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Tesis Doctoral 1. Introduccién

1. INTRODUCCION

1.1. CONSIDERACIONES GENERALES Y TIPOS DE TIROSINASA

Tirosinasa, el objeto de estudio de esta Tesis Doctoral, es una enzima muy distribuida
a lo largo del arbol filogenético, desde bacterias a seres humanos. Como toda enzima, se trata
de una proteina que actua como catalizador, acelerando la velocidad de reacciones quimicas
del metabolismo. Las proteinas, productos de la expresion del genoma humano, pueden ser,
segun su composicion quimica, simples o conjugadas (también conocidas como
heteroproteinas). Estas ultimas se encuentran unidas a un grupo prostético, que puede ser
diferente naturaleza, como por ejemplo los iones metalicos (hierro, cobre, niquel, etc.) (Holm

et al., 1996), que dan lugar a las metaloproteinas.

En el caso de la tirosinasa, también llamada polifenoloxidasa (monofenol, o-difenol:
oxigeno oxido-reductasa, EC 1.14.18.1), se trata de una cuproproteina (contiene cobre en su
centro activo), un tipo de proteina con presencia en los tres dominios de la vida: Bacteria,
Archaea y Eukarya. Ademas, en funcion de la disposicién del cobre en el centro activo, se
clasifican en siete clases (Solomon et al., 1996, Bubacco et al., 1999) que se describen de

manera general a continuacion:

Tipo-1: Las proteinas que poseen estos centros del cobre son también llamadas
cupredoxinas o proteinas de cobre azul, debido a su intenso color azulado (aunque en algunos
casos pueden tener un tono mas verdoso), y se caracterizan por tener la esfera de
coordinacion del cobre en una estructura trigonal plana que esta conformada por dos atomos
de nitrégeno procedentes de histidina y dos atomos de azufre provenientes de cisteina y de
metionina (leucina o glutamina en otros casos) cada uno. Dentro de este tipo se encuentran
la plastocianina, azurina, pseudoazurina o amicianina, siendo proteinas de simple
transferencia de electrones, aunque este tipo de centros también se encuentran en enzimas
con mas de un sitio de cobre como enzimas redox (nitrito reductasa) y en oxidasas

multicupricas (ascorbato oxidasa, lacasa).

Tipo-2: Estos centros del cobre se encuentran en muchas enzimas que realizan
reacciones de oxidacion, como la galactosa oxidasa, u oxigenacion, como la dopamina-@3-
monooxigenasa o la superoxido dismutasa. Su estructura de coordinacion es cuadrada plana

y en ella pueden participar nitrdgenos y/u oxigenos.
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Tipo-3: Se trata del centro de cobre que posee nuestra enzima de interés, la tirosinasa,
que consiste en dos atomos de cobre situados proximos entre si, y coordinados con tres
residuos de histidina cada uno. Otras proteinas que también se encuentran involucradas en
el transporte de Oz como la hemocianina o la catecol oxidasa también poseen estos tipos de

centro.

Tipo-4: Poseen un grupo trinuclear con tres atomos de cobre que estan ligados por 8

histidinas. Se encuentran en oxidasas como lacasa, ascorbato oxidasa y ceruloplasmina.

CuA: Se trata de un centro binuclear que se encuentra en la citocromo c oxidasa, y en
el que dos cobres estan puenteados por atomos de azufre y unidos a dos histidinas, una

metionina y un oxigeno de un grupo carbonilo perteneciente al esqueleto de la proteina.

CuB: También se encuentra en la citocromo ¢ oxidasa, en este caso, préximo al hierro
de su grupo hemo, y cataliza la reduccion de cuatro electrones de O; para dar H2O, utilizando

la energia liberada durante el bombeo de protones fuera de la membrana.

CuC: Conocidos también como Cuz, estos centros activos que contienen cuatro
atomos de cobre puenteados por un atomo de azufre y coordinados por siete residuos de

histidina, se encuentran en enzimas como la 6xido nitroso reductasa.

La estructura de estas proteinas se ha conseguido gracias al conocimiento generado
a través de los resultados de numerosos articulos cientificos. En el caso de la tirosinasa, el
primer trabajo publicado sobre ella fue hace ya mas de 120 afos (Bertrand, 1896), al que le
siguieron un gran numero, sobre su aislamiento (Keilin et al., 1938, Kubowitz, 1938), estructura
y funciones (Mason, 1956, 1966, Matoba et al., 2006, Mayer, 2006, Sendovski et al., 2010,
Ismaya et al., 2011a, Ismaya et al., 2011b, Mauracher et al., 2014, Zekiri et al., 2014, Ismaya
et al., 2017, Kampatsikas et al., 2017, Lai et al., 2017) y mecanismo de actuacion (Sanchez-
Ferrer et al., 1995, Solomon et al., 2014, Chatterjee et al., 2017, Pretzler et al., 2017, Matoba
et al.,, 2018), quedando este campo abierto a infinidad de nuevos estudios futuros que

profundicen en los aspectos aun no resueltos acerca de esta enzima tan compleja.

El tipo-3 de cuproproteinas, donde pertenece nuestra enzima, se encuentra también
en los tres dominios de la vida, siendo el erizo de mar Strongylocentrotus purpuratus, el
placozoo Trichoplax adhaerens, el coanoflagelado Monosiga brevicollis y la ameba
Capsaspora owczarzaki algunos de los pocos seres vivos sin presencia de este grupo de

proteinas. Este grupo de proteinas, a su vez, se puede dividir en 3 subclases en funcién de
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los dominios o motivos que muestren (Figura 1A) (Aguilera et al., 2013):

Subclase a: posee un péptido sefial en el extremo N-terminal que indica su secrecion
procedente de vesiculas celulares, y un motivo His1(n)-His2(8)-Hiss en el sitio de unién al CuA
y otro H+(3)-Hz(n)-Hs en el CuB.

Subclase B: no posee ese péptido, indicando su procedencia del citosol, y sus
dominios del cobre son diferentes a los de la subclase a, ya que la segunda histidina se

encuentra en otra posicion.

Subclase y: posee otro péptido senal también en el extremo N-terminal, consistente
en una region rica en cisteina que parece estar implicada en interacciones o dimerizaciones
entre proteinas, y un dominio transmembranal en el extremo C-terminal. Ademas, posee los

mismos motivos que la subclase a en los cobres.

Algunos residuos son comunes a todos los tipos de cuproproteinas de tipo-3, mientras
que otros son caracteristicos de cada subclase (algunos ejemplos pueden ser vistos en la
Figura 1B). Ademas, los estudios filogenéticos nos muestran que el reino Metazoa es el Unico
que posee las 3 subclases, y sugieren que la subclase a es la precursora del resto, estando
posiblemente presente en el ultimo antepasado comun universal (Figura 1C) (Aguilera et al.,
2013).
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Figura 1. A. Estructura de los dominios de las subclases de cuproproteinas tipo-3. SP: péptido

sefial; CYS: region rica en cisteina; TM: region transmembrana. B. Alineamiento de

secuencias de los sitios de unién al cobre de especies representativas de cada subclase de
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cuproproteinas tipo-3. Los residuos de histidina del sitio activo se encuentran en azul, los
aminoacidos conservados en todas las subclases en amarillo y los aminoacidos especificos
de cada una en naranja. C. Arbol filogenético simplificado de los tres dominios de la vida,

mostrando la aparicion de las 3 subclases de cuproproteinas tipo-3 (Aguilera et al., 2013).

Como ya se ha mencionado anteriormente, tirosinasa, ademas de poseer un centro de
cobre tipo-3 es una enzima de tipo oxigenasa. Las oxigenasas pueden utilizar uno
(monooxigenasas, como nuestra enzima de interés) o dos (dioxigenasas) atomos de oxigeno
para catalizar un mol de sustrato (Hayaishi, 1974). En nuestro caso, la enzima cataliza dos
reacciones acopladas mediante el empleo de oxigeno molecular como cosustrato: la
formacion de o-difenoles mediante la hidroxilacion de sustratos monofendlicos (actividad
monofenolasa) y la oxidacion de sustratos o-difendlicos a o-quinonas (actividad difenolasa)
que, al ser muy inestables, pueden desencadenar otras reacciones quimicas. Esta variedad
de actividades y su baja especificidad de sustrato provoca que la tirosinasa participe en
procesos diversos, entre el que destaca principalmente, la formacién de melaninas en la piel,
aunque también el pardeamiento de vegetales, la biosintesis de ligninas o la esclerotizacién
de la cuticula de artrépodos (Mason, 1956, Vamos-Vigyazoé, 1981, Robb, 1984, Jiménez et al.,
1986, Lozano et al., 1989, Sugumaran, 2001, Claus et al., 2006, Abebe et al., 2010,
Sugumaran, 2010, Solomon et al., 2014).

