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Resumen  

La inhibición de la lipasa pancreática con Orlistat se utilizó para mostrar la correlación entre 

procedimientos experimentales y simulaciones computacionales. Ambos métodos son 

importantes para entender la cinética y el mecanismo de inhibición, y se complementan en 

cuanto al alcance de los resultados obtenidos La actividad enzimática de la lipasa 

pancreática porcina se evaluó con la determinación de los parámetros cinéticos, tales como 

la constante de Michaelis-Menten y la velocidad máxima, valores que corresponden a 

61mM y 74µM/min, respectivamente. Los ensayos de inhibición con Orlistat se realizaron 

para obtener las gráficas de Lineweaver-Burk y Dixon, herramientas complementarias con 

las que se determinó una inhibición competitiva. Además, se incluyó un acoplamiento 

molecular, para visualizar la interacció enzima-Orlistat, junto con un análisis de secuencias 

de lipasas para comparar la estructura de la enzima en diferentes organismos.  
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Abstract 

Inhibition of pancreatic lipase with Orlistat was used to show the correlation between 

experimental procedures and computational simulations. Both methods are important to 

understand the kinetics and the inhibition mechanism, and they complement each other in 

terms of the scope of the results obtained.The enzymatic activity of porcine pancreatic lipase 

was evaluated by determining kinetic parameters, such as the Michaelis constant- Menten 

and maximum speed, values corresponding to 61mM and 74µM / min, respectively. Orlistat 

inhibition tests were performed to obtain Lineweaver-Burk and Dixon graphs, 

complementary tools with which competitive inhibition was determined. In addition, a 

molecular coupling was included, to visualize the enzyme-Orlistat binding, along with a 

lipase sequence analysis to compare the structure of the enzyme in different organisms. 

Keywords: Orlistat, lipasa, inhibición, docking.  
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Introducción  

Las lipasas, más distinguidas como glicerol hidrolasas (EC 3.1.1.3), son proteínas de 

carácter enzimático, tienen el rol biológico de hidrolizar los triacilgliceroles para 

convertirlos en diacilgliceroles y un carboxilato. Las lipasas se han usado en proceso 

industriales, como cosméticos, farmacéuticos, en el tratamiento de residuos1 y en la 

producción de biocombustibles2. Estas enzimas están ampliamente distribuidas en 

la naturaleza, se pueden encontrar en microrganismos, plantas y hasta en animales, 

una característica común entre ellas es la presencia de un sitio activo conservado, 

este sitio consta de una triada catalítica conformada por un residuo nucleofílico, que 

puede ser una serina (Ser), una cisteína (Cys) o un ácido aspártico (Asp), un residuo 

acido, que puede ser un ácido aspártico (Asp) o un ácido glutámico (Glu) y una 

histidina (His)3. Un fármaco importante es el Orlistat, más conocido como 

tetrahidrolipstatina, un potente inhibidor de la lipasa humana y ampliamente usado 

en el combate de la obesidad a largo plazo, el Orlistat es un derivado de la lipstatina 

y fue aislado de Streptomyces toxytricini4, este fármaco se une de forma covalente a 

los residuos de serina de la enzima, reduciendo la absorción de grasa a nivel 

intestinal y su mecanismo de inhibición se ha descrito como irreversible5. 

Una herramienta significativa en la bioquímica es la cinética enzimática, quien se apoya de 

modelos cinéticos tales como Michaelis-Menten, Lineweaver-Burk y Dixon, pues resulta útil 

para entender y comprender la estructura enzimática, actividad enzimática y los 

mecanismos de inhibición, por lo que, los ensayos de acoplamiento molecular han tomado 

trascendencia y se han fundamentado en técnicas computacionales6,7 que permiten la 

visualización de la interacción entre la enzima y el sustrato o sus inhibidores, por otra parte, 

los ensayos experimentales con modelos cinéticos y cálculos relacionados con los tipos de 

inhibición siguen siendo ampliamente usados8,9, sin embargo, son insuficientes los  estudios 
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que complementan la parte experimental con la computacional, dualidad que se hace 

necesaria para demostrar cómo obtener datos certeros con análisis adecuados. 

