde el lugar donde se detecta el 

dolor hasta la médula espinal y de allí son direccionadas a estructuras 

superiores del sistema nervioso central como el tálamo para su 

procesamiento (Altler et al., 2004¡ Jullus et al., 2001). En la f igura 18 se 

esquematiza de manera general uno de los procesos por los que se percibe 

dolor. 
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La lesión periférica de neuronas sensoriales primarias puede resultar 

en la pérdida de la habilidad para percibir dolor, en dolor espontáneo ó una 

mayor sensibilidad al dolor. Cuando las neuronas Quedan en un estado 

acentuado de sensibilidad pueden responder a estfmulos inocuos de manera 

dolorosa (alodlnia) ó a estímulos dolorosos de manera exagerada 

(hlperalgesia), estado referido como "dolor neuropátlco" (Todorovic et al. , 

2004) Que son el reflejo de la densidad y modo de operación de diferentes 

canales lónicos (Dogrul et al., 2003). La hiperalgesia es un fenómeno 

causado, en parte, por la disminución en la magnitud necesaria de un 

estimulo para excitar a los nociceptores y transmitir una señal de dolor. 
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Figura 18. Esquema simplificado del fenómeno del dolor. Una lesión es una de varias 
vías por las que se Inlda el proceso de dolor. Este se reconoce por la Inflamación que se 
genera al liberarse un "coctel" de agentes Inflamatorios de naturaleza peptídlca 
(bradikinina), lipídica (prostaglandinas), neurotransmisores (serotonina y ATP) Y 
neurotropinas (Factor de Credmlento Neural, NGF). cada uno de estos agentes sensibilizan 
ó excitan las tenninales de los nodceptores al Interactuar con receptores expresados en la 
membrana plasmática de estas neuronas. La activadón del noclceptor no solo transmite el 
mensaje a la médula espinal y de alH al cerebro, sino que la retroalimentación del cerebro 
hace que el noclceptor Inicie otro tipo de inflamación llamado "neurogénlca~. Esta es una 
función del nociceptor en la que mediante la liberación de neurotransmisores, 
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principalmente Substancia P y el pépt ido relacionado al gene de calcitonina (CGRP), de las 
terminales induce vasodilatacion y vasopermeación (fuga de proteínas y fluidos de los vasos 
sanguíneos) así como la activación de células no neuronales como ciertos t ipos de glóbulos 
blancos (mastocitos) y neutrófilos. Estas células, a su vez contribuyen con agentes 
inflamatorios adicionales. Modificado de (Jullus et al., 2001) 

Es en este punto donde se cree que los CCTDV intervienen en 105 

procesos de dolor. Dado que la activación de los CCTDV ocurre a potenciales 

de membrana cercanos al potencial de reposo, estos canales permiten la 

entrada de calcio cuando las cé lulas están en reposo ó como respuesta a 

estímulos sinápticos de bajo umbral causando depolarizaciones del potencial 

de membrana . Esto causa oscilaciones de baja amplitud en el potencial de 

membra na . Por lo tanto, estos canales incrementan la excitabilidad neuronal 

mediante la disminución del umbral para disparar potencia les de acción 

(Matthews et al. , 2001) . Este estado fisiológico favorece el desa rrollo de un 

dolor neuropático (Oogrul et al., 2003; Matthews et al., 2001 ). Por lo tanto, 

el bloqueo de estos canales resultaría en una disminución de la excitabilidad 

neuronal que se refleja ría en menor percepción de dolor. 

Toda esta evidencia coloca a los CCTDV como blancos terapéuticos 

interesantes para el descubrimiento, diseño o desarrollo de antagonistas 

selectivos para este tipo de canales con fines analgésicos. Dado que se 

reportó que la capsaicina es capaz de inhibir las corrientes de Ca 2+ de 

canales de alto umbral de activación de una manera depend iente de dosis 

(Baila Z et al., 2001 ; Bielefeldt, 2000; Bleakman et al., 1990; Docherty et 

al., 1991; Lo et al., 1995), se inició una colaboración con el Grupo del Dr . 

Alberto Darszon" para evaluar el efecto de la capsaicina , capsiato y 

va inillilamina (VAM ), sintetizados en el Grupo de Biocatál isis del IBt, sobre 

los CCTDV. El presente trabajo forma parte de esta co laboración y busca 

explorar los efectos de compuestos análogos de capsaicina en estos canales. 

Tomando como referencia a la capsaicina y asignándole una pungencia del 

100%, se ensayaron algunos análogos de capsaicina para conocer su efecto 

sobre estos canales. 
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6. Uso de células espermatogénicas de ratón para 
registros de corrientes tipo T. 

Los CCTDV se expresan en una variedad de órganos (cerebro, riñón, 

corazón) y tejidos (músculo liso y esquelético, tejido nervioso y endócrino) 

de mamíferos y en espermatozoides. La función de los CCTDV en los 

espermatozoides es crítica para la fecundación ya que estos canales 

participan en la reacción acrosomal, evento inmediato previo a la fusión de 

los gametos que permite al espermatozoide entrar en la zona pelúcida del 

óvulo. (Darszon et al., 2001; Felix, 2005; Stamboulian et al., 2004). Dado 

el tamaño pequeño del espermatozoide y su naturaleza motil, ha sido difícil 

caracterizar canales iónicos utilizando métodos electrofisiológicos 

convencionales en esta célula. Aún cuando las técnicas en biología molecular 

son poderosas herramientas de estudio, el hecho de que el espermatozoide 

carezca de la capacidad de sintetizar proteínas dificulta el empleo de estas 

técnicas para el estudio de canales iónicos en espermatozoides. 

Como consecuencia de estos inconvenientes en la caracterización de 

CCDV en el espermatozoide, se ha buscado caracterizarlos en las células 

espermatogénicas, de las cuales se origina el espermatozoide. Estas células 

son más adecuadas para el uso de técnicas de biología molecular y 

electrofisiológicas ya que conservan su capacidad de sintetizar proteínas y su 

morfología permite obtener registros electrofisiológicos con mayor facilidad 

que en el espermatozoide. (Arnoult et al., 1996; Felix, 2005; Hagiwara et 

al., 1984; Lievano et al., 1996; Santi et al., 1996). 

En un estudio realizado por Santi y col. se reportó que en las células 

espermatogénicas de ratón se -expresan CCDV funcionales de solo un tipo, el 

T (Santi et al., 1996; Treviño et al., 2004). Posteriormente, se demostró que 

la subunidad Cav3.2 se expresa en una proporción mayoritaria en las células 

espermatogénicas y que aparentemente las subunidades Cav3.1 y Cav3 .3 no 
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contribuyen de manera significativa en las corrientes tipo T de estas células 

(Stamboulian et al., 2004; Treviño et al., 2004). En virtud de que la 

expresión de CCDV funcionales en células espermatogénicas es exclusiva 

para canales de Ca2+ tipo T y la facilidad de obtener registros 

electrofisiológicos en ellas, se decidió emplear este tipo de células para 

evaluar los efectos de los análogos de capsaicina mediante la técnica de 

fijación de voltaje en microáreas de membrana (Patch-Clamp) en 

configuración de célula completa. 
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7. JUSTIFICACION 

Los puntos mencionados en la parte de antecedentes permiten 

establecer la justificación del proyecto y se resumen a continuación: 

a) La importancia de la resolución de mezclas de especies químicas en 

la industria de química fina. 

b) La esterificación como estrategia común de resolución de mezclas 

de especies químicas. 

c) La conveniencia de los procesos biocatalíticos en aspectos energé­

ticos, ecológicos, de seguridad física y de facilidad operacional . 

d) La ventaja de las Iipasas sobre otras hidrolasas para aceptar una 

gran diversidad estructural de sustratos, y por su estabilidad en 

solventes orgánicos. 

e) La ventaja del uso de moléculas de origen natural como la base 

para descubrir nuevos agentes biológicamente activos. 

f) La propiedad de la capsaicina de producir analgesia y de inhibir a 

los canales de Ca2+ de alto umbral de activación. 

Dados estos elementos, en este trabajo se pretende llevar a cabo la 

resolución enzimática de una mezcla de sustratos amina-alcohol. Se empleó 

la ingeniería de solventes como método para inducir una acilación selectiva 

que permita resolver la mezcla. Las reacciones enzimáticas se planearon con 

el fin de obtener análogos no naturales estructuralmente similares a la 

capsaicina y de comparar sus efectos con los de la capsaicina en los CCTDV. 

Se decidió trabajar con CCTDV porque existen relativamente menos estudios 

que con CCDV de alto umbral de activación y porque se ha reportado que los 

CCTDV participan en fenómenos de analgesia. El uso de células 

espermatogénicas permite obtener adecuadamente registros 

electrofisiológicos de corrientes de Ca2+ tipo T ya que los únicos CCDV 

funcionales que se expresan en estas células son los CCTDV además que la 

morfología de estas células es apta para realizar esta técnica. 
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8. HIPOTESIS y OBJETIVOS 

8.1 Hipótesis. 

El uso del 2metil-2-butanol como solvente hidrofílico inducirá la 

producción enzimática de vainillilamidas y el uso del n-hexano como 

solvente hidrofóbico inducirá la formación de vainillilésteres. En ambos casos 

esto es debido a un mayor número de interaciones moleculares entre 

producto y solvente reflejadas en un bajo coeficiente de actividad. Bajo esta 

suposición es posible encontrar un método enzimático quimioselectivo para 

resolver mezclas alcohol-amina mediante la formación selectiva de los 

ésteres y amidas correspondientes. 

El efecto analgésico de productos que contienen capsaicina puede 

deberse en parte a la acción inhibitoria de esta molécula sobre canales de 

Ca 2+ dependientes de voltaje tipo T. 

8.2 Objetivo general. 

Resolver enzimática y quimioselectivamente una mezcla de sustratos 

amina-alcohol y la acilación enzimática quimioselectiva de un aminoalcohol 

mediante ingeniería de solventes. Determinar la efectividad del coeficiente 

de actividad calculado con el método UNIFAC como herramienta 

termodinámica para predecir cualitativamente el punto de equilibrio de las 

reacciones enzimáticas planeadas. 

Explorar la posibilidad de encontrar un inhibidor selectivo para 

corrientes de Ca 2+ tipo T dentro del grupo de compuestos capsaicinoides. 

8.3 Objetivos particulares 

• Seleccionar las moléculas modelo para estudiar la selectividad de 

la lipasa con base en la polaridad de los productos a obtener y 
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en sus propiedades potenciales para inhibir las corrientes de 

Ca 2+ tipo T. 

• Seleccionar dos solventes orgánicos de diferente polaridad 

adecuados para emplearlos como medio de reacción . 

• Estudiar el efecto de la polaridad de los solventes en la 

selectividad de la enzima en reacciones con un solo nucleófilo. 

• Llevar a cabo la resolución de una mezcla de nucleófilos amina­

alcohol. 

• Acilar enzimática y quimioselectivamente un aminoalcohol. 

• Evaluar el efecto de los compuestos sintetizados en los CCTDV. 