Las tirosinasas estan incluidas dentro de las polifenoloxidasas, donde también
encontramos a las catecol oxidasas, unas enzimas que aparecen habitualmente en plantas y
muestran unicamente la actividad difenolasa, oxidando o-difenoles a o-quinonas (Gasparetti
et al., 2010, Kanteev et al., 2015, Prexler et al., 2019). Gracias al avance de los métodos
cristalograficos, que han permitido la caracterizacién de un gran numero de tirosinasas y
catecol oxidasas, se ha descubierto que una de las caracteristicas que poseen en comun todo
este grupo de enzimas es la presencia de un sitio activo conservado en el que podemos
encontrar un haz de cuatro hélices con seis residuos de histidina que coordinan los iones de
cobre CuA y CuB (Decker et al., 2006), como se puede ver en la Figura 2. En esta figura se
puede ver que el centro activo es muy similar y, ademas, en los ultimos estudios se ha
demostrado que las propiedades espectroscopicas de los cobre son también bastante
parecidas entre todas las proteinas de cobre tipo-3, por lo que las diferencias en la accién
catalitica entre las diferentes enzimas se deben a la accesibilidad del sustrato al centro activo
(Sanchez-Ferrer et al., 1995, Decker et al., 2006, Ramsden et al., 2014).
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A 7\ B

His 2543 N

Cys 2560

His 2562 M His 2571 His 2671

Figura 2. Sitios activos de dos cristales de cuproproteinas tipo 3. A. Hemocianina de Octopus
dofleini (Cuff et al., 1998). B. Tirosinasa de Streptomyces castaneoglobisporus (Matoba et al.,
2006). Los enlaces entre los residuos de histidina de unién al cobre y los de cisteina se
muestran en amarillo, mientras que las hélices a y bucles que se unen a los residuos de

histidina se muestran en gris.

La principal diferencia que provoca que las catecolasas no sean capaces de realizar
la actividad monofenolasa parece ser la ausencia de una asparragina que si aparece en
tirosinasas. De hecho, la introduccién de este residuo puede convertir una catecol oxidasa en
una tirosinasa (Solem et al., 2016). Esto se deberia a que esta asparragina, en accion conjunta
con un glutamato tendrian un papel fundamental en la actividad monofenolasa, sugiriéndose
en un principio que actuarian orientando el agua conservada para extraer un protén del
sustrato monofendlico, aunque nuestro grupo ha propuesto que realmente se encargan de
orientar el sustrato y potenciar la nucleofilia del oxigeno del grupo hidroxilo (Mufioz-Mufioz et
al., 2012).

Ademas, gracias a estos métodos cristalograficos y otros estudios estructurales, se ha
podido comprobar que las diferentes tirosinasas descritas, desde procariotas hasta humanos,
presentan un alto grado de homologia en sus secuencias, identificando bastantes regiones
conservadas, mientras que otras solo estan presentes en ciertos grupos (van Gelder et al.,

1997, Lai et al., 2017). Estas regiones se pueden agrupar en tres dominios:

- El dominio central, que incluye la secuencia de unién al cobre A y al cobre B, y seis
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residuos de histidina que se han demostrado imprescindibles en la uniéon a estos atomos
metalicos (Nakamura et al., 2000, Olivares et al., 2002, Schweikardt et al., 2007, Kaintz et al.,
2014). Se trata del dominio mas conservado, llegando a presentar un 42% de homologia entre
tirosinasa de bacterias y humanos, asi como también presenta homologias con la
hemocianina (Lerch, 1982, Ling et al., 1994). Dentro de las partes diferenciales podemos
sefalar la existencia de un enlace tioéter entre el segundo residuo de histidina coordinado con
el CuA y un residuo de cisteina adyacente de la tirosinasa del hongo Aspergillus oryzae y la
catecol oxidasa de patata (I[pomoea batatas), no apreciado en la de Streptomyces
castaneoglobisporus, Bacillus megaterium, ni en la humana. Este enlace parece tener una
funcion estabilizante (Matoba et al., 2006, Decker et al., 2007, Sendovski et al., 2011), ya que
se encuentra en el bucle flexible de la estructura, a diferencia de las otras cinco histidinas, que
se encuentran en la hélice a, dentro de una regién estable (Marusek et al., 2006, Kanteev et
al., 2015).

- El dominio N-terminal presenta en plantas y mamiferos un péptido que sirve como
sefal para que la enzima sea procesada y transportada al cloroplasto o al melanosoma, segun
corresponda, que no se ha encontrado en insectos, bacterias u hongos (ya que su tirosinasa
es citoplasmatica) (van Gelder et al., 1997, Olivares et al., 2002, Kaintz et al., 2014). En
algunas bacterias como Streptomyces y Verrucomicrobium spinosum, se ha encontrado otro
péptido sefal, el TAT, que es responsable de la secrecion de proteinas (Schaerlaekens et al.,
2001, Fairhead et al., 2012).

- El dominio C-terminal, que en plantas superiores y mamiferos es transmembranal (el
resto de la proteina se encuentra en el lumen, mientras que este dominio esta hacia el estroma
o hacia el citosol, respectivamente), forma con el dominio central la forma latente (pro-
tirosinasa) de la enzima, ya que uno de sus residuos se introduce en el centro activo de forma
similar a como lo hace un sustrato o un inhibidor bloqueandolo (Kanteev et al., 2015),
manteniendo la enzima en este estado de inactividad que parece ser mas estable que su
forma activa. La importancia de este dominio en la activacion de la enzima también se ha
demostrado recientemente mediante estudios in crystallo tanto de la forma natural de la
polifenoloxidasa de Malus domestica, como de ciertos mutantes especificamente obtenidos a
partir de ella (Kampatsikas et al., 2017). De tal modo, es necesaria su escision, que se puede
realizar in vivo mediante escision proteolitica o in vitro mediante la aplicacion de tripsina

(Mayer, 2006) o detergentes como el dodecil sulfato sédico (Gandia-Herrero et al., 2005a),
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para conseguir la activacion de la enzima. Sin embargo, se han encontrado diferencias tanto
en la tirosinasa de Streptomyces castaneoglobisporus como la de Bacillus megaterium, ya que
en el caso de la primera existe una proteina “caddie” asociada que hace el mismo papel que
el dominio (Matoba et al., 2006, Kanteev et al., 2015), bloqueando la entrada al centro activo,
mientras que la segunda especie directamente no presenta forma inactiva (Sendovski et al.,
2011, Kanteev et al., 2015).

1.1.1. Tirosinasas bacterianas.

Aunque tirosinasa es principalmente conocida por su implicacién en la pigmentacion
de la piel en humanos y las reacciones de pardeamiento en vegetales, como ya hemos visto,
esta enzima también se encuentra presente en bacterias. La melanina generada por tirosinasa
(y otras enzimas como lacasa) juega en los microorganismos un papel de defensa ante las
radiaciones (Ruan et al., 2004). Sin embargo, hay aspectos por resolver acerca de su funcién
en estos seres, que en todo caso siempre parece relacionada con la defensa, como por
ejemplo, la uniéon de metales pesados téxicos para el microorganismo (Nosanchuk et al., 2003)

o la detoxificacion de compuestos fendlicos (Fairhead et al., 2012).

La primera vez que se describié la presencia de esta enzima en bacterias fue en el
género Streptomyces (Lerch et al., 1972), un género capaz de sintetizar ligninas, melaninas o
sustancias humicas, ademas de antibidticos y otros metabolitos secundarios. Ademas, las
primeras tirosinasas bacterianas purificadas fueron las de S. nigrifaciens y S. glaucescens
(Claus et al., 2006).

El interés biotecnoldgico por las tirosinasas de origen bacteriano se debe a su rapidez
de cultivo, la excrecion de la enzima al medio extracelular, la mayor presencia de formas
monomeéricas (aunque también se encontrar formas diméricas como la tirosinasa de
Thermomicrobium roseum (Kong et al., 2010)) y la ausencia de modificaciones
postraduccionales. De este modo, estas enzimas se pueden aislar con la pureza y
concentracion adecuadas, de una manera mas sencilla que en células eucaridticas, y fruto de
ello se han caracterizado, en algunos casos a través de su cristalizacion, las tirosinasas de
Bacillus megaterium, Bacillus thuringiensis, Bacillus subtilis, Pseudomonas melanogenum,
Ralstonia  solanacearum, Thermomicrobium roseus, Marinomonas mediterranea,
Streptomyces cyaneofuscatus, Streptomyces antibioticus y Streptomyces griseus (Sanchez-
Amat et al., 2001, Liu et al., 2004, Lopez-Serrano et al., 2004, Ruan et al., 2004, Hernandez-
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Romero et al., 2005, Claus et al., 2006, Loépez-Serrano et al., 2007, EI-Shora et al., 2008,
Zhang et al., 2008, Shuster et al., 2009, Goldfeder et al., 2010, Sanchez-Amat et al., 2010,
Hosseini-Abari et al., 2016, Mohamed et al., 2017).

1.1.1.1. Estructura de las tirosinasas bacterianas.

Entre las tirosinasas bacterianas mejor estudiadas, como ya se ha mencionado
anteriormente, se encuentran las de los géneros Streptomyces 'y Bacillus. De hecho, el primer
cristal de tirosinasa bacteriana fue el procedente de la enzima de Streptomyces
castaneoglobisporus, observando con una resoluciéon de 1.2-1.8 A, que se encontraba unida
a la proteina “caddie” ORF278, también llamada por el grupo de investigacién como
metalochaperona, que es la encargada de transportar iones cobre al centro activo de la
enzima, formando un complejo con forma elipsoidal y unas dimensiones de 40 x 55 x 60 A
(Matoba et al., 2006, Matoba et al., 2011). Este complejo lo podemos ver en la Figura 3 junto
con los atomos de cobre de union a tirosinasa (CuA y CuB) y los atomos de cobre de union a
la proteina “caddie” (CuA, CuB y CuC) (Matoba et al., 2017).
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Figura 3. Estructura de un complejo tirosinasa-proteina “caddie”. A. Vision general del
complejo, mostrando la tirosinasa en naranja y la proteina “caddie” en cian, asi como los
atomos de cobre CuA, CuB, CuC, CuD y CuE en esferas verdes. B. Modelo estructural de la
zona del centro activo de la forma metatirosinasa unida con el cobre (ll). Los atomos de
carbono de la tirosinasa y la proteina “caddie” estan representados en naranja y cian,
respectivamente. Los iones de cobre estan representadas en verde y las moléculas de agua

como esferas rojas (Matoba et al., 2017).