En este trabajo, proponemos el uso del Orlistat como inhibidor de la triacilglicerol lipasa, 

usando lipasa de páncreas porcino como modelo para llevar a cabo un conjunto de ensayos 

experimentales, tales como cinética enzimática e inhibición, además de metodologías 

computacionales, tales como docking molecular y análisis de secuencias mediante 

interferencia de árboles filogenéticos, con el objetivo de aplicar herramientas sencillas de 

cálculo para visualizar y correlacionar datos experimentales y computacionales de la 

inhibición de la lipasa pancreática por Orlistat. 

 

1. Materiales y métodos 

1.1. Reactivos y sus concentraciones: 

• Buffer fosfato pH 8: se tomaron 1,77g de fosfato de hidrogeno disódico (Na2HPO4) y 

se diluyeron en 250mL de agua destilada, para obtener una concentración 50mM. El 

pH se ajustó con gotas de solución concentrada de ácido clorhídrico (HCl) o hidróxido 

de sodio (NaOH), usando el pHmetro hasta lograr un pH=8. 

• Extracto enzimático: se usó lipasa de páncreas porcino (LPP) tipo II (30-90U/mg 

usado triacetina) de Sigma-Aldrich. Se tomaron 100mg de LPP y se diluyeron en 

10,0mL de buffer fosfato pH 8, esto se agito y se centrifugo a 7000rpm durante 

10minutos, de esta forma se recuperó el sobrenadante, que corresponde al extracto 

enzimático de LPP. Se logro una concentración de enzima 100mM. 

• Sustrato: se usó 4-nitrofenil-palmitato (NPP). Se prepararon 10mL de NPP 

0,4mg/mL, que corresponde a una concentración 1mM, usando etanol. 

• Inhibidor: se usaron las capsulas comerciales de Orlistat (120mg) de Colmed 

International. Se diluyo una capsula de Orlistat en 10mL de etanol. 
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• 4-nitrofenol-palmitato (NP): Se diluyo 4-nitrofenol-palmitato en etanol para obtener 

una solución 0,1M. Esta solución se diluyo en buffer fosfato pH 8 para obtener 

concentraciones de NP que oscilaban entre 1mM y 4mM. 

1.2. Actividad enzimática de la lipasa pancreática porcina (LPP): 

La actividad enzimática se evaluó espectrofotométricamente. La reacción de la lipasa 

pancreática porcina (LPP) implica la producción y cuantificación de 4-nitrofenol (NP), lo que 

consiste en la hidrolisis de NPP10,11( figura 1).  

 

Figura 1. La hidrólisis de NPP con lipasa, el nitrofenol producido se registra a 405 nm. 

Las condiciones del ensayo se aseguraron mediante el uso de un sistema peltier, para 

mantener una temperatura estable de 37°C. Los ensayos se realizaron por triplicado, 

usando una celda de cuarzo que contenía: 250µL de LPP (100mM), 1550µL de buffer 

fosfato pH 8 (50mM) y 200µL de NPP (1mM), las lecturas se realizaron a una longitud de 

onda de 405nm durante 15 minutos, cada 30 segundos. El análisis de datos se realizó en 

Excel y los ensayos se realizaron por triplicado. 

1.3. Inhibición de la lipasa pancreática porcina (LPP) por Orlistat: 

El tipo de inhibición que experimenta la lipasa pancreática porcina (LPP) por Orlistat se 

determinó espectrofotométricamente. Los ensayos se realizaron por triplicado usando una 

celda de cuarzo y se evaluó la reducción de la actividad de LPP en función de la 

concentración del inhibidor (Orlistat) en un amplio rango de concentraciones 0µM - 50 µM 

y el rango de concentración del sustrato (NPP) que oscilaba entre 0mM y 100mM, el 
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inhibidor se agregó a cada ensayo, con excepción del control. Las lecturas se realizaron a 

una longitud de onda de 405nm durante 15 minutos y cada 30 segundos. 