• En caso de encontrar un inhibidor, identificar: 

1) si la inhibición es por obstrucción del poro o por 

modificación del mecanismo de apertura y cierre del 

canal 

2) las partes estructurales de la molécula indispensables 

para la inhibición. 
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9. MATERIALES Y METODOS 

9.1 Síntesis enzimática 

9.1.1 Materiales. 

El clorhidrato vainillilamina (VAM) (vainillilaminaeHCL), el alcohol 

vainillílico (VAOH) y el tamiz molecular (SA, perlas, malla 8-12) se 

obtuvieron de Aldrich (WI, USA). El ácido caprílico (AcC8), la N-N­

diisopropiletilamina (DIPEA), el ácido trifluoroacético (TFA), la bencilamina 

(BAM), el ácido oléico (AcOle), la capsaicina (CAP) y el alcohol bencílico 

(BaH) se adquirieron de Sigma Chemical Co. (MO, USA). El (±)3-Amino-1,2-

propanodiol (3APDOH) se adquirió de Fluka (Suiza). El n-hexano (HEX), el 

acetonitrilo (ACN) grado HPLC se adquirieron de Burdick & Jackson. El 2-

metil-2-butanol (2M2B) y el acetato de etilo (EtAc) se adquirieron de J.T. 

Baker (México). La enzima utilizada fue la lipasa B de Candida antarctica, 

inmovilizada en el soporte Lewatit E (Novozym 43S®), adquirida de 

Novozymes A/S (México). La arena de cuarzo para cromatografía flash, la 

sí/ica gel 60 (0.04-0.063 mm) y las placas de sí/ica gel 60 ALUGRAM ® SIL 

G/UV254 se adquirieron de Macherey-Nagel (Alemania). La sí/ica gel 60 

(0.06-0.2 mm) se adquirió de Merck (Alemania). El olvanil se produjo 

enzimáticamente de acuerdo con los procedimientos de Reyes D. y col. 

(Reyes-Duarte et al., 2002), se purificó y se comprobó la identidad y la 

pureza mediante resonancia magnética nuclear (RMN). 

9.1. 2 Metodología de las reacciones de síntesis. 

La síntesis se realiza por unión de la cadena hidrocarbonada (acilo) del 

donador de acilo a la molécula receptora (sustrato nucleófilo). Las amidas y 

ésteres son el producto del uso de sustratos nuc/eofílicos diferentes: las 

aminas (vainillílica ó bencílica) y los alcoholes (vainillílico ó bencílico) 

respectiva mente. 
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Las reacciones enzimáticas para síntesis de capsaicinoides se llevaron 

a cabo utilizando viales de 7 mL con agitación magnética a 45°C hasta llegar 

al equilibrio (~72hr) con las concentraciones mostradas en la Tabla 1. La 

reacción enzimática con los dos nucleófilos en el mismo reactor se muestra 

en la tabla 2. Los solventes usados, 2M2B y HEX, fueron deshidratados 

previamente con tamiz molecular. Como sustratos nucleófilos se empleó la 

VAM, VAOH, BAM, BOH y 3APDOH, y como donadores de acilo el Ac.C10, 

AcC8 y AcOle. Se usaron 20 mg/mL de tamiz molecular para minimizar la 

actividad de agua en la reacción. Las muestras de 0.35 mL de las reacciones 

de síntesis se centrifugaron 5 min a 14,000 rpm para separar los residuos de 

tamiz molecular y de biocatalizador. Del sobrenadante se tomó una muestra 

que se inyectó directamente al equipo de Cromatografía de Líquidos de Alta 

Resolución (HPLC). En la reacción con 3APDOH en HEX se empleó sílica gel 

60 para adsorber el 3APDOH y evitar que se adsorbiera en la enzima y 

obstruyera la entrada de sustratos. 

Tabla 1. Concentración de sustratos y enzima en la síntesis enzimática de amidas y ésteres 
en solventes orgánicos. 

Componente Amidas Esteres 
Vainillílicas Bencílicas 

Nucleófilo 20 mM 20 mM 20 mM 
Donador de acile 20 mM 20 mM 20 mM 
Amina terciaria (DIPEA) 360 mM --- ---
Enzima (Novezym 435) 20 mg/mL 20 mg/mL 20 mg/mL 
Tamiz molecular 20 mg/mL 20 mg/mL 20 mg/mL 
Solvente 5 mL 5 mL 5 mL 
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Tabla 2 . Concentraciones usadas en la reacción 
realizada con mezcla de 2 nucleófilos, VAM y VAOH. 

Componente Concentración 

VAM 
VAOH 
AcC10 (Acido cáprico) 
Amina terciaria (DIPEA) 
Enzima (Novozym 435) 
Tamiz molecular 
Solvente 

20 mM 
20 mM 
40 mM 

360 mM 
20 mg/mL 
20 mg/mL 

5 mL 

9.1.2.1 Liberación de la vainillilamina (VAM) 

En la síntesis de la vainillilamida (VAmC10), la VAM se encuentra en 

forma de sal (clorhidrato de vainillilamina), así que requirió incubarse 

previamente a la reacción, al menos 30 min con DIPEA en proporciones 

DIPEA/VAM 18: 1, de acuerdo con los procedimientos de Reyes D. y col. 

(Reyes-Duarte et al., 2002) con el fin de liberarla del clorhidrato. Esta 

reacción de liberación de VAM se muestra en la figura 19. 

Me0X;¡ I -...:::: NI1¿:HCL + 
HO ¿; 

----------- MeO~ 
+ D NI-I¿ 

HO 

VAM DIPEA VAM 
(Clorhidrato de Vainillilamina) (N-N-Diisopropiletilamina) (Vainillilamina libre) 

Figura 19. Reacción de la liberación de la vainillilamina del clorhidrato mediante 
N-N-diisopropiletilamina (DIPEA). 

9.1.2.2 Síntesis y purificación de estándares 

Dado que los productos de síntesis no son comerciales fue necesario 

sintetizar una cantidad mayor a la obtenida en las reacciones de base para 

emplearlos como estándares. Las reacciones para obtención de estándares 

se realizaron a 55°C en volúmenes de 100 mL, concentraciones de sustratos 

de 20 mM, 5 mg/mL de enzima y tamiz molecular y llevadas al equilibrio 
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(~72 hrs). Una vez conocido el mejor solvente para cada tipo de producto 

las reacciones para obtención de estándares se realizaron en dicho solvente. 

La purificación de amidas se realizó separando la enzima y el tamiz 

por centrifugación y después al sobrenadante se le evaporó el solvente por 

ebullición obteniéndose la amida respectiva y sustratos que no reaccionaron. 

Los sustratos hidrofóbicos (áCidos) se removieron mediante al menos 3 

extracciones líqUido-líquido con HEX. En este paso, la amida sintetizada se 

precipita debido a que su carácter polar la hace insoluble en HEX. 

Posteriormente, los sustratos hidrofílicos (nucleófilos) se removieron 

también por extracción líquido-líquido con agua en al menos 3 ciclos. La 

pureza de los productos se comprobó por Cromatografía de Líquidos de Alta 

Resolución (HPLC), inyectando una muestra del polvo obtenido disuelto en 

acetonitrilo. 

La purificación de ésteres se realizó separando la enzima y el tamiz 

por centrifugación y después al sobrenadante se le evaporó el solvente por 

ebullición obteniéndose el éster respectivo y sustratos que no reaccionaron. 

La mezcla obtenida se purificó mediante al menos 3 ciclos sucesivos de 

cromatografía flash. 

9.1.2.3 Síntesis, purificación y ensayo de hidrólisis de capsiato. 

El capsiato se sintetizó enzimáticamente en HEX como medio de 

reacción. La reacción se llevó a cabo en un tubo de hibridación de DNA de 

130 mL a 450C con rotación constante por 5 días en un equipo Hybridizer 

HB-1000 marca UVP, California, USA. Los sustratos empleados fueron 

capsaicina y VAOH, ambos a una concentración de 15 mM, empleando 2.5 

mg de Novozym 435 (lipasa B de Candida antarctica) como biocatalizador y 

2.5 mg/mL de tamiz molecular. La reacción es una transacilación entre 

capsaicina y VAOH produciendo capsiato y VAM. 
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En la purificación, el capsiato se separó concentrando el medio de 

reacción hasta 1/5 de su volumen inicial mediante evaporación del solvente, 

después enfriando a -200C y centrifugando para obtener en la fase orgánca 

el capsiato y la capsaicina precipitada. El alcohol y la amina presentes aún 

en la fase orgánica se separaron del capsiato mediante la técnica de 

cromatografía flash. 

En la prueba de hidrólisis se empleó la Técnica de HPLC para observar 

la posible desaparición del capsiato a través del tiempo y consistió en 

preparar una solución de capsiato 50 J.l.M en la solución externa empleada en 

los ensayos electrofisiológicos. Se inyectó una serie de muestras de solución 

al HPLC después de una primera inyección de muestra recién preparada . El 

capsiato se detectó como los compuestos vainillílicos, a una longitud de onda 

de 280 nm con un tiempo de retención de 6.9 mino El cálculo del porcentaje 

de hidrólisis se realizó comparando las áreas bajo la curva de los picos de 

capsiato en las diferentes inyecciones. 

9.1.2.4 Técnica de Cromatografía Flash 

Para esta cromatografía se utilizaron los eluyentes descritos en la 

Técnica de Cromatografía de Capa Fina a razón de 2 mL/min y sílica gel 60 

como fase estacionaria. La columna, de 1 cm. de diámetro, se empacó en 

húmedo a una altura de 27 cm sobre una pequeña cama de 0.5 gr arena de 

cuarzo. Las fracciones del primer ciclo, recolectadas en tubos de 5 mL, se 

analizaron por cromatografía de capa fina (TLC), se identificaron las que 

contenían los ésteres, se les evaporó la mezcla de solventes y se hicieron 

pasar nuevamente por la columna hasta obtener una pureza visualmente 

aceptable en TLC. Finalmente la pureza de los ésteres se comprobó por 

HPLC, inyectando una muestra disuelta en acetonitrilo. 

9.1.2.5 Técnica de Cromatografía de Capa Fina (TLC) 
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En esta técnica se emplearon tres eluyentes para la detección de 

sustratos y productos. La elusión fue ascendente y unidimensional. Como 

fase estacionaria se utilizaron placas de ALUGRAM SIL G/UV254 con sílica 

gel 60 de 0.25 mm de espesor Macherey-Nagel. Los eluyentes 1 y 2 se 

emplearon para purificar ésteres vainilloides y bencílicos respectivamente. El 

eluyente 3 se empleó para purificar capsiato. 

Eluyente 1: n-Hexano:Acetato de Etilo con 0.1% de TFA (70:30) 

Eluyente 2: n-Hexano:Acetato de Etilo con 0.1% de TFA (90: 10) 

Eluyente 3: n-Hexano:Acetato de Etilo con 0.1% de TFA (50:50) 

Para el revelado de los ésteres se asperjó sobre la placa una solución 

de ácido sulfúrico al 5% en metanol y se expuso a 1500C en un horno por 1-

2 minutos hasta visualizar los compuestos. 

9.1.2.6 Técnica de Cromatografía de Líquidos de Alta Resolución 
(HPLC) 

Se utilizó un equipo de cromatografía de líquidos de alta resolución 

Waters con detector en UV de arreglo de diodos (PDA, Photo Diode Array) 

Waters y se trabajó en un rango de longitudes de onda desde 195 a 300 nm 

con una resolución de 1.2 nm. Los compuestos vainillílicos se detectaron a 

280 nm y los bencílicos a 206 nm. La columna cromatográfica empleada fue 

Spherisorb 80-5 ODS-2 (4.6 x 250 mm) con una precolumna. 