Gracias a estos y otros estudios relacionados, se ha podido establecer que en todas
las cuproproteinas de tipo-3, como en el caso de tirosinasa, poseen una estructura secundaria
en hélice a, en donde la agrupacion binuclear de cobre se situa en el centro, al fondo de un
concavidad formada por residuos hidrofébicos, aunque también hay pequefas estructuras 3

que, sin embargo, solo forman laminas B propiamente dichas en los extremos N- y C-
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terminales (Li et al., 2009, Virador et al., 2010a, 2010b).

En el caso de la tirosinasa de Streptomyces castaneoglobisporus, cada cobre estaria
coordinado por tres residuos de histidina, situados principalmente en el haz de cuatro hélices
a (az, a3, As, a7), formando una estructura con cierta flexibilidad durante los diferentes procesos
enzimaticos. Mientras el ion CuA se encontraria coordinado por His 38, His 63 e His 54, que
se encuentran en las hélices a», as y el bucle que las une, respectivamente, el segundo ion,
CuB, estaria coordinado por His 190, His 194 (ambas sobre as) e His 216 (a7) (Matoba et al.,
2006). Sin embargo, la posicion de las histidinas implicadas en la unién al cobre y la catélisis
ha sido discutida. Otros investigadores proponen que la His54, que se encontraba en el bucle
de union entre las hélices az y as, no se une al CuA, sino que lo hace el residuo His63, y que
las histidinas axiales unidas al cobre se encuentran en posicién cis, en lugar de la posicion

trans anteriormente propuesta (Decker et al., 2006).

En todo caso, la conservacion de los residuos de histidina en el centro activo se ha
confirmado en diferentes estudios, como el realizado recientemente con la tirosinasa de
Aspergillus niger, gracias al analisis filogenético de los resultados obtenidos mediante

clonacioén y secuenciacion de la enzima (Agarwal et al., 2017).

En ese mismo estudio se ha comprobado que la suplementacién de cobre en el medio
produce una activacion de la enzima, lo que demuestra la importancia del ion en su
funcionamiento (Agarwal et al., 2017). Resultados similares en cuanto a la suplementacion de
iones cobres en forma libre se obtuvieron con la tirosinasa de Streptomyces (Matoba et al.,
2017). Este grupo de trabajo, que, como se ha mencionado anteriormente, ya habia obtenido
previamente los cristales de la enzima (Matoba et al., 2006, Matoba et al., 2011), ha
descubierto que cuando se suplementan iones cobre libres al medio, uno de los residuos de
tirosina de la proteina “caddie” es convertido por la enzima a quinona, siendo esta proteina
liberada en forma de agregados, que activan a su vez a la enzima (Figura 4) (Matoba et al.,
2017).
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Figura 4. Evolucion del complejo tirosinasa libre de cobre/proteina “caddie”. Cuando se
suplementa cobre libre, la proteina “caddie” que transportaba cobre al centro activo de la
enzima sufre una transformacion de un residuo de tirosina que pasa a quinona, y es liberada

al medio formando agregados (Matoba et al., 2017).

La proteina “caddie”, que impide la entrada de sustrato al centro activo de tirosinasa,
esta compuesta por una lamina 8 de 6 cadenas retorcida en su cadena 4 que, a su vez, rodea

la Unica hélice a presente en la estructura (Matoba et al., 2006).

En cuanto al género Bacillus, |a tirosinasa de Bacillus megaterium, que como se habia
comprobado anteriormente, no necesita de ninguna proteina adicional para su actividad
(Shuster et al., 2009), fue cristalizada (Figura 5) con una resolucion de 2.0-2.3 A y activa
cataliticamente (Sendovski et al., 2010, Sendovski et al., 2011). Esta enzima estaba
compuesta por dos mondmeros idénticos que forman una estructura homodimérica en forma
elipsoidal y dimensiones de 45 A x 25 A x 80 A (Figura 6). Sin embargo, se demostré que se
pueden encontrar las dos formas, monomérica y dimérica en disolucion, aumentando la

proporcion de la segunda conforme aumenta la concentracién general de enzima.
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Figura 5. Cristales de la tirosinasa de Bacillus megaterium (a) antes de ser agitados con L-
tirosina (b) coloracion marron después de 48 horas. La enzima mantenia la actividad
hidroxilasa (Sendovski et al., 2011).

Subunit 2 Subunit 1

Figura 6. Representacion de la estructura molecular de tirosinasa de Bacillus megaterium.
Las hélices a del sitio activo (a2, as, a7 y ag) aparecen en azul oscuro, azul claro, amarillo y
naranja, respectivamente. Por su parte, los residuos que participan en la interaccién entre las
subunidades (Trp41-Tyr267 y Arg37-Asn270) se representan en color negro, mientras que los
iones cobre se muestran en color marrén (Sendovski et al., 2011).
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La estructura obtenida fue muy similar a la de Streptomyces castaneoglobisporus, con
4 hélices a y los dos cobres unidos a 3 residuos de histidina cada uno, aunque en este caso
las hélices implicadas fueron a», as, a7 y as. En cuanto a la disposicion de los residuos también
es muy similar, con el CuA unido a los residuos His41 (a2), la His69 (as) y la His60 (en el lazo
que une estas dos hélices a), y el CuB coordinado por las histidinas His204 (a7), His208 (a7)
y la His231 (ag), mostrando en este caso también plasticidad en estas uniones del centro
activo. Sin embargo, la unién del CuA a las histidinas seria de un caracter mas fuerte, lo cual
se ha apoyado en estudios posteriores, en los que se propuso que su transferencia a His60
estaba facilitada por los Met61 y Met184, mientras que el CuB, a pesar de ser ayudado por
los residuos Asn205 y Phe197 en su union a His204, mantendria una unidon mas débil (Kanteev
et al., 2013, Kanteev et al., 2015).

Los estudios con la tirosinasa de Bacillus megaterium se han continuado gracias a su
cristalizacion unida a los sustratos fisiolégicos monofendlicos y difendlicos (L-tirosina y L-
dopa, respectivamente) con una resolucion de 2.2 A, gracias a la aplicacion de un bafio previo
con ZnClz, ya que se demostré que el reemplazo de iones Cu?" por iones Zn?* no altera la
estructura de la enzima, pero inhibe la catalisis (Han et al., 2007, Sendovski et al., 2011), lo
que permite que los sustratos se mantengan en el centro activo para su estudio (Goldfeder et
al., 2014). Gracias a ello, se ha propuesto que a diferencia de lo sugerido en trabajos previos
acerca de una posible union de los monofenoles al CuA y de los difenoles al CuB (Olivares et
al., 2002, Ramsden et al., 2014), los dos iones cobre participan en la catalisis de ambos tipos

de sustratos (Figura 7) (Kanteev et al., 2015).
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Figura 7. Representacion de las uniones superpuestas de L-tirosina (cian) y L-dopa (naranja)
en el centro activo de tirosinasa de Bacillus megaterium, mostrando ambos sustratos una
orientacion similar. La cadena lateral del carboxilo forma puentes de hidrogeno con el residuo
Arg209. Los atomos de zinc, que sustituyen los de cobre, estan representados como esferas

grises (Kanteev et al., 2015).

En este estudio, ademas, se propuso que algunos de los residuos con mayor
importancia en la catalisis eran la Val218, ya que al encontrarse como bloqueante del centro
activo, se desplaza 1.4 A cuando entra el sustrato, asi como el Glu195 y el Asn205, que
activan una molécula de agua, orientdndola para conseguir la desprotonacion de los
monofenoles (Goldfeder et al., 2014), lo cual fue avalado en un estudio posterior (Solem et al.,
2016).

Por otra parte, la tirosinasa del patégeno Pseudomonas aeruginosa fue estudiada,
debido a su participacion en la sintesis del sideroforo pioverdina, que posee un rol importante
en la infeccion bacteriana del hospedador. Para ello, cristalizaron la enzima tanto en su forma
apo como en forma de complejo con el ligando. Gracias a ello, se determind que esta
tirosinasa es un homodimero cuyas cadenas poseen un dominio C-terminal con el conjunto

de 4 hélices habitual entre las cuproproteinas tipo-3, y un extremo N-terminal con un conjunto
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de 8 barriles B que cumplen Unicamente una funcién estructural (Figura 8). Ademas, la
disposicién que presentan las histidinas que coordinan los atomos de cobre, con un motivo
His-X3-His-X,-His-CuA (His216, His220, e His271) y una gran distancia entre la segunda y
tercera histidina del motivo CuB (His375, His379, e His432), esta enzima parece pertenecer a
la subclase B de las cuproproteinas tipo-3 que, generalmente ha estado mas relacionada con
artropodos que con bacterias, las cuales suelen estar asociadas con la subclase a (sus
motivos son His-X,-His-Xs-His para el sitio de CuA y His-Xs-His-X,-His para CuB,
respectivamente). Sin embargo, muchos de los aminoacidos caracteristicos entre las
cuproproteinas tipo-3 de subclase 3 no estan presentes en la enzima de Pseudomonas

aeruginosa, indicando que quizds nos encontremos ante una nueva subclase de

cuproproteinas tipo-3 (Poppe et al., 2018).