Las gráficas de los modelos cinéticos de Michaelis-Menten, Lineweaver-Burk y Dixon fueron 

obtenidas de los cálculos realizados en Excel, estos gráficos se usaron para determinar los 

parámetros cinéticos. 

1.4. Acoplamiento enzima-sustrato y enzima-inhibidor: 

Las moléculas de interés, es decir, el sustrato (4-nitrofenil-palmitato, NPP) y el inhibidor 

(Orlistat) se bosquejaron en el software ChemSketch12 para así crear su formato de tipo 

.mol, además, se usó el software Avogadro para obtener las moléculas optimizadas13. 

Las posibles interacciones entre LPP-NPP y LPP-Orlistat se exploraron usando el servidor 

gratuito SwissDock (http://www.swissdock.ch/docking)14, donde se seleccionó la cadena A 

de la lipasa pancreática porcina (Código PDB: 1ETH) y, donde se subió y selecciono el 

ligando de interés (NPP u Orlistat). 

Los resultados de los acoplamientos (LPP-NPP y LPP-Orlistat) se visualizaron y analizaron 

de forma tridimensional mediante el software Chimera UCFS15 y bidimensional a través del 

software Discovery Studio. 

1.5. Análisis de secuencias: 

Las secuencias de lipasas homologas se obtuvieron y recuperaron de UNIPROT 

(https://www.uniprot.org/) y se alinearon en CLUSTALW (http://align.genome.jp/). El análisis 

evolutivo se realizó mediante la interferencia de árboles filogenéticos en el software MEGA 

X. 

 

2. Resultados y Discusión 

2.1. Actividad enzimática de la lipasa pancreática porcina (LPP): 

Para aproximar el comportamiento del Orlistat como inhibidor de la lipasa se aplicaron 

https://www.uniprot.org/
http://align.genome.jp/
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cálculos a los datos obtenidos. Se estimaron los parámetros cinéticos (Km y Vmax) a partir 

de las gráficas de Michaelis-Menten (figura 3) y Lineweaver-Burk (figura 4) que son 

consistentes con dichos modelos cinéticos (figura 2). 

𝑉 =
𝑉𝑚𝑎𝑥[𝑆]

[𝑆]+𝐾𝑀
          (a) 

1

𝑉
=

𝐾𝑀

𝑉𝑚𝑎𝑥

1

[𝑆]
+

1

𝑉𝑚𝑎𝑥
          (b) 

Figura 2. Ecuaciones modelos cineticos: a. Ecuación de Michaelis-Menten y b. Ecuación 

de Lineweaver-Burk 

 

Figura . Michaelis-Menten en ausencia de inhibidor. 
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Figura 4. Lineweaver-Burk en ausencia de inhibidor. 

Las gráficas de Michaelis-Menten y Lineweaver-Burk permitieron estimar la constante de 

Michaelis-Menten (Km), que corresponde a 61mM y la velocidad máxima (Vmax), que 

corresponde a 74µM/min, estos parámetros se determinaron con un R2 mejor que 0,97. 

2.2. Inhibición de la lipasa pancreática porcina (LPP) por Orlistat: 

El modelo cinético de Dixon se usa ampliamente cuando la interacción enzima-inhibidor es 

más compleja que la descripción clásica de competitivo o no competitivo16. En esta 

propuesta se utilizó el método de Dixon (figura 6) junto al modelo cinético de Lineweaver-

Burk (figura 5) para determinar el tipo de inhibición. 
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Figura 5. Inhibición competitiva de LPP por Orlistat. Lineweaver-Burk a diferentes 

concentraciones de Orlistat: a. 0µM, b. 5µM, c. 10µM, d. 20µM y e. 50µM. 

La grafica de Lineweaver-Burk muestra que los datos tienen la misma intersección, donde 

no se muestran cambios significativos en los valores que corresponden a la velocidad 

máxima (Vmax), pero, si se muestran cambios en los valores que corresponden a la 

constante de Michaelis-Menten (Km), esta es una evidencia de una inhibición competitiva. 