La fase móvil empleada fue una mezcla de Acetonitrilo:Acido 

trifluoroacético acuoso al 0.1% (70:30) a razón de 1 mL/min. 
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9.1.2.7 Método UNIFAC 

Se empleó un programa adquirido por nuestro laboratorio y 

desarrollado en Visual Basic que corre en Microsoft Excel para calcular los 

coeficientes de actividad (y). El programa contiene una base de datos de los 

parámetros de los grupos funcionales y las ecuaciones del Método UNIFAC 

original. El Método fue actualizado mediante la adición de nuevos grupos 

químicos necesarios para descomponer apropiadamente las moléculas de 

interés (productos de síntesis) y otras modificaciones. Estas modificaciones 

corresponden al parámetro de interacciones de . grupo (4-1) de acuerdo a 

Gmehling y Weidlich (Weidlich et al., 1987) para la expansión en el rango de 

temperatura y la corrección de coeficientes en el término combinatorial de 

acuerdo a Bastos y col. (Bastos et al., 1988; Voutsas et al., 1997) para 

predicciones de y a dilución infinita. La ecuación del Método UNIFAC original 

y la modificación se muestran en la figura 20. En un sentido estricto, la 

actualización y modificación corresponden a resultados del proyecto, sin 

embargo se presentan en esta sección pues se trata de resultados 

metodológ icos. 

UNIFAC Original 

In y¡ = In y¡e + In y¡R 

Término Combinatorial 
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Término Residual 

In y/I = I vkil (ln rk -In riíJ ) 
k 

n j n 

Modificación UNIFAC (Dortmund) 

In y. = In r~ + In r~ . ¡ ¡ ¡ 

Término Combinatorial 

e ' , ((¡J. ( (¡J . JJ In y¡ = 1- (¡J¡ + In (¡J¡ ~ 5q¡ 1- ~ + In ~ 

Figura 20. Método UNIFAC. Ecuaciones que describen los efectos de tamaño (Término 
Combinatorial) y de interacciones (Término Residual). La modificación que da lugar al 
UNIFAC Dortmund ajusta coeficientes y exponentes del término combinatorial y expande el 
factor lV a un polinomio cuadrático para abarcar un mayor rango de temperaturas. 

La actualización del método implicó: 

1) Sustituir los antiguos parámetros de volúmen y superficie, R k Y Qk 

por los nuevos, para cada tipo de grupo en el término 
combinatorial. (Gmehling J, 1993, 1998). 

main¡roup lub(fOUP no. . .'tlliJ>~:~~~~:l;K t:t~Jf{t'>~::·~'f:' I&IDple (foup uaignmen t 

,' I'CH" CH, I 0:6326 ' . 1;Ó808 ',' 'h'ün •. 2 CH,. 4 CH, 
CH, 2 0.6326 odosr ' 'OctIne 2 CH,. 6 CH, 
CH 3 0.6326 0,3664 2-methylpropane 3 CH,. I CH 
C 4 0.6325 0.0000 nooptntene 4 CH,. I C 

2'C-C' CH,-cH 6 1.2632 1;6016 I-beiene I CH,. 3 CH,. l CH,-CH 
CH-GH 6 1.2832 . tUS&' . 2-h~~ne 2 CH,. 2 CH,. I CH-GH 
CH,-C 7 ú632' " 1:2489' '2-metbyl-l-butene 2 CH,. I CH,. I CH,-C 
CH-C 8 1.2632 0,8962 2·lftetbyl'2-butene 2 CH,.I CH-C 
c-c 70 1.2632 0.4682 2.S-dimethyl-2-butene 4 CH,. I C-G 

3 'ACH~ ..•. t.-9L , 9 9;a7,6S , 0;4321 ., naphtbalene 8 ACH. 2 AC 
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2) Sustituir los antiguos parámetros anm y amn por los nuevos e 
introducir los parámetros bnm, cnm' bmn Y Cmn para cada tipo de 
grupo en el término residual. (Gmehling J, 1993, 1998). Estos 
parámetros son parámetros de interacción intermolecular. 

Table 2. New or Revised Modificd UNlFAC (Dorlmqnd) GrouRlnteraction Parameters, Where the Main Grollps 1-46 
Have Been Defined Previously (GmehUng et al., 1993) 

11 m a • ..IK b.m c.."./K- l a'MIl< o.", C"m"/K - 1 

1 18 1802.3 -17.171 0:P3600 436.15 3.4225 0.008.0 
1 42 -117.10 0.5481 -0.00098 170.90 -0.8062 0.00128 
1 46 677.32 -2.0066 0.00000 -249.85 1.7054 0.00000 
1 47 24.432 0.2915 '0 .. 00000 -16.034 -0.5337 0.00000 
2 34 642.27 -3.8641 .~·O;q0550 '. -197.06 1.8723 " 0.00270 
2 42 2.4060 -Q.IS8~ , c'70.0)¡oOO 60.200 0.1565 O.OOUOO 
2 46 491.23 -1:8285 ' ·O.OopOO -734.S7 3.346:1 0.00000 
2 47 -86.231 0:0000 ' 0.00000 -39.373 0.0000 0.00000 
3 lS -1553.9 0.1615 0.00820. 1810.8 - 5.7594 0.00230 
3 42 134.60 -1.2310 · 0.00149 -2.6190 1.0940 - 0.00156 
3 46 313.79 -1.1552 0.00000. -258.12 1.4084 0.00000 
3 47 1412.0 -3.9917 0.00000 -660.25 1.4602 0.00000 
4 18 135.30 -2.3690 O.p0390 1698.1 - 9.8887 0.01530 
4 42 -107.10 0.2564 ~·~9~~~ 191.50 -0.556 1 0.00000 

3) Introducir los nuevos grupos y sus parámetros dados a conocer 
por el consorcio UNIFAC. (Gmehling et al., 1998; Gmehling et al" 
2002; Lohmann et al., 2001; Wittig et al., 2003) 

'l'h rA 
,'¡;;;,. lliJ new or revlsed parameters 

. currently only available for the 
sponsors of the UNIFAC-consortium 

o no parameters 
avallable 

Los coeficientes de actividad se calcularon a 450C y dilución infinita 

entre dos especies para cada caso: el solvente y el capsaicinoide sintetizado, 
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9.2 Electrofisiología 

9.2.1 Material biológico 

9.2.1.1 Obtención de las células espermatogénicas de ratón. 

Las células espermatogénicas se obtuvieron a partir de los testículos 

de ratón CD-l adulto, de 3 y medio meses de edad. Para la preparación de 

las células espermatogénicas se utilizó el protocolo previamente reportado 

con algunas modificaciones (Santi et al., 1996). Este método consiste de 

manera general en sacrificar ratones adultos por dislocación cervical y 

posteriormente la remoción de los testículos. Los testículos se colocaron en 

una solución salina con la siguiente composición (mM): NaCl, 130; KCI, 3; 

MgCI2, 2;NaHC03, 1; NaH2P04, 0.5; Na-HEPES, 5; glucosa, 10; a pH 7.4. 

Posteriormente en el testículo, se cortó la túnica albugínea que recubre a los 

túbulos seminíferos, se desmenuzó una porción de los túbulos y se agitó 

durante al menos 5 min con una pipeta Pasteur para extraer las células 

espermatogénicas del interior de los túbulos a la solución salina. Esta 

preparación se mantuvo en hielo durante la realización de cada ensayo. Se 

uso una nueva preparación para cada día. 

9.2.1.2 Registros electrofisiológicos de la evaluación de los 
compuestos. 

La técnica de Patch-Clamp permite mantener constante el potencial de 

membrana, al mismo tiempo que se registra la corriente generada por el 

flujo de iones a través de los canales iónicos. Para este trabajo, todos los 

registros electrofisiológicos se hicieron en la configuración de célula 

completa (Whole Cell Patch-Clamp). Esta configuración consiste en colocar la 

punta de la pipeta sobre la membrana celular y ejercer una ligera succión 

para fijar la célula y establecer un sello de alta resistencia (~lGQ). 

Posteriormente se aplica una succión mayor con el fin de romper la 
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membrana y establecer una continuidad eléctrica entre la solución de la 

pipeta (Solución Interna) y el interior de la célula manteniendo el sello de 

alta resistencia. 

Para los registros electrofisiológicos se utilizó una alícuota de células 

espermatogénicas la cual se colocó en la cámara de registro situada en la 

platina de un microscopio invertido equipado con óptica Hoffman (Nikon 

Diaphot TMD, Nikon Corp.). Se dejÓ que las células se adhirieran al fondo de 

la cámara y se perfundió con la solución externa por lo menos 8 volúmenes 

de la cámara. El registro de las corrientes de Ca2+ tipo T se hizo a 18°C 

utilizando un amplificador de patch-clamp Axopatch lB (Axon Instruments, 

Foster City, CA). Las micropipetas tenían un a resistencia de 7-9 MQ. El 

potencial de mantenimiento empleado durante los experimentos fue de -90 

mV. La familia de corrientes de Ca2+ se registró con un protocolo de pulsos 

depolarizantes desde -90 mV hasta 40 mV en incrementos de 10 mV y de 

200 ms de duración. Los ensayos para la evaluación del efecto de los 

compuestos sobre los CCTDV se realizaron registrando la corriente con un 

protocolo que consistió en una serie de pulsos de 200 ms de duración a -25 

mV repiténdose cada 30 segundos durante 12 minutos. El compuesto a 

evaluar se agregó después de observar estabilidad en la magnitud de la 

corriente, generalmente al 40 o 50 pulso. Se registraron al menos 8 

corrientes en presencia del compuesto hasta ver estabilidad en la magnitud 

de la corriente. El lavado del compuesto se realizó perfundiendo al menos 12 

veces el volumen de la cámara con solución externa. 

La corriente de fuga y las corrientes capacitativas residuales se 

restaron en línea utilizando un protocolo de P/4. Los registros de las 

corrientes se grabaron en línea y se digitalizaron a una velocidad de 

muestreo de 5 kHz y se filtraron a 2 kHz. Los protocolos de pulsos, la 

captura de los datos y el análisis de los registros se hicieron con el programa 

pCLAMP (Axon Instruments, Foster City, CA). 
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9.2.1.3 Soluciones de registro 

Para aislar a la corriente de Ca2+ tipo T y facilitar el análisis de los 

resultados, se utilizaron las soluciones de registro mostradas en las Tablas 3 

y 4. La solución externa se mantuvo a 40C durante los ensayos. Una nueva 

solución se preparaba cada 3 o 4 semanas. La solución interna se dividió en 

alícuotas de 2 mL que se conservaron a -200C. Durante los ensayos la 

alícuota empleada se mantuvo en hielo. 

Tabla 3. Componentes y 
concentraciones de la solución 
externa en la que se 
suspendieron las células 
espermatogénicas de ratón. 

Tabla 4. Componentes y concentraciones de 
la solución interna. 

5·, 
4 

10 
5 

7.4'·. 