501
al8
Y531 &8

534 |530

Figura 8. A. Estructura general del dimero de la tirosinasa de Pseudomonas aeruginosa en
su forma apo. El dominio en barril B del extremo N-terminal se muestra en amarillo, mientras
que el dominio C-terminal se encuentra en azul. El conjunto de 4 hélices a tipicas de las
cuproproteinas tipo-3 se muestran en azul claro, y la seccion del extremo C-terminal que se
desplaza cuando la L-tirosina se une a la enzima se muestra en rojo. Las esferas naranjas
muestran la posicidon esperada para los iones cobre de acuerdo con lo observado en los
complejos con iones Zn. B. Diagrama topolégico del monémero realizado con TopDraw (Bond,
2003). La hélice a19 contiene el residuo Tyr531, que se coloca en el lugar de unién al sustrato,

bloqueandolo (Poppe et al., 2018).
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1.1.2. Tirosinasa de hongos y plantas.

El principal interés de la tirosinasa de hongos y plantas reside en las reacciones de
coloracién o pardeamiento que genera (marrones, rojizas o negras) a partir de una gran
variedad de sustratos como flavonas, flavonoides, catequinas (epicatequina, galocatequinas,
catequina, etc.), derivados del acido benzoico (acidos protocatéquico, vanilico, siringico, etc.),
derivados del acido cinamico (acido cafeico, acido p-cumarico, acido clorogénico, etc.),
antocianidinas, etc. (Vamos-Vigyazo, 1981) que, junto a otras reacciones no enzimaticas
(Veltman et al., 1999) entre aminas, péptidos o proteinas con azucares reductores (reacciones
de Maillard), provocan unas pérdidas en las propiedades visuales y organolépticas de muchos
alimentos, que la industria alimentaria busca combatir (Vamos-Vigyazé, 1981, McEvily et al.,
1992, Queiroz et al., 2011). Sin embargo, en estos organismos, la enzima es dificil de purificar
y compleja, participando en numerosos procesos, por lo que su funcién esta aun por clarificar
(Sommer et al., 1994, Joy et al., 1995, Onsa et al., 2000, Nagai et al., 2001, Mayer, 2006).

Algunos de estos procesos son:

Biosintesis mas alla de las melaninas, como su implicacién en la sintesis de betalainas
(Steiner et al., 1999, Gandia-Herrero et al., 2005a, Sullivan, 2015), una ruta (Esquema 1) que
comienza con la hidroxilacion de L-tirosina mediante la actividad monofenolasa de tirosinasa
que, ademas se encuentra implicada en otras reacciones de esta ruta (Gandia-Herrero et al.,
2013).

¢ Resistencia de las plantas al estrés oxidativo (Mayer, 1986).

e Mecanismos de defensa frente a patdégenos y herbivoros en vegetales. Se
observé en el tomate una correlacion positiva entre la expresiéon de tirosinasa
y la resistencia a la infeccion por microorganismos como Pseudomonas
syringae (Li et al., 2002, Thipyapong et al., 2004), y se comprobé que plantas
transgénicas cuyos genes encargados de la tirosinasa estaban
sobreexpresados resistian mejor a la presencia de larvas de oruga mediante
un mecanismo complejo, que implica también la activacion de la enzima desde
un estado latente, aun por aclarar (Wang et al., 2004, Wang et al., 2017). Esta
relacion entre la expresion de tirosinasa y la capacidad de defensa en vegetales

se explica en el Esquema 2 (Mayer, 2006).

e Resistencia de hongos frente a infecciones y estrés. Aunque se encuentra
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menos estudiada que en vegetales, se han demostrado algunos casos como el
de Agaricus bisporus, que al ser infectado por Pseudomonas tolaasii induce la
expresion de tirosinasa (Soler-Rivas et al., 2000) (Esquema 1). También se ha
comprobado que diversas especies de hongos aumentan la produccion de la
enzima frente a situaciones de estrés ambiental o cuando se encuentra en

presencia de otros hongos antagonistas (Score et al., 1997).
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Esquema 1. Esquema general de la ruta de biosintesis de betalainas. AA: acido ascérbico;
cyt P450: citocromo P450; DAA: acido dehidroascorbico (Gandia-Herrero et al., 2013).
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Familia de genes de tirosinasa
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Esquema 2. Relacion entre los eventos que inducen la expresién de tirosinasa, y la respuesta

de la enzima. (Mayer, 2006).
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El conocimiento que hoy dia tenemos de la tirosinasa se debe en gran medida al
estudio de esta enzima en el champifidn Agaricus bisporus, que se utiliza como modelo
experimental. Para conseguir una caracterizacion apropiada de esta enzima, su purificacion
es clave, de modo que se han publicado recientemente varios métodos para conseguirla, tanto
de la enzima completa (Zaidi et al., 2014), como de subunidades con alta actividad (Lopez-
Tejedor et al., 2018) y de formas latentes como la isoenzima PPO4 (Mauracher et al., 2014).
También han supuesto importantes avances los estudios moleculares, como los trabajos
sobre clonacion, expresion y caracterizacion de dos cADNSs de tirosinasa (Wichers et al., 2003,
Wu et al., 2010), o la publicacion de su estructura cristalizada (Ismaya et al., 2011a, Ismaya
et al., 2011b, Mauracher et al., 2014).

Pero el estudio de la enzima no se cifie Unicamente a esta especie. La tirosinasa de
otro hongo, Neurospora crassa, también ha sido analizada desde diferentes puntos de vista
como son el cinético, el estructural y el molecular (Lerch, 1981, Robb, 1984, Gerritsen et al.,
1994, Sanchez-Ferrer et al., 1995, van Gelder et al., 1997, Espin et al., 1997e, Wichers et al.,
2003, Fan et al.,, 2004), asi como numerosas tirosinasas de vegetales, entre ellas las
procedentes de: manzana (Nicolas et al., 1994, Espin et al., 1995a), pera (Espin et al., 1996),
aguacate (Weemaes et al., 1998, Gomez-Lopez, 2002), menta (Kavrayan et al., 2001), tabaco
(Shi et al., 2002), latex (Wititsuwannakul et al., 2002), café, alamo (Wang et al., 2003), caqui
(Nufez-Delicado et al., 2003, Navarro et al., 2014), patata (Marri et al., 2003, Cheng et al.,
2015, Niphadkar et al., 2015), mora (Arslan et al., 2004), remolacha (Gandia-Herrero et al.,
2004), melocotén (Cabanes et al., 2007), arbol de yaca (Tao et al., 2013), mandarina (Cheng
et al., 2014), mango (Palma-Orozco et al., 2014, Ziotek et al., 2015), y lechuga (Ztotek et al.,
2015).

Ademas, de su ubicuidad en diferentes especies, esta enzima de caracter intracelular
se puede encontrar en diferentes organulos como el cloroplasto, mitocondria, microsoma,
peroxisoma y citoplasma (Mayer et al., 1979, Zawistowski et al., 1991, Mayer, 2006), y en
diferentes concentraciones dependiendo de especie, variedad y su madurez (Vamos-Vigyazo,
1981).

La complejidad de la enzima se debe en parte a su accion cinética, pero también a su
variedad de formas, pudiendo encontrarse en formas tetraméricas (Strothkamp et al., 1976,
Mayer, 2006, Schurink et al., 2007, Flurkey et al., 2008) y monomeéricas (Wichers et al., 1996).
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1.1.2.1. Estructura de las tirosinasas de hongos y plantas.

Como se ha comentado con anterioridad, catecol oxidasa, hemocianina y tirosinasa
pertenecen al grupo de cuproproteinas tipo 3, poseyendo gran numero de homologias en sus
centros activos. Por ello, el conocimiento de las estructuras de la catecol oxidasa y la

hemocianina nos ayuda a comprender mejor la de tirosinasa.

Las catecol oxidasas aparecen habitualmente en plantas y, a pesar de las similitudes
con tirosinasa, como se ha comentado anteriormente, muestran unicamente la actividad
difenolasa, oxidando o-difenoles a o-quinonas (Gasparetti et al., 2010, Kanteev et al., 2015,
Prexler et al., 2019). Esta especial abundancia de las catecol oxidasas en plantas llevo a
pensar, hasta hace unos afios que, esta clase de enzimas no se encontraba en otros reinos,
y que todas las polifenoloxidasas de plantas eran catecol oxidasas, mientras que la tirosinasa
solo se encontraba en los reinos Animal, Fungi y Bacteria, (Prexler et al., 2019). Sin embargo,
recientes descubrimientos han desmontado esta creencia, demostrando, por ejemplo, la
presencia de una catecol oxidasa en el hongo Aspergillus oryzae (Gasparetti et al., 2010) y

de una tirosinasa en el nogal (Juglans regia) (Zekiri et al., 2014).