 

 

Figura 6. Inhibición competitiva de LPP por Orlistat. Dixon a diferentes concentraciones de 
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sustrato: a. 9µM, b. 18µM, c. 45µM, d. 63µM y e. 99µM. 

El método de Dixon se usa cuando la inhibición ya ha sido reportada como irreversible, en 

el caso de una inhibición competitiva, se observa que la familia de rectas se interseca sobre 

el segundo cuadrante en un punto cuya abscisa determina la constante de inhibición (Ki), 

teniendo esto en cuenta, el grafico de Dixon es consistente con una inhibición competitiva 

y cuya Ki corresponde a 13mM. 

2.3. Acoplamiento enzima-sustrato/enzima-inhibidor y análisis de secuencias: 

El mecanismo del Orlistat como inhibidor de la lipasa, ha sido descrito como irreversible y 

competitivo, en el que se forma la unión covalente entre el residuo de serina (Ser) del sitio 

activo y el anillo de lactona del inhibidor17. 

El uso de ensayos bioinformáticos es importante en el estudio de las interacciones proteína-

ligando18,19. En este trabajo se utilizó el acoplamiento molecular para ilustrar y 

complementar los datos experimentales junto a su interpretación. El resultado de este 

acoplamiento es una visualización de la interacción entre la triada catalítica de la enzima y 

el inhibidor (Orlistat), resultados en los que se evidencia la interacción del inhibidor con el 

residuo de serina 153 de la enzima (figura 7), lo que es consistente con los ensayos 

experimentales, cálculos aplicados y que corresponde al mecanismo de inhibición esperado 

(inhibición competitiva). 
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Figura 7. Acoplamiento molecular entre LPP y Orlistat: a. estructura LPP y Orlistat, b. sitio 

especifico de unión, c. sitio de unión del Orlistat que interactúa con el bolsillo hidrofóbico 

de la enzima y d. interacciones visualizadas. 

El acoplamiento molecular también fue aplicado a lipasas de distintos organismos y su 

interacción con sustrato (NPP) e inhibidor (Orlistat), la figura 8 muestra algunos resultados 

en los que el inhibidor se encuentra cerca del sitio activo. 

 

Figura 8. Acoplamiento molecular entre lipasas de diversos organismos y Orlistat:             

a. Lipasa porcina (1ETH), b. Lipasa humana (1HLG) y c. Lipasa de Candida Rugosa 

(1CRL) 



 
 

13 

 

La conexión entre lipasas de distintos organismos se puede explicar en términos de las 

relaciones evolutivas, lo que implica la conservación de secuencias, por lo que los 

resultados del análisis de secuencias, se fundamentaron en un alineamiento obtenido a 

partir de ClustalW (figura 9) y un un árbol filogenético obtenido en MEGA X (figura 10), 

resultados en los que se evidencio una cercanía evolutiva entre la lipasa porcina (1ETH) y 

la lipasa humana (1HLG), lo que muestra un alto grado de conservación entre ambas 

secuencias proteicas y con lo que se justifica el uso de la lipasa pancreática porcina en el 

modelo de inhibición por Orlistat. 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Alineamiento de secuencias de lipasas homologas de distintos organismos. 
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Figura 10.  Relación evolutiva entre 11 enzimas homologas de LPP. 

 

3. Conclusiones 

El uso de métodos experimentales y simulaciones computacionales mejora la comprensión 

de la cinética enzimática, los mecanismos de inhibición y las interacciones de unión 

proteína-ligando, esto se concluye a partir de la evaluación de la cinética enzimática 

mediante la aplicación de modelos cinéticos y la determinación de dichos parámetros, Km y 

Vmax, que corresponden a 61mM y 74µM/min, respectivamente, la determinación del tipo de 

inhibición mediante las gráficas de Lineweaver-Burk y Dixon, con las cuales se evidencio 

una inhibición competitiva y su correlación con análisis bioinformáticos que incluyen 

acoplamiento molecular y análisis de secuencias, quienes permitieron la visualización de 

las interacciones enzima-ligando y la conservación del sitio activo de la enzima. 
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