9.2.1.4 Soluciones de capsacina y análogos. 

Se preparó una solución concentrada a 50 mM en etanol de cada uno 

de los compuestos a evaluar. De esta solución se preparó una solución 

diluída con solución externa y de esta dilución se tomaron volúmenes 

específicos que se agregaron a la cámara de registro durante el ensayo para 

registrar la corriente en presencia del copuesto. La muestra de solución 

diluída añadida a la cámara de registro se tomó de manera que la 

concentración final obtenida en la cámara fuera la deseada (50 ¡..¡.M para los 

análogos de caspaicina y de 0.2, 1, 3, lO, 30, 40, 47, 50, Y 100 ¡..¡.M para la 

curva dosis-respuesta) manteniendo la concentración de etanol al 0.1% o 

menos. Se prepararon soluciones concentradas cada mes manteniéndose a 

4°C. Las soluciones diluídas se preparaban cada semana. 
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10. RESULTADOS Y DISCUSION 

10.1 Síntesis de análogos de capsaicina 

10.1.1 Selección de sustratos 

Teniendo como objetivo encontrar un método enzimático 

quimioselectivo para resolución de mezclas amina-alcohol se decidió trabajar 

con la vainillilamina (VAM) puesto que su acilación nos permite generar 

capsaicinoides de valor agregado con una potencial aplicación en la industria 

alimentaria ó farmacéutica. 

De esta manera, la VAM y su alcohol análogo, el vainillilalcohol, VAOH, 

constituyen la mezcla modelo para el estudio de la resolución 

quimioselectiva que se busca. Además se decidió incluir en el estudio otra 

mezcla de amina-alcohol análogos, la bencilamina (BAM) y el bencilalcohol 

(BOH), que a pesar de que sus productos de acilación tienen menor 

importancia farmacológica que los vainilloides, permitirán comprender mejor 

el fenómeno termodinámico. 

El donador de acilo fue seleccionado con el propósito de obtener un 

análogo de capsaicina estructuralmente similar a esta. Con esto en mente, 

se seleccionó al ácido cáprico (AcC10), para obtener al reaccionario con la 

VAM, la vainillilamida del ácido cáprico (VAmC10) que posee gran similitud 

estructural con la capsaicina. En un trabajo paralelo a este, la pungencia de 

esta amida fue evaluada mediante análisis sensorial y su valor relativo a la 

pungencia de la capsaicina resultó de 36%. Se encontró también que otra 

amida estructuralmente similar a la capsaicina, la vainillilamida del ácido 

caprílico (VAmC8), posee una pungencia relativa del 66%. Esta última amida 

también se sintetizó con la misma metodología con el objetivo de evaluar su 

efecto en los CCTDV. En la figura 21 se muestran la capsaicina y los dos 

análogos pungentes con los que se trabajó en este estudio. 
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MeO~~~9 
HO~ 

Capsaicina 
o 

Me0)Cí~10 
I ~ 

HO .ó 

VAmCl0 
(Vainillilamida del ácido cáprico ) 

36% de pungencia relativa 

o 

Me0)Cí~8 
I ~ 

HO .ó 

VAmC8 
(Vainillilamida del ácido acprílico ) 

66% de pungencia relativa 

Figura 21. Estructuras de la capsaicina y de los dos análogos pungentes. La 
semejanza estructural de los dos análogos con la capsaicina les confiere propiedades 
similares, como la pungencia. El número de carbonos de la cadena alifática esta indicado 
con un pequeño número al final de la misma. 

Así, los productos que se obtendrán de las reacciones de síntesis con 

los sustratos seleccionados son la Vainillilamida del Acido Cáprico (VAmC10), 

el Vainillilester del Acido Cáprico (VEsC10), la Bencilamida del Acido Cáprico 

(BAmC10) y el Benciléster del Acido Cáprico (BEsC10), Las reacciones de 

síntesis de amidas y de ésteres se presentan en las figuras 22 y 23 

respectiva mente. 

1""" NH, + Me0x;r 

HO .b 

VAM 
(Vainillilamina libre) 

BAM 
(Bencilamina) 

AcC10 
(Acido Cáprico) 

HO~· 

AcC10 
(Acido Cáprico) 

Meox;r~ I ~ 
HO .b 

Novozym 435 
~ -----

VAmC10 
(Vainillilamida del Acido Cáprico) 

CJN~ I H 
.b 

BAmC10 
(Bencilamida del Acido Cáprico) 

+ H,o 

+ H,O 

MeO~NH2 + HO~ 
HO~ 

Novozym 435 
~ ----- Me0x;r~ I ~ + H,O 

VAM 
(Vainillilamina libre) 

AcC8 
(Acido Caprnico) 

HO .b 

VAmC8 
(Vainillilamida del Acido Caprilico) 

Figura 22. Reacciones de síntesis enzimática de amidas análogas de 
capsaicina. 
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VAOH 
(Alcohol Vainillilico) 

AcC10 
(Acido Cáprico) 

VEsC10 
(Vainillilester del Acido Cáprico) 

+HO~ Novozym435 -- r(Y'O~ + H,O 

V 
BOH 

(Alcohol Bencflico) 
AcC10 

(Acido Cáprlco) 
BEsC10 

(Bencilester del Acido Cáprico) 

Figura 23. Reacciones de las síntesis enzimática de ésteres análogos de 
capsaicina. 

10.1.2 Predicciones termodinámicas empleando el Método 
UNIFAC 

Una vez seleccionadas las moléculas modelo, se empleó el Método 

UNIFAC para calcular su coeficiente de actividad en diferentes solventes con 

el fin de seleccionar dos solventes que dada su diferente polaridad 

generaran coeficientes de actividad de la VAmCl0 muy distintos uno de otro. 

Un parámetro que sirvió como referencia previa para definir al solvente 

como polar ó no polar es el LogP. 

El cálculo de los yoo con el Método UNIFAC requiere descomponer las 

especies químicas involucradas en sus grupos moleculares e introducirlas al 

Método como el conjunto integrado de estos grupos. En la Tabla 5 se 

muestra la descomposición de los análogos de capsaicina a sintetizar en sus 

grupos moleculares. 
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Tabla 5. Descomposición de los análogos de capsaicina en sus grupos 
funcionales. Los valores en cada celda representan el número de grupos químicos 