Como ya se ha mencionado anteriormente, este grupo de enzimas tiene en comun la
presencia de un sitio activo conservado que posee un haz de cuatro hélices con seis residuos
de histidina que coordinan los iones de cobre CuA y CuB. En la Figura 9 (Klabunde et al.,
1998) se muestra la comparacion entre la catecol oxidasa de la patata dulce y la hemocianina
de Limulus polyphemus, pudiendo observar que los residuos de union a CuB estan
completamente conservados, mientras que el sitio de unién a CuA muestra dos sustituciones.
En la hemocianina de Limulus polyphemus se encuentra el motivo HXXXH, sin embargo, en
la catecol oxidasa aparece el motivo HXXXC®%. Ademas, en la catecol oxidasa, la cadena
lateral de la Cys92 no esta coordinada con el CuA, sino que lo hace el His109. Por su parte,
en la hemocianina, el Phe49 se localiza en la a-hélice del dominio N-terminal, bloqueando el

acceso del sustrato al centro binuclear.
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Figura 9. Estructura del centro binuclear de cobre de la catecol oxidasa de patata dulce unido
a feniltiourea (PTU) superpuesta a la forma oxigenada de la hemocianina de Limulus
polyphemus. Los atomos de las cadenas laterales de la catecol oxidasa poseen colores
diferentes, mientras que los residuos de histidina de unién al cobre de la hemocianina de

Limulus polyphemus se muestran en verde (Klabunde et al., 1998).

Por otra parte, otros estudios han puesto de manifiesto la existencia de otra fenilalanina
bloqueante, en este caso la Phe261, que podria dificultar la actividad monofenolasa en
Ipomoea batatas (Kaintz et al., 2014), mientras que, tal y como habiamos mencionado
previamente, un glutamato y una asparragina se unen y activan una molécula de agua,
permitiendo la desprotonacién de los monofenoles, de modo que parece que es la ausencia
de esta asparragina la causa de la falta de actividad monofenolasa en catecol oxidasas
(Goldfeder et al., 2014, Kanteev et al., 2015). Sin embargo, el motivo que provoca la ausencia
de actividad monofenolasa en las catecol oxidasas no esta totalmente claro, ya que el estudio
estructural de un gran numero de cristales de este tipo de enzima (Klabunde et al., 1998,
Virador et al., 2010a, Molitor et al., 2015, 2016) y de diferentes tirosinasas (Matoba et al.,
2006, Sendovski et al., 2011, Ismaya et al., 2011a, Ismaya et al., 2011b, Mauracher et al.,
2014, Zekiri et al., 2014) muestra grandes similitudes entre ambos tipos de enzimas. Por este

motivo, diferentes investigadores se han centrado en el estudio de mutantes que pudieran
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revelar la importancia de diferentes residuos del centro activo de las polifenoloxidasas. Uno
de estos estudios fue el llevado a cabo con la polifenoloxidasa de Malus domestica MdPPO1,
clasificada como tirosinasa, debido a su actividad monofenolasa frente tiramina y tirosina
(Kampatsikas et al., 2017). Algunos de los mutantes generados fueron aquellos nombrados
como MdPPO1-Ala239Thr y MdPPO1- Phe259Ala, indicando en el nombre primero el residuo
mutado y luego el residuo obtenido, de manera que el primero se obtuvo por la mutacion del
residuo controlador de actividad Ala239, y el segundo mediante la mutacion del residuo
controlador de la entrada al sitio activo Phe259 (Figura 10B). Tras ser cristalizados y activados
mediante SDS, se estudio la actividad in crystallo mediante la observacion del pardeamiento
de los cristales. En el primer caso, apenas se observo afectacion en la actividad difenolasa
(Figura 11), pero si en la actividad monofenolasa, que aun asi seguia presente (Figura 12).
Por su parte, el mutante MdPPO1-Phe259Ala no mostré actividad difenolasa ni monofenolasa
(Figura 11 y Figura 12), demostrando la importancia del residuo Phe259 en las
polifenoloxidasas de plantas que, sin embargo, no se encuentra presenta en otros reinos,

como el Moneras o el Fungi (Kampatsikas et al., 2017).

Como vimos en el apartado anterior, es frecuente que las polifenoloxidasas de hongos
y plantas, se encuentren en estado latente (poseen 3 dominios, de los cuales, solo uno posee
actividad catalitica), para activarse frente a ciertos estimulos (Esquema 2). Estos estimulos
pueden desencadenar la accion de proteasas, como se ha demostrado in vivo (Rathjen et al.,
1992) e in vitro (Laveda et al., 2001), aunque esta activacién también se puede conseguir
mediante varios métodos: mediante poliaminas (Jiménez et al., 1992); procesos de escision
proteolitica que separa el dominio C-terminal (Flurkey et al., 2008) (Figura 10A); el uso de
proteasas (Gandia-Herrero et al., 2005b, Kampatsikas et al., 2017, Pretzler et al., 2017);
detergentes como el dodecil sulfato (SDS) (Laveda et al., 2000, Gandia-Herrero et al., 2005c),
un pH acido (Kampatsikas et al., 2017), etc.
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Figura 10. A. Representacién esquematica de la estructura primaria del recombinante latente
MdPPO1 (Polifenoloxidasa de Malus domestica), estando el dominio activo en rojo, las
regiones conservadas de los motivos coordinadores del cobre en morado y el dominio C-
terminal en azul. B. Representacion estructural del centro activo de la variedad silvestre de la
MdPPO1 (Kampatsikas et al., 2017).
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Figura 11. Fotografias de la actividad in crystallo de la variedad silvestre MdPPO1 y de los
mutantes MdPPO1-Ala239Thr y MdPPO1- Phe259Ala sobre dopamina para medir la actividad
difenolasa (Kampatsikas et al., 2017).
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Figura 12. Fotografias de la actividad in crystallo de la variedad silvestre MdPPO1 y de los
mutantes MdPPO1-Ala239Thr y MdPPO1- Phe259Ala sobre tiramina para medir la actividad

monofenolasa (Kampatsikas et al., 2017).

En el mismo sentido acerca de la activacion proteolitica de las polifenoloxidasas
apuntan los estudios realizados sobre la tirosinasa del champiiidn Agaricus bisporus. Aunque
habitualmente se identifica a esta enzima como una proteina tetramérica de 120 kDa (2
cadenas H de 43 kDa cada una y 2 cadenas L de 14 kDa) (Figura 13), también se ha aislado
de los esporocarpos del champifion otra tirosinasa de 43 kDa, llevando a los investigadores a
sugerir que la tirosinasa realmente se corresponde con la cadena H (Wichers et al., 1996,

Ismaya et al., 2011b, Lai et al., 2016a). Por tanto, surge la duda de la funcién de las cadenas
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L, llegando a plantearse un paralelismo con la proteina “caddie” de la tirosinasa de S.
castaneoglobisporus, sin embargo, una comparacion a fondo de ambas demuestra que no
existen tales similitudes estructurales o funcionales. De hecho, la ausencia de las cadenas L
no afecta significativamente a la actividad de la enzima, quedando por tanto en el aire la duda

acerca de su funcion, aunque posiblemente tenga que ver con la estabilizaciéon de la enzima

in vivo (Lai et al., 2016a).

Figura 13. Diagrama de la tirosinasa de A. bisporus, con colores que van desde el azul del
extremo N-terminal al rojo del extremo C-terminal. El diagrama de la derecha muestra la

enzima rotada 90° en el eje vertical.

1.1.3. Tirosinasa de artropodos.

La tirosinasa de insectos y otros artrépodos se encuentra implicada, al igual que en
mamiferos, en la formaciéon de melaninas, siendo importantes en este caso para camuflarse

en el ambiente, durante la esclerotizacion de la cuticula, el funcionamiento del sistema inmune
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y la curacion de heridas (Sugumaran, 2002, Abebe et al., 2010). Sin embargo, existen
diferencias tanto en la composiciéon quimica final de las melaninas de ambos grupos
(polimeros de 5,6-dihidroxiindol en insectos y mezclas de 5,6-dihidroxiindol y de acido 5,6-
dihidroxiindol-2-caboxilico en mamiferos) como en la propia ruta biosintética, ya que mientras
en mamiferos existe una dopacromo tautomerasa, los insectos poseen una dopacromo
isomerasa descarboxilante (Sugumaran, 2002, 2010). Ademas, la tirosinasa de insectos utiliza
fundamentalmente dopamina y N-acetildopamina (Sugumaran, 2002). Por su parte, el estudio
filogenético del origen de ambas tirosinasas demuestra que la de mamiferos proviene de la
hemocianina de molusco y que la de artrépodos proviene de hemocianina de artrépodos

(Fujimoto et al., 1995), siendo ademas la de artropodos de mayor tamafio.

En cuanto a los procesos de esclerotizacion de la cuticula, se conoce desde hace
bastante tiempo que son originados gracias a una ruta desencadenada por las o-quinonas
que produce tirosinasa (Pryor, 1940), en un proceso que viene detallado en el Esquema 3

(Sugumaran et al., 2016).
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Esquema 3. Mecanismo unificado para la esclerotizacion de la cuticula de insectos a partir de
precursores como N-acetildopamina (R = CHs) y N-alanildopamina (R = CH2CH:NHz). A:
fenoloxidasas cuticulares; B: quinona isomerasa; C: metino quinona isomerasa; D: reacciones

no enzimaticas.

