
LA REVOLUCIÓN DE LA EVOLUCIÓN  
DIRIGIDA DE ENZIMAS
La industria farmacéutica está experimentando una metamorfosis en la manera de afrontar el 
diseño de nuevos medicamentos en sintonía con las necesidades de la sociedad actual, cada vez 
más concienciada con la búsqueda de procesos respetuosos con el medioambiente.  

Miguel alcalde, profesor de investigación del CSIC y co-fundador de Evoenzyme

EN ESTA DINÁMICA, SE PREVÉ A MEDIO PLAZO 
QUE EL TRADICIONAL EMPLEO QUE SE HACE DE 
LA QUÍMICA ORGÁNICA para el descubrimiento de 
nuevos fármacos (basada en el uso de catalizadores 
heterogéneos y condiciones muy demandantes desde 
un punto de vista energético y medioambiental) se 
conjugue y finalmente sea reemplazado por el uso de 
la biocatálisis (i.e. catálisis con enzimas). En efecto, las 
enzimas son proteínas que actúan como catalizadores 
biológicos -biocatalizadores- acelerando hasta trillones 
de veces las reacciones más complejas para producir 
todo tipo de moléculas en ambientes naturales. Por ello, 
su desempeño en procesos farmacéuticos es cada vez 
más notorio debido a su preciada selectividad y reque-
rimientos mínimos (pueden trabajar en biotransforma-
ciones muy diversas a presión atmosférica, temperatura 
ambiente y solución acuosa). 

De este modo, el giro de la industria farmacéutica 
hacia procesos más sostenibles es palpable, con decenas 
de productos emergentes en los que el uso de enzimas 
y cascadas (quimio)enzimáticas se hace indispensa-
ble. Sin embargo, para trasladar las enzimas desde sus 
ambientes naturales hacia procesos a medida de diseño 
de fármacos y química médica, que abarquen desde la 
síntesis de metabolitos fármacos humanos (HDMs, de 
sus siglas en inglés) empleados en estudios de farmaco-
cinética y farmacodinámica, hasta el descubrimiento y 
diversificación de medicamentos, se hace necesaria su 
mejora genética de la mano de herramientas disrupti-
vas de ingeniería de proteínas. En este sentido, el diseño 
de enzimas por evolución molecular dirigida es conside-
rado como una de las mayores revoluciones biotecnoló-
gicas del siglo XXI, hasta el punto de que su inventora, la 
Prof. Frances H. Arnold de CALTECH fue recientemente 

Representación esquemática de un ciclo de evolución 
dirigida. Partiendo de los genes parentales que codifican 
para la enzima de interés, se introducen mutaciones de 
manera aleatoria mediante técnicas de PCR mutagénica, 
pudiendo incorporar métodos de recombinación homóloga 
y/o heteróloga de diferentes parentales para generar mayor 
diversidad de secuencia dando lugar a enzimas quiméricas. 
Las genotecas resultantes se introducen en hospedadores 
recombinantes (levaduras o bacterias) que se cultivan 
transfiriendo los clones individuales a formato para cribado 
HTS (high-throughput screening; alternativamente, y si 
el método lo permite, se puede acoplar citometría de flujo 
(FACS) para acelerar la exploración). Una vez expresadas, las 
enzimas se someten al proceso de selección artificial frente a 
la propiedad que se quiera desarrollar (estabilidad, actividad, 
selectividad) haciendo uso de métodos de screening 
colorimétricos o fluorimétricos. Las mejores variantes se 
seleccionan como ganadores de la generación y sus genes 
se someten a un nuevo ciclo de evolución dirigida, lo que 
permite acumular mutaciones y mejoras hasta alcanzar la 
propiedad deseada.
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galardonada con el premio Nobel de Química 2018 por 
dicha invención. Esta metodología recrea en el labo-
ratorio los pasos fundamentales de la evolución natu-
ral, aplicados al diseño de enzimas, anticuerpos, rutas 
metabólicas o incluso microorganismos completos, 
con diversos fines biotecnológicos, desde la producción 
de biocombustibles, a la degradación de plásticos o al 
diseño de medicamentos. 