ue se descom la molécula . . 
~~~ 

1 
8 

Se calcularon los "Y de la VAmC10 en mezclas de HEX con solventes 

más polares tales como DMSO, DMF, Dioxano, acetona, acetonitrilo 2M2B, 

butanona, etc. Se empleó al HEX como solvente base debido a que en este 

solvente se ha demostrado que las enzimas adquieren mayor estabilidad 

estructural; su fácil evaporación (P.e. 670 C) es convieniente para nuestros 

fines; finalmente es un solvente altamente hidrofóbico (LogP=3.5) lo que 

nos permite probar, junto con un solvente hidrofílico, los efectos de dos 

valores distintos de polaridad en nuestras reacciones. Los cálculos se 

hicieron de manera que se abarcara un rango relativamente amplio de 

polaridad en el medio de reacción, desde -1.3 (100% DMSO) hasta 3.5 

(100% HEX). Como se observa en la figura 24, todas las mezclas de 

solventes evaluadas generan un perfil similar: el "Y estimado de la VAmC10 

mediante el método UNIFAC crece en forma exponencial desde valores 

cercanos a cero hasta un poco más de 800, lo cual significa que .Ias 

interacciones moleculares entre la molécula y la mezcla de solventes 

comienzan a disminuir drásticamente con el aumento en la concentración de 

HEX a partir de una relación HEX:Solvente Polar 70:30. 

La gráfica demuestra que independientemente de las proporciones de 

la mezcla, existe un rango de concentraciones que van desde O hasta 60% 

de hexano en el que el tO no varía significativamente. Esto podría deberse a 
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que la VAmC10 posee al grupo amida que es altamente polar y una cadena 

alifática que es hidrofóbica. Estos dos grupos de polaridad opuesta, causan 

que el Método UNIFAC considere a esta molécula muy soluble tanto en 

solventes polares como no polares. Sin embargo, parece que las 

interacciones hidrofílicas son mayores que las hidrofóbicas porque a una 

composición de 100% de solvente polar, en la que la cadena hidrofóbica 

debería elevar el yoo por la disminución de interacciones, el yoo no varía de 

manera importante con respecto al que se obtiene para una composición 

60:40 HEX:Solvente polar. 

Perfiles de Coeficiente de Actividad estimados de VAmCl0 en 
mezclas de n-hexano con diversos solventes 

100.000 r~==:;:~~;;;:;;;;-------;;;-~:;;;;¡¡;~------------=/':;JlII-·-Eter Isopropíllco 

Plridlna 

LogP-1.9 _____ _ 

LogP=1.3 

4- hldroxl- 4- rretll- 2- pentanona 
LogP--0.34 

0.001 +-----r---,---=='--r-:-::-:69=----r __ -.-__ ,--_--r-__ -r-_----,~-~-~ 
o 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 

O/o n-hexano en el solvente 

Figura 24. Coeficientes de actividad de la VAmC10 en diferentes mezclas de 
solventes con n-hexano. Los solventes usados en este cálculo son DMSO, Dioxano, DMF, 
4-hidroxi-4-metil-2-pentanona, Acetonitrilo, Acetona, 2-butanona, Piridina, 2-metil-2-
propanol, 2-pentanona, 2-metil-2-butanol, 4-metil-2-pentanona, 2-metil-2-pentanol, 3-
metil-3-pentanol, 2,4-dimetil-3-pentanol, 3-etil-3-pentanol, 2-metil-2-hexanol, tolueno, 
Eter butílico, 2-metil-2-heptanol, 2,4,6-trimetil-4-heptanol, 2,6-dimetil-4-heptanol, Eter 
isoamílico, Isooctano y Dodecano. En la gráfica solo se muestran algunos solventes y su 

hidrofobicidad como LogP. Se puede ver que el perfil del "( no varía mucho a pesar de 
diferencias importantes en la hidrofobicidad como en los casos del Eter isoamílico y 2M2B. 

Sin embargo, para 100% HEX, el yoo se dispara indicando que los 

grupos polares, particularmente la amida VAmC10, no pueden establecer 

muchas interacciones con el solvente. Ambos comportamientos indican que 
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el grupo amida, tienen más peso que la cadena hidrofóbica en las 

interacciones de la molécula, ya sea con un solvente polar ó con uno no 
' ! 

polar. 

Las diferencias en los valores del yo en el rango en el que éste se 

mantiene prácticamente indiferente de la composición de la mezcla no son 

muy significativas. Esto se deduce del hecho que el y se puede mover en una 

escala desde prácticamente cero hasta 106 o más, por lo que variaciones de 

0.5 unidades pueden considerarse insignificativas. 

En vista de lo anterior expuesto, y dado que el 2M2B es menos tóxico 

y no inactiva a las enzimas como la piridina, el DMSO, el dioxano ó la DMF y 

a su nula reactividad con el · biocatalizador, se decidió trabajar 

experimentalmente con 2M2B como medio de reacción polar (Arcos et al., 

1998; Bellot et al., 2001; Castillo et al., 2003; Degn et al., 2001; Flores et 

al., 2002). 

En la tabla 6 se presentan los yo estimados para las cuatro moléculas a 

sintetizar en 2M2B y en HEX. 

Tabla 6. Coeficientes de actividad (reo) calculados 
con el Método UNIFAC para los cuatro análogos de 
ca icina. 

Basándonos en los valores del yo calculados para la VAmC10en los dos 

solventes, 0.41 en 2M2B y 894 en HEX, se puede suponer que existe .una 

afinidad mucho mayor de la molécula VAmC10 por el 2M2B que por el HEX 

como reflejo de un gran número de interacciones intermoleculares con el 

primero y muy limitadas con el segundo. Por lo tanto en la síntesis de la 

VAmC10 se esperaría una mayor conversión en 2M2B dada la mayor 
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solubilidad de ésta molécula en este solvente con respecto al HEX, lo que 

desplazaría el equilibrio hacia los productos. 

Para el caso del VEsC10, los valores del yoo fueron 73.53 y 1.89 para 

HEX y 2M2B respectivamente. Bajo la misma óptica, estos cálculos nos 

sugieren que habría una mayor afinidad de la molécula por el 2M2B que por 

el HEX a causa de un mayor número de interacciones moleculares y en 

consecuencia una mayor conversión en 2M2B. 

El cálculo de los yoo para los compuestos bencílicos fue: para la 

BAmC10, 1,46 en 2M2B y 63.88 en HEX; para el BEsC10, 4.68 en 2M2B y 

2.07 en HEX. Analizando estos resultados, el Método UNIFAC nos indica que 

habría una mejor conversión hacia BAmC10 en 2M2B pero para la síntesis de 

BEsC10, la mejor conversión se observaría en HEX. 

10.1.3 Cromatografía de sustratos y productos. 

El análisis de los sustratos y productos se llevó a cabo en HPLC 

equipado con un detector de arreglo de diodos (PDA) con la técnica descrita 

en la sección de Materiales y Métodos. El anillo vainilloide tiene dos máximos 

de absorbancia a 206 nm y 280 nm, mientras que el anillo bencílico absorbe 

solo a 206 nm. En la figura 25 se observan los contornos topográficos de los 

sustratos y productos y la figura 26 muestra los cromatogramas 

correspondientes. Los donadores de acilo no son detectados pues carecen de 

dobles enlaces y por lo tanto no tienen absorción en el rango de luz 

ultravioleta. 
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Figura 25. Contornos topográficos de los compuestos bencílicos y vainilloides 
obtenidos con HPLC y detector de arreglo de diodos. l 
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Figura 26. Cromatogramas de los compuestos bencílicos y vainilloides. Los 
compuestos vainillílicos se detectaron a 280 nm y los bencílicos a 206 nm. 

BE_CIO 

Los tiempos de retención de los compuestos estan relacionados 

también con su grado de hidrofilicidad/hidrofobicidad. En una cromatografía 

de fase reversa, como la que empleamos, el soporte esta modificado con la 

unión de cadenas hidrocarbonadas, que en nuestro caso son de 18 carbonos. 

En consecuencia, la hidrofobicidad del soporte es alta por lo que se usa una 

fase móvil hidrofílica. Una molécula que tiene un tiempo de retención largo 

indica que tiene una mayor preferencia por permanecer interactuando en las 

cadenas hidrofóbicas del soporte que por ser arrastrada por la fase móvil. 

Ahora, observando la figura 25, los alcoholes y las aminas tienen un tiempo 

ESTA TESIS NO SALE 
DE LA BIBIJOTECA 
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de retención corto dada su hidrofilicidad mientras que otras moléculas 

presentan tiempos de retención más largos, siendo el BEsCl0 el más 

hidrofóbico con un tiempo de retención de 16 min aproximadamente. La 

BAM tiene un tiempo de retención mayor que los otros nucleófilos 

probablemente por la ausencia de un grupo fuerte donador de puente de 

hidrógeno como el -OH del BOH con el cual pueda interaccionar con el agua 

de la fase móvil. Con este análisis cromatográfico también se puede hacer 

una predicción sobre la conversión de las reacciones, es decir, para este tipo 

de compuestos, es de esperar una mayor producción de amidas en 2M2B por 

ser un solvente más hidrofílico que el HEX y una mayor producción de 

ésteres en HEX. El grado de hidrofilicidad de las moléculas de síntesis, 

basado en este análisis cromatográfico sería 

VAmCl0>VEsCl0>BAmCl0>BEsCl0. De hecho existen varios métodos para 

calcular la hidrofobicidad de un compuesto mediante HPLC, entre los que se 

encu-entran el de Fujita-Hansch, de Rekker y de Hansch-Leo que, de manera 

general, consisten en una suma ponderada de constantes experimentales de 

hidrofobicidad de grupos moleculares, de manera similar a una contribución 

de grupos (EPA, 1996; Fujita, 1964; Hansch et al., 1979; Leo, 1971; Rekker 

et al., 1979). Bajo esta aproximación se podría predecir también 

cualitativamente el grado de interacción entre especies químicas de interés y 

solventes, aportando la pauta a seguir para proponer medios de reacción. 
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10.1.4 Acilación enzimática quimioselectiva de sustratos 
separados. 

La conversión obtenida en la síntesis enzimática de los compuestos 

analizados se muestra en la tabla 7. 

Tabla 7. Coeficientes de actividad y conversiones alcanzadas en las reacciones de 
síntesis de aná os de ca 

Estos resultados muestran que la selectividad de la enzima se invierte 

marcadamente al cambiar la polaridad del solvente. Vemos que las 

conversiones en la síntesis de amidas en 2M2B y de ésteres en HEX es 

alrededor del 96%. En cambio, se observaron bajas conversiones al intentar 

la síntesis de amidas en HEX y de ésteres en 2M2B, que en ningún caso 

fueron superiores al 15%. 

El equilibrio de las reacciones enzimáticas se desplaza hacia la 

formación de productos como consecuencia del bajo contenido de agua en el 

sistema, a la presencia de tamiz molecular en el medio de reacción y a que 

el solvente es capaz de disolver a la molécula recién sintetizada. 

Las bajas conversiones de amidas en HEX y de ésteres en 2M2B se 

pueden atribuir entre otras causas, a la poca capacidad de las moléculas 

sintetizadas y de los solventes de interactuar mutuamente. Esto hace que el 

medio de reacción se sature rápidamente con la molécula sintetizada y se 

alcance el equilibrio. 
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Ahora bien, comparando las predicciones basadas en el Método 

UNIFAC con los resultados experimentales, se puede constatar que las 

predicciones son acertadas en todos los casos con excepción de la síntesis 

del VEsC10. De acuerdo a los valores del yoo del VEsC10 calculados con el 

Método UNIFAC, la reacción de síntesis del VEsC10 debió haber resultado en 

una mayor conversión en 2M2B que en HEX porque el yoo del compuesto en 

2M2B es menor que en HEX. También se puede observar que, para una 

molécula en particular, la diferencia entre los valores del yoo en los dos 

solventes es mucho menor que la diferencia entre los valores del yoo de la 

VAmC10 en los dos solventes. Los yoo de la VAmC10 fueron de 0.41 y 894.6 

para 2M2B y HEX respectivamente, es decir 3 órdenes de magnitud de 

diferencia. En cambio para el resto de las moléculas se reduce a diferencias 

de entre 1 y 2 órdenes de magnitud. Particularmente para el BEsC10 que es 

la molécula más hidrofóbica de todas las sintetizadas, se pOdría esperar un 

yoo mucho mayor en 2M2B que el obtenido (4.68); sin embargo la diferencia 

entre los yoo de esta molécula en HEX y 2M2B es de unas cuantas unidades. 

Esta pequeña diferencia entre los valores de yoo haría suponer que la 

conversión en la síntesis de estas moléculas debería ser de magnitud 