1.1.3.1. Estructura de las tirosinasas de artropodos.

Al igual que en hongos y vegetales, la tirosinasa de invertebrados también se
encuentra de forma latente o proenzima, para evitar reacciones indeseadas, ya que al circular
en la hemolinfa puede estar en contacto con sus sustratos. La enzima es activada por
mecanismos proteoliticos (Séderhall et al., 1990), como se ha demostrado en Manduca sexta
(Hall et al., 1995) y Bombyx mori (Asano et al., 2001), cuyas proenzimas ademas, han sido
cristalizadas (Asano et al., 2001, Li et al., 2009). La activacion puede ser desencadenada

como respuesta a la presencia de patdégenos, como demuestran los casos del camardn
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Penaeus monodon al ser infectado por Vibrio furnissii (Subramanian et al., 2014) y de
Manduca sexta, que ha demostrado activar su profenoloxidasa mediante un mecanismo
dependiente de calcio, como respuesta a varios elementos de la pared bacteriana in vitro

como el acido diaminopimélico o el péptidoglucano (Esquema 4) (Wang et al., 2017).

antimicrobial
Spatzle = peptide
DAP/Lys-PG synthesis
ProHP 14 sy HP 14 PAP1
MBP + PGRP1 _\
HP21 \ PO =% melanization

PAP2/3

Esquema 4. Cascada de reacciones propuestas como respuesta a la presencia de elementos
de la pared bacteriana en Manduca sexta. HPs (diferentes proteasas de hemolinfa), proHP
(precursor de la HP), DAP (acido diaminopimélico), PG (peptidoglucano), PGRP (proteina de
reconocimiento del peptidoglucano), MBP (proteina de uniébn a microbios), PO
(polifenoloxidasaltirosinasa), PAPs (proteasas de activacion de la polifenoloxidasa), Spatzle

(molécula de reconocimiento de microorganismos presente en insectos) (Wang et al., 2017).

Al estudiar la estructura de la tirosinasa de artropodos, se ha podido comprobar su
origen comun con otras proteinas como la hemocianina de este mismo grupo animal, la
hexamerina de insectos y el receptor de arilforinas de dipteros. Esta comprobacion se ha
realizado mediante multiples alineaciones de secuencias de aminoacidos que fueron
analizadas con el software PHYLIP 3.5¢c y un método de maxima parsimonia, que ha permitido
la construccion de arboles filogenéticos, como el mostrado en la Figura 14 (Burmester et al.,
1996).
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Figura 14. Arbol filogenético de hemocianinas, profenoloxidasas de artrépodos y hexamerinas
de insectos, realizado mediante un método de parsimonia, y comenzando la raiz en las
profenoloxidasas de Pacifastacus y Manduca. LdDP1: proteina 1 de diapausa de Leptinotarsa
decemlineata; CyAryl: receptor de arilforina de Calliphora vicina; TnBJHSPb: proteina b de la
hormona basica juvenil suprimible de Trichoplusia ni; BmSP1: proteina 1 determinante del

sexo en Bombyx mori; TnBJHSPb: proteina basica “a” supresora de la hormona juvenil de
Trichoplusia ni; MsMRSP: proteina de almacenamiento rica en metionina de Manduca sexta;
GmAryl: arilforina de Galleria mellonella; BmSP2: proteina 2 determinante del sexo en Bombyx

mori; MsArylb: arilforina B de Manduca sexta; MsAryla: arilforina a de Manduca sexta;
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TnAJHSP1: proteina acida supresora de la hormona juvenil de Trichoplusia ni; GMLHP82:
hexamerina LHP82 de Galleria mellonella; Pena: hemocianina de Penaeus vannamei; PanuC:
hemocianina C de Penaeus interruptus; PanuB: hemocianina B de Penaeus interruptus;
PanuA: hemocianina A de Penaeus interruptus; EuryD: hemocianina D de Eurypelma
californicum; TachyA: hemocianina a de Tachypleus tridentatus; EuryE: hemocianina E de
Eurypelma californicum; Limu2: hemocianina Il de Limulus polyphemus; EuryA: hemocianina
A de Eurypelma californicum; MsPPO: profenoloxidasa de Manduca sexta; PIPPO:

profenoloxidasa de Pacifastacus leniusculus (Burmester et al., 1996).

1.1.4. Tirosinasa de mamiferos.

La importancia de la tirosinasa en mamiferos reside principalmente en su importancia
a lo largo del proceso de melanogénesis. Sin embargo, mientras en vegetales y organismos
inferiores, esta enzima es la Unica que controla este proceso, en animales, y debido a la
duplicacion del gen que controla su sintesis, existen otras dos proteinas que intervienen en el
proceso, las TYRPs (Tyrosinase-Related Protein), cuya estructura es muy similar a tirosinasa
(Jackson, 1994, Olivares et al., 2009), aunque sus actividades cataliticas difieren (Hearing et
al., 1991, del Marmol et al., 1996).

La funcioén de estas enzimas no esta aun del todo determinada, siendo la mas conocida
la de la propia tirosinasa, aunque la imposibilidad de conseguir cristales de la misma ha

impedido profundizar en sus mecanismos cataliticos (Lai et al., 2016b, Lai et al., 2018).

La TYRP-1 en ratones parece funcionar como dopacromo tautomerasa, reagrupando
de manera no descarboxilativa un compuesto inestable como el dopacromo y convirtiéndolo
en acido 5,6-dihidroxiindol-2-carboxilico (DHICA), y como oxidasa de DHICA. Mientras, en
humanos solo parece mostrar actividad hidroxilasa, sin actuar sobre DHICA (Boissy et al.,
1998, Lai et al., 2018), asi como también parece jugar un papel como estabilizador y
modulador de la tirosinasa en el mantenimiento de los melanosomas (Sarangarajan et al.,
2001). Por su parte, la TYRP-2 es ampliamente conocida por su funcién como dopacromo
tautomerasa (Aroca et al., 1990, Olivares et al., 2009, Lai et al., 2018). Finalmente, también
cabe remarcar que, el cofactor que utiliza cada una de las enzimas (cobre en el caso de

tirosinasa y zinc en TYRP-1 y TYRP-2) juega un papel fundamental en su funcionamiento
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(Olivares et al., 2009, Lai et al., 2018).

1.1.4.1. Estructura de las tirosinasas de mamiferos.

Como ya se ha mencionado anteriormente, no existen cristales de tirosinasa humana
(Lai et al., 2016b), aunque si de la TYRP-1, a partir de las cuales se han generado modelo de
las otras enzimas (Lai et al., 2018). Ademas, en los ultimos afios se generd una tirosinasa
humana recombinante en Escherichia coli (Chen et al., 2012), que ha sido utilizada para

profundizar en el conocimiento de la actividad catalitica de la enzima.

En cuanto a la estructura de la tirosinasa humana y las TYRPs, en todos los casos se
pueden observar cuatro regiones: un péptido sefal en el extremo N-terminal, un dominio
intramelanosomal, una a-hélice transmembranal y un dominio C-terminal citoplasmatico
(Figura 15).

Entre las particularidades de estas enzimas, podemos encontrar un dominio rico en
cisteina, que solo se encuentra presente en tirosinasas y TYRPs de mamiferos, y que se
encuentra lejos de sitio activo, lo que parece sugerir que no participa en la actividad catalitica.
En este sentido, no esta clara su funcion, existiendo varias hipétesis al respecto, como su
posible participacion en la incorporacion de los iones metalicos al sitio activo, al igual que
hacen las cisteinas de otras tirosinasas (Bijelic et al., 2015), o como su posible intervencién
en la formacién de complejos de la tirosinas con las TYRPs. Sin embargo, ninguna de estas
hipotesis ha sido confirmada por el momento (Lai et al., 2018). Respecto a la incorporacion de
los cobres al centro activo de tirosinasa, parece que estos serian recibidos de chaperonas y

otros transportadores (Wang et al., 2006)
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Figura 15. Estructuras de las enzimas involucradas en la ruta de biosintesis de las melaninas.
A. Organizacion por dominios de tirosinasa, TYRP-1 y TYRP-2. SP: péptido sefial; TM:
dominio transmembranal; CD: dominio citosolico. Los iones de cobre y cinc estan coloreados
en amarillo y naranja respectivamente. B. Estructura del dominio intramelanosomal de TYRP-
1 y los modelos homdlogos de tirosinasa y TYRP-2. El cobre y el cinc estan coloreados en

amarillo y naranja respectivamente (Lai et al., 2018).

En cuanto a la estructura de la tirosinasa en mamiferos, se encuentra glicosilada en
residuos de asparragina. Como cualquier proteina, es sintetizada en los polirribosomas, y ya
en el reticulo endoplasmatico y el aparato de Golgi sufre las modificaciones estructurales que
requiere, entre las que se encuentra la incorporacion de una molécula de acido sialico,

manosa, glucosamina, galactosa y fructosa (Ferrini et al., 1987), lo cual modifica el peso
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molecular y el punto isoleléctrico de la proteina inicial, de 55000 daltons y pl = 4.2 a los 70000
daltons y pl = 3.3 de la glicoproteina final (Burnett, 1971, Hearing et al., 1981, Laskin et al.,
1986). Una vez realizadas las modificaciones postraduccionales, la tirosinasa es transportada
a las membranas de los melanosomas por medio de vesiculas (Hearing et al., 1987),
participando alli en la sintesis de las melaninas, mediante la conversion de L- tirosina a L-
dopa y de este ultimo a o-dopaquinona (Hearing et al., 1976, Hearing et al., 1981) que, a su
vez, por medio de una serie de reacciones quimicas genera las diferentes melaninas. Sin
embargo, tirosinasa también podria estar involucrada en otras reacciones de la sintesis de

melaninas, aunque no esta aun confirmado.