En un proceso de evolución dirigida, los genes que 
codifican para la proteína de interés se someten a 
ciclos iterativos de mutación aleatoria, recombinación 
del material genético y selección -artificial, acoplada a 
procesos de screening masivo- de manera que se selec-
cionan y acumulan mutaciones beneficiosas que confie-
ren nuevas propiedades o mejoran las actuales, hasta 
conseguir biocatalizadores a la carta. Las enzimas evo-
lucionadas son más robustas y activas, y se considera 
que han sido “reprogramadas”, sometidas a una suerte 
de cría molecular, para llevar a cabo funciones que en 
muchos casos en la naturaleza no acometían. 

Actualmente, en EvoEnzyme, se están aplicando 
herramientas de última generación en evolución dirigida 
en conjunción con métodos computacionales emergen-
tes, que incluyen desde el empleo de machine learning 
y modelos atomísticos -basados en inteligencia artificial 
para acelerar los experimentos de evolución in vitro- 
hasta la resurrección enzimática. Esta última metodolo-
gía permite inferir y reconstruir secuencias de enzimas 
ancestrales (pertenecientes a organismos ya extintos) 
para su resurrección -producción- en microorganismos 
recombinantes modernos, como levaduras o bacterias. 
Con ello se obtienen moldes de enzimas “vírgenes”, en 
el sentido de que no han sufrido el exigente desgaste del 
proceso de evolución natural -la acumulación de muta-
ciones beneficiosas es desestabilizante-, y por ello son 
de ordinario más estables, robustas y catalíticamente 
promiscuas. De este modo se viaja atrás y adelante en 
la línea temporal de la evolución, diseñando en primer 
lugar enzimas ancestrales para que puedan ser a con-
tinuación evolucionadas en el laboratorio hacia nuevas 
metas no exploradas en la naturaleza, lo que conduce 
al diseño de nuevas actividades y reacciones de interés 
industrial.

De especial relevancia para el sector farmacéutico 
es el diseño de paneles de enzimas evolucionadas a 
medida para la producción de HDMs, que funcionan 
a modo de “hígado artificial” acelerando los procesos 
de diseño de nuevos medicamentos. Con un enorme 
repertorio de reacciones de inserción de oxígeno (desde 

hidroxilaciones y epoxidaciones, tanto alifáticas como 
aromáticas, hasta N- y O-desalquilaciones), esta colec-
ción de enzimas evolucionadas supone un punto de 
partida muy novedoso para el diseño de compuestos 
bioactivos frente al tradicional empleo de citocromos 
P450 monooxigenasas de hígado humano (que tienen 
notables limitaciones operacionales, al tratarse de enzi-
mas transmembrana dependientes de costosos cofacto-
res redox y  enzimas auxiliares), o de la síntesis química 
tradicional y sus subyacentes problemas derivados de 
la falta de selectividad y bajo rendimiento. Por el con-
trario, las peroxigenasas fúngicas solo requieren agua 
oxigenada para funcionar, son estables, solubles y alta-
mente selectivas, y han sido evolucionadas para aco-
meter las funcionalizaciones más complejas emulando 
el comportamiento del hígado humano, siendo también 
herramientas altamente valiosas para procesos de des-
cubrimiento y diversificación de nuevos medicamentos. 

Se espera que, en años venideros, este y otros pro-
ductos derivados de procesos de evolución dirigida de 
enzimas faciliten la transición ecológica de las indus-
trias químicas y farmacéuticas con el fin de contri-
buir a los exigentes compromisos europeos dentro del 
GreenDeal2050 en aras de una economía más circular 
y sostenible ◉ 

Las peroxigenasas fúngicas (también conocidas como 
peroxigenasas inespecíficas o UPOs, de sus siglas en 
inglés) son biocatalizadores emergentes en síntesis 
orgánica que están cambiando la manera de hacer 
química sintética. Impulsadas únicamente por peróxido 
de hidrógeno, y liberando agua como único subproducto, 
actúan a modo de navaja suiza para desplegar un amplio 
repertorio de reacciones de oxifuncionalización selectiva 
de enlaces C-H. Por su potencial desempeño en química 
médica, farmaceútica y síntesis orgánica han despertado 
un gran interés, ofreciendo soluciones a problemas 
recurrentes.
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