semejante, pero vemos que coincidentemente, en la síntesis del BEsC10, 

cuyos valores de yoo en los dos solventes son iguales en términos prácticos, 

los resultados en las conversiones son diametralmente opuestos. 

Las incongruencias del Método UNIFAC respecto a los resultados 

experimentales pueden deberse a: 1) Las imprecisiones inherentes de un 

método predictivo, 2) Los parámetros del Método UNIFAC se basan en 

equilibrios vapor-líquido y nuestro sistema es líqUido-líquido, 3) El Método 

UNIFAC es impreciso para predecir coeficientes de actividad a dilución 

infinita en mezclas altamente no ideales (Zhang et al., 2002) . Una mezcla 

ideal es aquella en la que en le proceso de mezclado no hay un cambio de 

volúmen y entalpía, el cambio d,~ entropía es igual al de una mezcla 

82 



!"' 

gaseosa, el cambio en la : energía libre es debido exclusivamente a la 

entropía y los componentes en la mezcla son completamente miscibles uno 

en otro en todas las proporciones (Barton, 1991). Aunque no se realizaron 

los cálculos termodinámicos para verificar si nuestras mezclas son ideales o 

no, por la simple diferencia de tamaños y forma entre productos y solvente y 

por la solubilidad parcial de estos productos en los solventes, podemos decir 

que nuestras mezclas son no ideales. 

Es importante mencionar que el Método UNIFAC por sí mismo es una 

herramienta cualitativa en el sentido que solo estima el grado de interacción 

entre las especies en cuestión. Obtener una predicción cuantitativa y más 

certera del equilibrio en una reacción usando éste método, implicaría realizar 

las reacciones a una concentración de sustratos al menos 30 veces mayor a 

la empleada, es decir 0.6 M Y además contar con mediciones experimentales 

de algunas propiedades como presiones de vapor de los capsaicinoides. 

Evidentemente la necesidad de realizar trabajo experimental para desarrollar 

métodos predictivos es lógica, pero el método pierde utilidad en nuestro 

caso cuando se requiere para ello trabajo experimental adicional. 

A pesar de esto y considerando los resultados de las conversiones 

obtenidas, se puede concluir que la modificación de la quimioselectividad de 

la enzima con estos dos solventes funcionó aceptablemente. 

10.1.5 Acilación enzimática quimioselectiva en mezcla de 
sustratos 

Se realizó la síntesis enzimática , con dos nucleófilos en el mismo 

reactor, la VAM para formar amidas y el VAOH para formar ésteres. Esta 

síntesis se llevo a cabo en las mismas condiciones que las anteriores (450C, 
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equilibrio >72 hrs. con agitación magnética). Las concentraciones de 

sustratos y las conversiones obtenidas se muestran en las tablas 8 y 9. 

Tabla 8. Componentes y concentraciones usadas en la síntesis 
enzimática con dos nucleófilos. 

Componente Concentración 

VAM 20 mM 
VAOH 20 mM 
AcC10 iAcido cáorico) 40 mM 
Amina terciaria (DIPEA) 360 mM 
Enzi ma (Novozvm 435) 20 mq/mL 
Tamiz molecular 20 mq/mL 
Solvente 5 mL 

Tabla 9. Conversiones obtenidas en la síntesis enzimática con 
dos nucleófilos. 

2M2B HEX 
Conversión (%) Conversión (0/0) 
Promedio ± e.e.m (n~3) Promedio ± e.e.m (n~3) 

VAmCl0 87.0 ± 1.52 3.12 ± 0.58 
VEsCl0 1.33 ± 0.66 5.87 ± 2.15 

En este experimento se observó un comportamiento no esperado dela 

enzima en la síntesis del éster en HEX mientras que en 2M2B la preferencia 

de la enzima a sintetizar la amida VAmC10 se corroboró. El 87% de 

conversión de la VAM hacia la VAmC10, aunque es un valor ligeramente 

menor comparado con la conversión en la síntesis de VAmC10 sin mezcla de 

nucleófilos, significa lúi'a ,-preferencia a. producir 65 veces más (87/1.33) la . 

amida que el éster. 

Al haber obtenido mayormente ésteres en HEX en los experimentos 

anteriores sin mezcla de nucleófilos, en este experimento se esperaba una 

tendencia semejante. Aunque la síntesis del éster en HEX en este 

experimento fue favorecid~~' ligera'mente' (i.88 veces) respecto a la de la 

amida, la conversión del VAOH fue notablemente baja «6%) con respecto a 

la obtenida en ausencia de la VAM (94.6%). Con los experimentos realizados 
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no es posible conocer la razón de este resultado. Sin embargo, una posible 

explicación es una inhibición de la enzima por la amida inducida por el 

solvente. La enzima es capaz de sintetizar amida en HEX hasta alcanzar 

cierta conversión de VAM, que coincidentemente es alrededor del 3% tanto 

para el caso de síntesis individual (solo la VAM como nucleófilo) como para 

la síntesis con mezcla de nucleófilos. Este punto puede estar indicando la 

solubilidad de la amida en HEX, es decir, ya no existe energía suficiente en 

el solvente para disolver una molécula más. A partir de este momento, la 

amida recién sintetizada que se encuentra todavía en el sitio activo se queda 

unida a la enzima, como inhibidor, indefinidamente por dos factores. El 

primer factor es la solubilidad en el HEX y el segundo factor es la relativa 

alta polaridad del sitio activo, el cual atrae a la amida que también es polar. 

Bajo estas premisas, no existe suficiente energía en el sistema para 

desorber a la amida del sitio activo y en consecuencia la enzima queda 

inhibida. 

A manera de resumen, en la tabla 10 se presentan los yoo y las 

conversiones obtenidas en las síntesis de los análogos de capsaicina. A la luz 

de estos resultados, la síntesis en 2M2B se destaca para utilizarse como 

método de resolución quimioselectiva de mezclas amina-alcohol. 

Tabla 10. Resumen comparativo de los y<» y las conversiones logradas en las síntesis de 
análogos de capsaicina . 

2M2B HEX 

y . Conversión (%) y Conversión (%) 
Promedio :t e.e.m (nit3) Promedio :t e.e .m (n~3) 

VAmCl0 0.41 93.3 ± 6.6 894.6 3.33 ± 1.76 
VEsCl0 1.89 15.66 ± 1.2 73.53 94.66 ± 0.33 
BAmCl0 1.46 99.66 ±0.57 63.88 14.66 ± 0.66 
BEsC10 4.68 9.33 ± 1.20 2.07 100 ± O 
Mezcla de VAmC10 87.0 ± 1.52 3.12 ± 0.58 
nucleófilos VEsCl0 1.33 ± 0.66 5.87 ± 2.15 
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Habiendó comprobado la selectividad de la enzima hacia la producción 

de este tipo de amidas en 2M2B y de acuerdo a las condiciones de la Tabla 

1, se realizó la síntesis del VAmC8 en 2M2B obteniéndose una conversión 

99% a 68 hrs. Este compuesto se utilizó al igual que el VAmC10 en los 

ensayos electrofisiológicos. 

10.1.6 Acilación enzimática quimioselectiva de una molécula 
bifuncional. 

Finalmente se buscó la acilación quimioselectiva de un aminoalcohol. 

La predicción a partir de los resultados experimentales obtenidos con dos 

solventes, hacen suponer que la síntesis de la amida se deberá favorecer en 

2M2B y la del éster en HEX. 

El nucleófilo utilizado fue el (±)3-Amino-l,2-propanodiol (3APDOH) en 

lugar de la VAM con un grupo hidroxilo más en la posición 5 o 6 ya que es 

muy probable que la enzima no la utilice debido a impedimentos estéricos. El 

donador de acilo seleccionado fue el ácido oléico (AcOle) dado que se cuenta 

con estándar de la monooleamida. La reacción se muestra en la figura 27. 

3APDOH AcOla 
(3-Amlno-l,2-propanodlol) (Acldo Oélco) 

Novozyme 
435 ------

Novozyme 

HO-C°~ 
N~ 

1 
(3-Amino-2-ol-1-oleato de propilo) 

~H)-C:~ 
2 

(3-0Ieamlda-l,2-propanodiol) 

Figura 27. Reacción de esterificaclón y amidación para la resolución de la molécllla 
bifuncional (:i:)3-amino-l,2-propanodiol con ácido oleico. Se muestran las 2 posibles 
opciones de reacción. La esterlficación en el grupo hidroxilo secundario no se muestra ya 
que la enzima es selectiva para las posiciones 1 y 3. 
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Como primer paso se calcularon los yx' de los dos productos posibles, 

el 3-amino-2-01-1-0Ieato de propilo (1) y el 3-0Ieamida-1,2-propanodiol (2). 

La descomposición en grupos de estas dos moléculas se muestra en la tabla 

11 y los y~ calculados junto con la conversión obtenida experimentalmente 

se muestran en la tabla 12. 

Tabla 11. Descomposición en grupos de 
los productos de síntesis (1) y (2) de la 
reacción del (:1: )3-Am ino-l ,2-propa nodiol 
con ácido oleico. Los valores en cada celda 
representan el número de grupos químicos 
en que se descompone la molécula. 

Tabla 12. Coeficientes de actividad 
calculados para los productos (1) y (2) Y la 
conversión obtenida para cada uno en su 
síntesis enzimática. 

El análisis de los y~ calculados nos indican que tanto el producto 1, un 

éster, como el 2, una amida, se producirían ambos en mayor cantidad en 

2M2B. Las conversiones resultaron, por el contrario, acordes con las 

expectativas: mayor conversión de la amida en 2M2B y mayor conversión 

del éster en HEX. Una vez más, la predicción de la dirección de la reacción 

con los y~ no se ajustó a la realidad experimental para el caso del éster. 

Como se puede observar de la tabla 12, se provocó una mayor 

selectividad usando 2M2B (4.88 veces más amida que ester) que usando 

HEX (2.33 veces más ester que amida). Esto probablemente es debido a que 

el HEX tiene capacidad para disolver las cadenas hidrofóbicas ya sea del 

éster ó de la amida. El 2M2B por el contrario tiene reducida esta capacidad. 
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Finalmente, a la luz de estos resultados, es necesario validar los 

cálculos del Método UNIFAC con mediciones experimentales de solubilidad . 

Experimentalmente se pudo corroborar la capacidad para modificar la 

quimioselectividad de la enzima mediante ingeniería de solventes con la cual 

se pudo resolver mezclas amina-alcohol. Se logró acilar enzimática y 

quimioselectivamente un aminoalcohol. 
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10.2 Ensayos electrofisiológicos 

La importancia de los CCTOV radica entre otros factores por los 

recientes descubrimiento sobre su participación en fenómenos de analgesia 

(Bourinet et al., 2005; Oogrul et al., 2003; Pathirathna et al., 2005; 

Todorovic et al., 2004; Todorovic et al., 2001). Este descubrimiento abrió 

una nueva aproximación para abordar el fenómeno del dolor, el cual afecta a 

una gran proporción de la población mundial y tiene un impacto económico 

importante. 

10.3 Identificación de corrientes de Ca 2+ tipo T. 

Primeramente se identificaron las corrientes y se verificó que fueran 

corrientes de Ca2+ tipo T. Los registros control obtenidos de las células 

espermatogénicas muestran las características principales de las corrientes T 

como su activación cercana al potencial de reposo (-60 a-50 mV) y el pico 

máximo alrededor de -30 mV (Figura 28). También se puede notar la rápida 

inactivación, la cual es completa aproximadamente en 150 ms y el 

entrecruzamiento de las corrientes debido a su rápida activación e 

inactivación (Figura 28A). 
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Figura 28. Características biofísicas de las corrientes registradas en células 
espermatogénlcas de ratón. (A) Familia de corrientes de Ca2+ tipo T obtenidas de células 
espermatogénicas de ratón. Se señalan 3 voltajes a los que se obtiene el registro de la 
corriente y el lapso de tiempo en que se inactivan casi completamente. Se observa una 
activación e inactivaclón dependiente de voltaje, el pico máximo a -20 mV y el 
entrecruzmiento de las corrientes característico de las corrientes tipo T. (B) Curva I-V que 
representa los promedios de los picos máximos de las corrientes de Ca 2

+ tipo T a diferentes 
voltajes. Los canales de calcio dependientes voltaje de bajo umbral de activación se activan 
a voltajes menores (-70 a 50 mV) que los de alto umbral de avtivación (-40 a - 10mV) y 
presentan el pico máximo de corriente a voltajes entre -40 mV y-lO mV. Los símbolos 
representan los valores promedlo::l:: E.E.M. '(;,~3) 

10.4 Efecto de la capsaicina sobre los CCTDV. 

Parte del presente trabajo se realizó anteriormente con el Grupo de 

trabajo del Dr. Alberto Darszon, en el que se realizaron estudios 

electrofisiológicos con los que se determinó la actividad de la capsaicina, su 