Este papel central de la tirosinasa en la sintesis de melaninas en mamiferos se ve
reflejado en los efectos de simples mutaciones en el gen de tirosinasa, pudiendo producir
diferentes tipos de albinismo (Tomita et al., 1989, Oetting, 2000, Camand et al., 2001).

Teniendo en cuenta que no se dispone de un cristal de tirosinasa y los modelos se
basan en el cristal de TYRP-1, se ha sugerido que los sustratos monofendlicos se activan
mediante la interaccion con una molécula de agua que se encuentra entre los iones cobre y
con la serina S380, que no esta presente en otros seres vivos y que, al ser mutada en prolina
o alanina, provoca un descenso importante tanto de la actividad hidroxilasa como de la
oxidasa (Lai et al., 2018). Otros residuos como el glutamato E345 y la asparragina N364
también han sido investigados por su papel en la actividad hidroxilasa de la tirosinasa humana,
ya que al ser mutados, esta actividad se ve afectada, sin embargo, su funcion en este proceso

aun no esta clara (Lai et al., 2018).
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1.2. LA CATALISIS EN TIROSINASA

La enzima tirosinasa cataliza dos reacciones principales, necesitando en ambas
oxigeno molecular como cosustrato: (a) tirosinasa realiza una orto-hidroxilacion de los
monofenoles hasta o-difenoles en su actividad monofenolasa, y (b) la enzima oxida los o-
difenoles a sus respectiva o-quinonas, mediante su actividad difenolasa (Sanchez-Ferrer et
al., 1995).

La actividad difenolasa fue la primera en ser descubierta, por lo que fue catalogada en
un principio como catecol oxidasa (EC 1.14.18.1) (de Jesus Rivas et al., 1973, Vamos-
Vigyazo, 1981, Wesche-Ebeling et al., 1990a, 1990b). Posteriormente, nuestro grupo de
investigacion seria el primero en caracterizar la actividad monofenolasa, que muestra un
comportamiento mas complejo (Espin et al., 1995a, 1995b, Espin et al., 1996, Espin et al.,
1997a, Espin et al., 1997b, Espin et al., 1997c, Espin et al., 1997d, Espin et al., 1998c).

Una de las caracteristicas principales de esta enzima es su baja especificidad de
sustrato, pudiendo actuar sobre una gran cantidad de compuestos, principalmente fendlicos,
aunque no exclusivamente. Los estudios apuntan a las grandes dimensiones del centro activo
de tirosinasa como el principal motivo que posibilita la entrada de un gran numero de
moléculas de estructura quimica similar a los sustratos fisiolégicos, y su posterior catalisis
(Martinez-Ortiz et al., 1988, Zawistowski et al., 1991, Rodriguez-Lépez et al., 1991a,
Rodriguez-Lopez et al., 1993, Garcia-Molina et al., 2014a, Ortiz-Ruiz et al., 2015a, Ortiz-Ruiz
et al., 2015b, Ortiz-Ruiz et al., 2015c, Garcia-Jiménez et al., 2016a, Garcia-Jiménez et al.,
2016b).

A pesar de su baja especificidad de sustrato, tirosinasa si muestra una cierta
estereoespecificidad, ya que muestra una mayor afinidad (menor constante de Michaelis)
hacia los isémeros L que hacia los isdbmeros D, aunque la rapidez catalitica sea la misma
(Mufoz-Mufioz et al., 2009, Mufioz-Mufioz et al., 2010a). Este hecho, concuerda con los
valores de los desplazamientos quimicos en los carbonos 3 y 4, que son iguales para ambos

isémeros, por lo que el ataque nucleofilico sera equivalente (Espin et al., 1998a, 1998b).

1.2.1. Actividades cataliticas de tirosinasa.

Aunque las actividades difenolasa y monofenolasa sean las actividades mas
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importantes de tirosinasa, también posee otras que veremos a continuacion, como la actividad
ascorbato oxidasa, catalasa, y oxidasa de tetrahidropterinas, acido tetrahidrofélico, o-

aminofenoles, o-aminas aromaticas y NADH.

1.2.1.1. Actividad difenolasa.

Tal y como ya se ha comentado con anterioridad, esta actividad consiste en la
oxidacion de o-difenol a su correspondiente o-quinona. Durante cada ciclo catalitico, recambio
o “turnover” de la enzima, se oxidan dos moléculas de o-difenol con una de oxigeno. En cuanto
al mecanismo de reaccion, los estudios en el estado estacionario revelan que se trata de una
reaccion trisustrato, con dos sustratos y dos productos iguales, de tipo Uni-Uni-Bi-Uni-Ping
Pong (Galindo et al., 1983). En el Esquema 5 y el Esquema 6 podemos observar los

mecanismos cinético y catalitico de la enzima, respectivamente.

ks 2 ks ks . k7 .
by + D=—L,D Ey+0y ==——Ex +D=——E\D Eny
%, 3 ks kg

.'I'_.i

Esquema 5. Mecanismo cinético de la accién de tirosinasa en o-difenoles. En: metatirosinasa;
Eq4: desoxitirosinasa; Eox: oxitirosinasa; Ei: enzima inactiva; D: difenol; P: producto del o-difenol

(o-quinona) (Garcia-Jiménez et al., 2016b).
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Esquema 6. Mecanismo estructural de la accion de tirosinasa en o-difenoles (Mufioz-Mufioz

etal., 2012).
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Como podemos ver, el proceso descrito en el Esquema 6 comienza con la unién del o-
difenol a la metatirosinasa, posiblemente a través de la formacion de un puente de hidrégeno
con la primera base. Posteriormente, el sustrato cambia su unién por el CuA, a la vez que la
base se protona (Goldfeder et al., 2014). Tras su unién al segundo ion metalico, el CuB, se
conforma una union bidentada entre el sustrato y la enzima, a la vez que la segunda base es
protonada. Aunque otros investigadores han defendido la existencia de una coordinacion
exclusivamente monodentada (Klabunde et al., 1998), la bidentacion explicaria la capacidad
de la enzima para oxidar o-difenoles y no p-difenoles. Ya en la etapa 4 se acaba liberando la
primera o-quinona y una molécula de agua, a la vez que sucede la transferencia electronica
que provoca la reduccién de los cobres de Cu?* a Cu'*, pasando asi la enzima a su forma

desoxitirosinasa.

A continuacion, la enzima incorpora oxigeno, que se une a los cobres en su plano
ecuatorial, lo que provoca la vuelta de estos iones al estado de oxidacion Cu* y a su
coordinacién con un peroxido, dando lugar a la forma enzimatica oxitirosinasa. La oxitirosinasa
se encarga de enlazar de nuevo a su CuA otro atomo de o-difenol, que dona un protén al
grupo peroxido en el plano diaxial, ya que el ecuatorial estd ocupado por el propio peréxido.
En la etapa 8, surge un nuevo proceso bidentado y se transfiere otro protén a la segunda
base, lo que concuerda con los estudios que hablan de la flexibilidad del centro activo (Matoba
et al., 2006, Sendovski et al., 2011, Ismaya et al., 2011a, Ismaya et al., 2011b). En la siguiente
etapa, la transferencia electronica desde el sustrato al perdxido, origina la rotura de este
grupo, dando lugar a agua y a la liberacion de una nueva o-quinona. El agua es finalmente
liberada gracias a la donacion de protones que realizan las dos bases. Como en esta segunda
oxidacion no son los cobres los que se reducen, sino el peroxido, se regenera la forma

metatirosinasa.

Finalmente, anadir que, si el o-difenol utilizado por la enzima es el sustrato fisiolégico
L-dopa, se originan dos moléculas de o-dopaquinona, que posteriormente y de manera

espontanea dan lugar a la regeneracién de una molécula de o-difenol y otra de dopacromo.

En cuanto a la cinética de la catalisis (Esquema 5), la etapa clave del proceso es la
regulada por la constante k, (conformada por k; , k7, y k,), que controla los pasos que llevan
a la oxidacion del segundo o-difenol, extremo que fue demostrado por estudios con el is6topo

deuterio (Pefalver et al., 2003, Fenoll et al., 2004).

El acceso al centro activo de la enzima y, por tanto, su velocidad de catalisis dependen
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de las cadenas laterales del compuesto, observandose que, de mayor a menor constante
catalitica, tenemos los compuestos sin cadena lateral, compuestos con cadena lateral
hidrofébica y compuestos con cadena lateral hidrofilica (Solomon et al., 1996, Rodriguez-
Lopez et al., 2000, Espin et al., 2000a). Estos compuestos afectan principalmente a la kq. que
es mayor que k,, ya que la unién del sustrato a metatirosinasa parece mas favorecida que la
union a oxitirosinasa, debido a que en el primer caso es una base desprotonada de la enzima
la que capta un protdn del hidroxilo del o-difenol, mientras que en la oxitirosinasa lo capta el
peroxido (Klabunde et al., 1998, Rodriguez-Lopez et al., 2000, Pefalver et al., 2003, Fenoll et
al., 2004).