análogo no pungente, el capsiato y la vainillilamina (VAM) (Figura 29) soore 

los CCTDV. 

MeoX)'N~~g 
I H:Z 4 s I 

HO ¿ . 

MeO~NH2 
HO~ 

VAM 
(Vanillilamina) .. , . 

Capsaicina 

Me0JY~V~9 I O:z 4 6 I 
Ha ¿ 

Capsiato 

Figura 29. Estructuras de la capsalclna, del capsiato y de la VAM. 
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En dichos ensayos y de acuerdo con los reportes realizados en canales 

de alto umbral deactiy~Ción (Baila Z et al., 2001; Bielefeldt, 2000; 

Bleakman et al., 1990; Docherty et al., 1991), se probó una concentración 

de capsaicina, capsiato y VAM de 50 J.LM por ser una concentración saturarlte 

para canales de Ca2+ de alto umbral de activación. 

Al igual que en otros canales de calcio dependientes de voltaje, la 

capsaicina inhibió las corrientes de Ca2+ tipo T y en este caso la inhibición 

fue casi total (90.3% ± 10.8) a una concentración de 50 J.LM (Figura 30A). La 

máxima inhibición se alcanza después de 3 min de aplicar la capsaicina 

(Figura 31). Esta inhibición es parcialmente reversible (Figura 30B), 

recuperándose cerca del 75% de la corriente aproximadamente en 1.0 min 

después de lavar la capsaicina (Figura 31). Esta rápida recuperación de la 

corriente al lavar la capsaicina sugiere que la capsaicina está actuando en la 

parte extracelular del canal. Este dato contrasta con el mecanismo de la 

inhibición por capsaicina reportada para CCDV de alto umbral de activación. 

A 20mV 

-90mV l-9omv 
Conu"ol 

Capsalclna (50p,M) 

••••• •• '1' ••• ' '''11. 

~L 
N SOms 

B 
-100 

• Control 
O Capsaicina (50 J1M) 
9f' Lavado 

-200 

-300 

= - -400 

Figura 30. Efecto inhibitorio de la capsalcina sobre las corrientes de Ca2+ tipo T. 
(A) Familia de corrientes de Ca2+ tipo T obtenida a diferentes pulsos de voltaje partiendo de 
un potencial de mantenimiento de -90 mV hasta 20 mV. La aplicación de la capsaicina a una 
concentración de 50 ~M inhibió reversiblemente el 90% de la corriente. (8) Curvas de 
relación corriente-voltaje (I-V) obtenidas en tres condiciones: control, capsaicina 50 ~M Y 
lavado. Los símbolos representan los valores promedio ± el E.E.M. con n~3. 
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De acuerdo a estos estudios, se sugiere que las corrientes de Ca 2
+ en 

estos canales, se inhiben después de una aplicación de capsaicina que 

provoca la elevación del Ca2+ intracelular mediada por los receptores de 

capsaicina expresados en la misma célula (Bleakman et al., 1990; Docherty 

et al., 1991). Esta puede ser la razón por la que en los CCDV de alto umbral 

de activación, la recuperación de las corrientes de Ca 2+ inhibidas por 

capsaicina, después de su lavado, sea lenta (Kopanitsa et al., 1995). 

Un agente inhibidor funciona ya sea obstruyendo el poro ó modificando 

el mecanismo de apertura y cierre del canal (gating). Con el fin de saber 

cual de estos dos tipos de inhibición ejerce la capsaicina, se realizaron 

curvas I-V. Una curva I-V sirve además de conocer el voltaje de activación, 

el voltaje al pico y el voltaje de inversión de las corrientes, para detectar un 

cambio en el "gating". Cuando existe una alteración en el mecanismo natural 

de apertura y cierre, la curva I-V se desplaza hacia la derecha o a la 

izquierda, ·10 que generalmente significa una menor o mayor sensibilidad al 

voltaje respectivamente. Clásicamente, el despalzamiento de la curva I-V 

ocurre debido a que una molécula se une al canal interfiriendo con el 

desplazamiento del sensor de voltaje. Una molécula que actúa de esta 

manera sobre el canal recibe el nombre de modificador del mecanismo de 

apertura y cierre del canal. 

1.0 
f> e 
V) 0.8 
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al! 
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(.'111 
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Figura 31. Curso temporal del 
ensayo de inhibición de las 
corrientes de Ca 2+ tipo T. La 
máxima inhibición de las corrientes 
tipo T por capsacina ocurre después 
de 3 min . La corriente remanente 
estable fue de 9.7% ± 10.8. La 
rápida recuperación de la corriente al 
lavar la capsaicina (1 min) sugiere 
que está actuando en la parte 
~xtracelular del canal. Los símbolos 
representan los valores promedio ± 
el E.E.M. con n~3. 
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Los perfiles de las curvas I-V control y en presencia de capsaicina se 

superponen bien a voltajes depolarizados pero se superponen con menos 

exactitud a voltajes cercanos al potencial de reposo (Figura 32). Para 

determinar si este ligero desfase a voltajes cercanos al potencial de reposo 

entre la curva I-V control y la curva I-V en presencia de capsaicina es 

significativo y en consecuencia saber si la capsacina afectaba o no al sensor 

de voltaje, se calcularon los voltajes medios de activación para ambas 

curvas obteniéndose -43 ;9 ·± ··2.1 mV y-45.9B ± 4.3 mV para las corrientes 

control y las corrientes en presencia de capsaicina respectivamente (Inserto 

en figura 32). El valor P=O.4 de la prueba t-student obtenido para el voltaje 

medio de activación con capsaicina permite considerar la curva I-V con 

capsaicina igual al la curva I-V control. Adicionalmente se escalaron los 

trazos de una corriente control y otra en presencia de capsaicina para 

comparar la cinética de activación (Figura 33). 

• Control 
,'J Capsaicina (30 ~l) 

Figura 32. La capsalcma 
inhibe las corrientes de 
Ca2+ tipo T sin interactt,ar 
con el sensor de voltaje. 
Curvas de relación corriente­
voltaje (I-V) para la cond ición 
control y en presencia de 
capsalclna 30 ¡.¡.M. La similitud 
del perfil de la curva en 
presencia de capsaicina con el 
perfil de la curva control 
sugiere que la capsa icina no 
esta actuando como 
modificador del mecanismo de 
apertura y cierre del canal. 
Las corrientes están 
normalizadas con respecto a 
la corriente observada a -25 
mV (corriente pico). El inserto 
de gráfica de barras presenta 
el voltaje medio de activación 
de las corrientes control ( -43 
± 2.1 mV) y de las corrientes 
en presencia de capsaicina (-
45 ± 4.3 mV). P=OA. Las 
barras y los círculos 
representan los valores 
promedio ± el E.E.M. con 
n~3. 
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Se calcularon los valores de 't de activación obteniéndose 'tact (Control) 

= 3.5 ± 0.3 ms y 'tact (Capsaicina 30 J.LM) = 3.1 ± 0.6 ms (Inserto en Figura 

33). El valor P=0.6 de la 'tact (Capsaicina 30 J.LM) indica que los valores de 

las 't de activación de las dos curvas I-V se pueden considerar iguales. Estos 

datos permiten concluir también que ambas curvas I-V son estadísticamente 

iguales y se puede interpretar como una inhibición en la que la capsaicina no 

interactúa con el sensor de voltaje. 

SO ms 
. ... control 
. _ Capaalelna 30 11M 

:C:onbyl 

." ,'---- Cap~alq",~~Q~"¡ 

Figura 33. Trazos escalados de la corriente control y de la corriente en presencia 

de capsaicina. La activación en ambos casos presenta valores medios de 'tact Control = 
3.5±0.3 ms y 'tact Capsaicina 30 mM = 3.1±0.6 ms. El valor p de la prueba t-student es de 
0.6. La cinética de activación es en consecuencia estadísticamente igual. Las barras en los 
paneles A y B Y los drculos en el panel A representan los valores promedio ± el E.E.M . con 
n~3. 

La figura 34 muestra que la inhibición es dependiente de voltaje, 

teniendo un máximo de inhibición (ICaremanente de 2.69±3.15%) alrededor de 

-30 mV. A partir de voltajes superiores a-3D mV, voltaje en el cual se 

presenta el pico mayor, I~.s corrientes iónicas comienzan a disminuir a causa 

de la reducción del gradiente electroquímico que reduce el influjo de 

corrientes catiónicas al interior de la célula cada vez más depolarizado. 
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Figura 34. Dependencia de voltaje de la 
Inhibición de las corrientes de Ca 2

+ tipo 
T con capsaicina (SO J,LM). El gradiente 
electroquímico comienza a influir sobre las 
corrientes a voltajes depolarizantes a partir 
de -30 mV dificultando cada vez mas el 
ingreso de corrientes catiónicas a la célula 
en el registro control debido a efectos 
repulsivos de carga eléctrica. La fuerza de 
las corrientes catiónicas entrantes que 
ayudan a mantener a la capsaicina en el 
poro disminuyen a medida que se depolariza 
la célula y la Inhibición disminuye también. 
Las corrientes remanentes están 
normalizadas con respecto al valor máximo 

20 de la corriente observada en cada voltaje 
probado. Los símbolos representan el valor 
promedio ± el E.E.M. con n~3. 

La dependencia de voltaje es consistente con la inhibición de las 

corrientes por obstruccion del poro. La capsaicina se mantiene unida al poro 

por su afinidad con el sitio de unión y por la fuerza impulsora de las 

corrientes catiónicas que intentan entrar por el canal. La reducción del 

gradiente electroquímico que se da a medida que se depolariza la célula 

ocasiona que esta fuerza disminuya. Finalmente al alcanzar el voltaje de 

inversión de las corrientes iónicas, la capsaicina es empujada hacia fuera de 

la célula por estas corrientes reduciendo el bloqueo significativamente 

(ICaremanente ';2% a -30 mV; ICaremanente - 66% a 20 mV en figura 34). 

En vista de la potencia inhibitoria de la capsaicina sobre las corrientes 

tipo T, se realizaron pruebas sobre los canales CCTDV a diferentes 

concentraciones de capsaicina para obtener la curva dosis-respuesta. Esta 

curva (ajuste sigmoidal con la ecuación de Hitl) permitió determinar el valor 

de la ICso de la capsaicina sobre los ccrov alrededor de 40 J.1M (Figura 35), 

la cual es muy alta compaTada con la ICso de la capsaicina sobre su receptor, 

el canal TRPV1, la cual se reporta e"n 99 nM (Gavva et al., 2004; !ida et al., 

2003) 
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Figura 35. Curva dosis­
respuesta de la capsaicina en 
los CCTDV. En el inserto se 
muestran los trazos de las 
corrientes obtenidas en 
condiciones control, con 
capsaicina a 1 ¡.¡.M Y 30 ¡.¡.M. Los 
símbolos representan el valor 
promedio ± el E.E.M. con n~3. 

El capsiato y la VAM no tuvieron efecto inhibitorio estadísticamente 

significativo (5.3 ± 2.8% y 2.0 ± 1.6% de inhibición y valores P de 0.18 y 

0.30 respectivamente) a la misma concentración (50 J.tM) con la que se 

ensayó la capsaicina (Figura 36). Estos resultados hacen notorio el hecho 

que ni el anillo vainilloide con sus 2 grupos sustituyentes, ni el grupo amino, 

son capaces de provocar inhibición de corrientes tipo T. Por otro lado, Sutoh 

e Ida y col. reportaron posteriormente la inestabilidad del capsiato en una 

solución externa de registro similar a la usada en este trabajo elida et al., 

2003; Sutoh et al., 2001). A raíz de estos reportes, se decidió verificar ese 

dato en nuestro grupo de trabajo. Nuestros resultados en el ensayo de 

hidrólisis de capsiato en la solución externa de registro muestran que el 

capsiato se hidroliza 65% en 7min. Este hecho es con seguridad la 

explicación de la ausencia del efecto inhibitorio del capsiato en los CCTDV, 

por lo cual no se puede saber con esta estrategia si el capsiato es un 

inhibidor de las corrientes de Ca2+ tipo T. 
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Figura 36. Corrientes de Ca2+ tipo T 
remanentes al aplicar los 
compuestos. Las barras representan 
los valores promedio ± E.E.M. con n~3. 

10.5 Efecto de algunos análogos de capsaicina sobre los CCTDV. 

Dado que la capsaicina posee la capacidad de inhibir las corrientes tipo 

T, en el presente trabajo buscó ampliar el conocimiento de este fenómeno y 

de determinar la influencia de algunas variaciones en la estructura de la 

capsaicina en la inhibición. Por esta razón, se evaluó el efecto que tienen 

sobre estas corrientes dos análogos estructurales de capsaicina, la VAmC8 y 

la VAmC10 las cuales conservan la propiedad de pungencia en un 66% y 

36% respectivamente. Además de estos compuestos se probó otro análogo 

de capsaicina, el olvanil, que es la vainilliamida del ácido oléico, ya que es 

un capsaicinoide que fue empleado como analgésico no pungente en la 

década de los años 80 (Dray et al., 1996). 

Para efectos comparativos con la capsalcma, los ensayos con los 

análogos de capsaicina se realizaron a una concentración de 50 J..lM. 
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El ensayo con olvanil tiene como objetivo saber si la analgesia 

reportada de este compuesto pOdría relacionarse con inhibición de corrientes 

tipo T. El resultado de este ensayo se presenta en la figura 37 y revela que 

el olvanil no tiene efecto estadísticamente significativo (2 ± 3.2% y P=O.4l) 

sobre las corrientes tipo T a la concentración probada (50 ¡..tM). 
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Figura 37. Registros de las corriente de Ca2+ tipo T en condiciones control y en 
presencia de Olvanll 50 J.l.M. Las barras representan los promedios ± el E.E.M. con n~3. 

Para los ensayos con VAMC8 y VAmC10, estos compuestos se 

purificaron mediante los métodos descritos en la sección de Materiales y 

Métodos y su pureza fue analizada en HPLC. Los cromatogramas de estos 

compuestos puros obtenidos en HPLC se muestran en la figura 38. 
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Figura 38. Contornos topográficos de la VAmC8 y VAmCl0 en HPLC. El método 
utilizado es el descrito en la secCión de Materiales y Métodos. Los insertos muestran la 
absorbancia a 280 nm. 
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La VAmC8, que es el compuesto más picante de los 2 ensayados tuvo 

un ligero efecto inhibitorio en las corrientes T del 6.4 ± 2.26% con P= 0.08 

(Figura 39A). Para el caso de la VAmCl0 la inhibición fue de 7.8 ± 1.27% 

con P=O.OOl (Figura 39B). 
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Figura 39. Registros de las corrientes de Ca2+ tipo T obtenidos en la evaluación de 
la los capsaicinoides sintetizados. Registros en los que se probó VAmC8 (A) y VAmCl0 
(B). Las gráficas de barras de la derecha muestran la corriente control y la remanante 
normalizada al aplicar el compuesto. Las barras de los compuestos representan los valores 
promedio ± el E.E.M. con n~3. 

Respecto al olvanil, existen algunas posibles explicaciones de la baja 

inhibición de las corrientes tipo T: un plegamiento de su cadena hidrofóbica 

sobre si misma y una partición preferencial del olvanil hacia la membrana 

celular. Los enlaces covalentes entre los carbonos, excepto entre los Cg y 

Clo, que corresponden al doble enlaces cis-, proveen de movilidad rotacional 

a la cadena. La larga cadena hidrofóbica del olvanil al encontrarse en un 

medio acuoso adoptará una estructura que minimice su energía 
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conformacional, y tendrá una tendencia a plegarse sobre si misma o 

adherirse a la cadena hidrofóbica de otra molécula de olvanil o a cualquier 

otra superficie hidrofóbica. Al encontrarse plegada la cadena hidrofóbica o 

adherida a otra molécula de olvanil, la afinidad por el sitio de unión en el 

canal puede disminuir debido a los impedimentos esté ricos causados por el 

plegamiento o por la agregación de dos o mas moléculas de olvanil. 

Es posible también:'qtJe-el 'olvanil'-particione preferencialmente hacia 

la membrana celular que hacia el canal debido a su larga cadena hidrofóbica. 

Bajo este enfoque se pueden analizar los otros análogos de capsaicina 

probados, VAmC8 y VAmCl0, y determinar si existe una relación entre 

inhibición y partición. Una manera de medir la hidrofobicidad, como se 

comentó en anteriormente, es mediante los perfiles de elusión en HPLC 

(Fujita, 1964; Hansch et al., 1979; Leo, 1971; Rekker et al., 1979). Con la 

columna de HPLC usada, una molécula hidrofóbica eluye a tiempos mayores 

que una hidrofílica. La capsacina tiene un tiempo de elusión entre 4.5 y 5 

min mientras que los tiempos de elusión de las amidas VAmC8 y VAmC10 

son de 4 y 5 min respectcivamente. Estos datos permiten deducir que el 

escaso efecto inhibitorio de VAmC8 y VAmCl0 no es por una partición 

preferencial hacia la membrana celular sino más bien por la estructura de las 

moléculas. Es posible que el olvanil, una molécula mucho más hidrofóbica 

que las dos anteriores, sí presente una partición preferencial hacia la 

membrana celular. Sin embargo dado que el olvanil es una amida que, al 

igual que la VAmC8 y VAillCl0, posee una estructura vainilloide, no es 

posible conjeturar que la baja inhibición de las corrientes por el olvanil se 

deba exclusivamente a un efecto de partición. La VAmC8 y VAmC10 tienen 

una partición similar que la capsaicina y tienen escaso efecto inhibitorio. Es 

decir, la baja inhibición de las corrientes causada por el olvanil, así como la 

de la VAmC8 y VAmCl0, puede s~r debida a las diferencias en la cadena 

hidrocarbonada respecto a la capsaicina. 
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Como la capsaicina : actúa en los CcrDV y en los TRPVl se trató de 

buscar si existe similitud en los sitios de unión acapsaicina en ambos 

canales. Una aproximación preliminar para determinar la similitud es una 

gráfica que correlacione los efectos de la molécula en ambos canales. La 

gráfica apropiada para decidir si puede haber similitud en los sitios de unión 

a capsaicina en ambos canales es una gráfica de inhibición de corrientes tipo 

T vs. activación del canal TRPV1. Como los valores de activación de TRPVl 

por VAmC8 y VAmCl0 no están disponibles, además que realmente no se 

tiene información sobre la inhibición de corrientes tipo T por el capsiato, esta 

gráfica no proporcionaría información útil con tan pocos puntos. En su lugar, 

se utilizó una gráfica de inhibición de corrientes tipo T vs. pungencia. 

La figura 40 presenta la gráfica Pungencia-Inhibición de corrientes tipo 

T. De acuerdo con esta gráfica no existe una clara correlación entre estas 

dos propiedades de los capsaicinoides. 
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Figura 40. Gráfica Pungencia­
Inhibición de corrientes de Ca2+ 
tipo T. Con esta información no es 
posible establecer una relación 
entre estas dos propiedades de los 
capsaicinoides. Las barras 
significan el valor promedio ± el 
E.E.M con n~3 . 

Estas conclusiones preliminares apoyan la idea que el sitio de unión 

para la inhibición en los canales tipo T y el sitio de unión para la activación 

por capsaicina en el canal vaniloide (TRPV1) son diferentes y que 

probablemente no compartan alguna secuencia común. Walpole y col. 

demostraron que en el canal vainilloide (TRPV1), el anillo aromático 
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vainilloide sustituído con 3-metoxi y 4-hidroxi (Walpole et al., 1993c), asi 

como la capacidad de la molécula de establecer puentes de hidrógeno en la 

región B (Figura 2) (Walpole et al., 1993a) y un óptimo en la longitud de 

cadena entre 8-12 carbonos (Walpole et al., 1993b) es importante para la 

activación del canal TRPV1 pero la ramificación en el carbono 8 de la cadena 

hidrocarbonada no (Walpole et al., 1993b). Dos grupos de investigación 

identificaron una secuencia aminoacídica en el canal TRPV1, y sugieren que 

esta secuencia forma el sitio de unión a capsaicina (Gavva et al., 2004; Jordt 

et al., 2002). Consistente con la hipótesis de sitios de unión a capsaicina 

diferentes en ambos canales, es el hecho de no encontrar esta secuencia en 

el CCTDV. Con los experimentos de este trabajo y los resultados de Walpole 

y col. es posible distinguir un punto en común sobre la acción de 

capsaicinoides en ambos canales. Este punto es la longitud de cadena, la 

cual aparentemente debe ser de 9 carbonos para considerarse como un 

compuesto potente. Podría explicarse de la siguiente manera: los 

compuestos con cadena corta no alcanzan a hacer contacto con algún 

aminoácido importante mientras que los de cadena mayor a 9 carbonos 

tienen dificultad en acomodarse en el espacio destinado para 9 carbonos. 

Por otra parte, la ICso=40 IlM de la capsaicina nos permite comparar 

esta concentración con . la concentración de capsaicina en las cremas 

comerciales con propiedades analgésicas. Las cremas analgesicas Zostrix® y 

Axsain® contienen concentraciones de 0.025% y 0.075% de capsaicina como 

único agente activo analgésico. Asumiendo una densidad de la crema 

alrededor entre 0.8 y 0.9 gr/mL, la concentración de capsaicina en las 

cremas sería entre 654 y 736 IlM en un gramo de crema. Este rango de 
0"1 

concentraciones es más de 16 veces la ICso obtenida para los CCTDV, lo que 

indica que estas cremas sí pueden ~Ioque'ar las corrientes tipo T. 

Aunque estos experimentos no permiten confirmar la participación 

directa de los CCTDV en el fenómeno de analgesia provocada por capsaicina 

tampoco descartan esta posibilidad. 
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Los valores ICso = 99 nM e ICso = 40 J..I.M de la capsaicina sobre el los 

canales TRPVl y los CCTDV respectivamente, indican que primeramente se 

activarán los canales TRPVl y después los CCTDV. Esto es consistente con la 

sintomatología inicial característica de la capsaicina en el que se 

experimenta primero pungencia y después analgesia. Esta sería una posible 

explicación de este fenómeno. Existen la inactivación de los TRPVl mediada 

por Ca2+ y la muerte celular por influjo excesivo de Ca2+ a la célula como 

otras explicaciones del mismo. 
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11. CONCLUSIONES 

11.1 Síntesis enzimática 

• El método UNIFAC sirvió como referencia cualitativa y presentó ciertas 

limitaciones para predecir el equilibrio de las reacciones enzimáticas 

realizadas. 

• El desarrollo de métodos experimentales basados en tiempos de 

retención en HPLC puede aplicarse para estimar cualitativamente las 

interacciones solvente-producto de una reacción. 

• Se logró sintetizar preferencialmente amidas en 2-metil-2-butanol 

(conversión > 93%) Y los ésteres análogos en n-hexano 

(conversión> 94%). 

• Se logró resolver la mezcla de sustratos amina-alcohol en 2-metil-2-

butanol con una selectividad de 65 veces más para acilar la amina que 

el alcohol. 

• La acilación enzimática quimioselectiva del (±)3-Amino-1,2-propanodiol 

fue moderada en ambos solventes. La selectividad para acilar la amina 

en 2-metil-2-butanol fue de 4.88 veces y la sele.ctividad para acilar el 

alcohol en n-hexano fue de 2.3 veces. 

• De manera general, la acumulación en la síntesis de una molécula se 

favorecerá en aquel solvente con el que pueda establecer el mayor 

número de interacciones moleculares. 
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11.2 Actividad de capsaicinoides en CCTDV. 

• La capsaicina inhibió las corrientes tipo T en células espermatogénicas 

en un 90% de manera parcialmente reversible. 

• La lCso de la capsaicina sobre los CCTDV fue de 40 )..lM. 

• En la inhibición de las corrientes T, la capsaicina actúa directamente 

en la porción extracelular de los canales CCTDV. 

• No existe una interacción directa d~ la capsaicina con el sensor de 
.\ ' '. ', ~. 

voltaje. Por consiguiente se sugiere que la inhibición es med,iante 

obstrucción del poro. 

• La VAmC8 y VAmC10 a 50 )..lM causaron un efecto inhibitorio de las 

corrientes en CCTDV del 6.4% y 7.8%. 

• El 2% de inhibición de las cOrrientes de Ca2+ tipo T con olvanil no es 

estadísticamente significativo~ 

• El alcance de este trabajo solo permite establecer un punto en común 

sobre el sitio de unión a capsaicina entre los canales TRPVl y los 

CCTDV: una longitud de cadena óptima de 9 carbonos. 

• La partición de los capsaicinoides entre el canal y la membrana celular 

aparentemente no es un efecto que contribuya a su baja inhibición de 

corrientes tipo T. 

• En conjunto, todos estos resultados apoyan la hipótesis de que los 

CCTDV pOdrían estar participando como uno de los blancos 

terapéuticos en el fenómeno de analgesia inducido por capsaicina 
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