Aunque en un principio, se postulé que posiblemente la captacién de protones era
llevada a cabo por las histidinas que se encuentran unidas a los cobres, debido a la flexibilidad
del centro activo (Matoba et al., 2006), posteriormente se demostré que estas histidinas se
encuentran en posicién cis y que el enlace con los iones metalicos es rigido, no permitiendo
su rotura durante la catalisis (Decker et al., 2006, Sendovski et al., 2011). Por este motivo, se
planted la existencia de las bases desprotonadas del centro activo, que cuadran con la
existencia de dos pK. con importancia cinética en el centro activo de la enzima (Mufioz-Mufioz
et al., 2010b, Mufioz-Mufioz et al., 2012).

1.2.1.2. Actividad monofenolasa.

Como se ha comentado anteriormente, la actividad monofenolasa de tirosinasa es mas
compleja y dificil de determinar. Este hecho esta relacionado con la menor potencia
nucleofilica de los monofenoles, que provoca una mayor dificultad y tiempo en su catalisis por

parte de tirosinasa.

Ademas, la actividad monofenolasa esta intimamente relacionada con la difenolasa,
ya que, el o-difenol generado mediante esta actividad es el mismo que luego sera oxidado por
la actividad difenolasa. Sin embargo, hay ciertas diferencias entre ambas actividades, ya que
la monofenolasa muestra un “lag” o periodo de retardo antes de llegar al estado estacionario,
que depende de la concentracion de sustrato y de enzima, y que puede ser evitado
adicionando al medio o-difenol, agentes reductores como el NADH (Garcia-Molina et al.,
2010a) o el acido ascorbico (Ros et al., 1993), tetrahidropterinas (Garcia-Molina et al., 2007a,
Garcia-Molina et al., 2009, Garcia-Molina et al., 2010b, Mufioz-Mufoz et al., 2011) o acido

tetrahidrofdlico (Garcia-Molina et al., 2011).

Antonio Garcia Jiménez 45



Tesis Doctoral 1. Introduccién

A continuacién, en el Esquema 7 y el Esquema 8 se muestra el mecanismo llevado a

cabo por la enzima cuando actua sobre monofenoles.

H,0 E M
k—-llr k_;
M

Q N N

k; k> ks ks k>
ExM == M+ E111+D —— EyD Ed+02 - on+ D = EOXD Ep
k., k_5 i3 kg k.
H,O H,0

20— »p+Cr

Esquema 7. Mecanismo cinético propuesto para el conjunto de las actividades monofenolasa
y difenolasa de tirosinasa. Em: metatirosinasa; Eq: desoxitirosinasa, Eox: Oxitirosinasa, D = o-

difenol, M = monofenol, Q = o-quinona, Cr = dopacromo (Rodriguez-Lopez et al., 1992).
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Esquema 8. Mecanismo estructural de la accién de tirosinasa en monofenoles (Mufioz-Mufioz
et al., 2012).
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La enzima solo puede catalizar la conversién de monofenol a o-difenol en su forma
oxitirosinasa, ya que la forma metatirosinasa se une reversiblemente con los monofenoles,
originando el complejo de via muerta £»M. Por tanto, al necesitar oxitirosinasa, para empezar
el proceso tenemos que situarnos en la etapa 13. En primer lugar, el sustrato cede un proton
de su hidroxilo al grupo peréxido, y acto seguido, se une en axial a uno de los cobres,
probablemente el CuA (Goldfeder et al., 2014). A continuacién, se forma un difenol gracias al
ataque electrofilico llevado a cabo por un oxigeno del peréxido al C3 del monofenol, dando
lugar al complejo (En-D)s bidentado, y unido en axial/ecuatorial, de manera que la falta de
coplanaridad de los orbitales impide la oxidacién/reducciéon. A partir de ese momento, el o-
difenol puede romper el enlace con cualquiera de los dos atomos de cobre, llegando
finalmente a EnD, momento en el que el o-difenol puede ser liberado al medio y comenzar la

fase difenolasa.

Como ya vimos anteriormente, las dos o-dopaquinonas generadas debido a la
actividad difenolasa de tirosinasa, evolucionaban dando lugar a un dopacromo y a la
regeneracion de una molécula de o-difenol, motivo por el cual, cuando tirosinasa actua sobre

el sustrato fisioldgico L-tirosina, el ciclo puede volver a repetirse sucesivamente.

Por otra parte, aunque en el apartado dedicado a la actividad difenolasa, se
mencionaba que tirosinasa no era capar de oxidar p-difenoles, la enzima si que es capaz de
llevar a cabo su actividad hidroxilasa sobre algunos de estos compuestos, al igual que sobre
algunos m-difenoles. Al actuar como si de un monofenol se tratase, la unica forma capaz de
oxidar p-difenoles y m-difenoles es la oxitirosinasa, llevando la metatirosinasa a la via muerta.
Sin embargo, a diferencia del caso de L-tirosina, no se acaba generando o-difenol en el medio,
por lo que, conforme se consume la cantidad de oxitirosinasa presente en el medio (en su
forma nativa, tirosinasa suele poseer entre un 2 y un 30% de oxitirosinasa (Lerch, 1981)), el
ciclo catalitico se paraliza. Esto es debido a que el compuesto generado es un compuesto
trihidroxilado que puede ser liberado al medio y evolucionar, o ser oxidado a hidroxi-o-quinona,
isomerizando espontaneamente a hidroxi-p-quinona, debido a su mayor estabilidad (Kutyrev,
1991).

Por este motivo, para conseguir una catalisis continuada de estos compuestos, es
necesario afadir los compuestos que ya se mencionaron como utiles para acabar con el
periodo de retardo de la accion de tirosinasa sobre monofenoles. Cada uno de estos

compuestos, consigue generar oxitirosinasa de diversas maneras (Jiménez et al., 1996):
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e El acido ascorbico es capaz de transformar la Enen Eg, y esta evolucionar a Eox

en presencia de oxigeno.
¢ El peroxido de hidrégeno transforma directamente la Em en Eox.

¢ El o-difenol puede activar el ciclo, transformando la Emen Eox. Ademas, solo es
necesario en concentraciones significativamente menores, también llamado
cantidades cataliticas, siempre que también se agregue un reductor como el
acido ascorbico o el NADH, de manera que se regenere el o-difenol y se

mantenga constante en el medio.

El desarrollo de estas técnicas es uno de los pilares del trabajo de nuestro grupo
investigacion y en concreto, de esta tesis, permitiendo caracterizar como sustratos, muchos
compuestos que, debido a la falta de regeneracion de Eox, N0 mostraban actividad apreciable
y eran catalogados como inhibidores (Ortiz-Ruiz et al., 2015a, Ortiz-Ruiz et al., 2015¢, Garcia-

Jiménez et al., 2016a, Garcia-Jiménez et al., 2016b).

1.2.1.3. Otras actividades cataliticas de tirosinasa.

Como se ha mencionado previamente, tirosinasa también posee otras actividades
cataliticas de menor calado. A continuacion, haremos un breve repaso sobre ellas, muchas

de las cuales han sido descubiertas por nuestro grupo de investigacion:

e Ascorbato oxidasa: tirosinasa es capaz de oxidar el acido ascorbico o vitamina
C, aunque su afinidad y su constante catalitica hacia este compuesto son muy
bajas. El proceso es similar al realizado con o-difenoles, comenzando la
catalisis con la unidon de este compuesto a la forma metatirosinasa, y como
resultado se obtiene acido dehidroascoérbico y la regeneracion de la En (Ros et
al., 1995, Mufioz-Mufoz et al., 2009).

o Catalasa: esta actividad catalitica de tirosinasa es muy residual, pudiendo solo
actuar sobre el peréxido de hidrogeno, si este es el unico sustrato disponible,
por lo que se tiene que dar en condiciones anaerobias (Garcia-Molina et al.,
2005).

¢ Oxidasa de tetrahidropterinas: se ha demostrado que la enzima es capaz de

oxidar la 5,6,7,8-tetrahidrobiopterina y sus derivados metilados 6-metil-5,6,7,8-
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tetrahidropterina y 6,7-dimetil-5,6,7,8-tetrahidropterina, siendo inactivada tras
la catalisis (Garcia-Molina et al., 2007a, Garcia-Molina et al., 2009, Garcia-
Molina et al., 2010b, Mufoz-Mufoz et al., 2011).

e Oxidasa de NADH: nuestro grupo de investigacion demostré6 que el NADH
también puede ejercer como sustrato suicida de tirosinasa (Garcia-Molina et
al., 2010a).

e Oxidasa de o-aminofenoles y o-aminas aromaticas (Mufioz Mufioz et al., 2013),
y del acido tetrahidrofélico (Garcia-Molina et al., 2007a, Garcia-Molina et al.,
2011):

1.2.2. Regulacion catalitica de tirosinasa.

1.2.2.1. Inhibidores.

Aunque tirosinasa es esencial en la proteccion de la piel frente a los rayos UV, gracias
a la formacién de melanina, su excesiva actividad conlleva una serie de problemas, entre los
que se encuentran la formacion de lentigos, efélides y otros desérdenes hiperpigmentarios.
Ademas, en el ambito de la alimentacion puede producir el pardeamiento de frutas y verduras.
Por ello es importante el desarrollo de inhibidores, ya sean naturales, sintéticos o
semisintéticos, que puedan ser utilizados en cremas como agentes blanqueadores, en
productos que permitan mantener los alimentos en condiciones 6ptimas durante periodos mas
largos e incluso como agentes antibacterianos (Yuan et al., 2020). Por otro lado, es importante
que estos inhibidores sean potentes, de manera que puedan provocar el efecto deseado con
una minima cantidad, evitando asi grandes concentraciones que puedan conllevar riesgos

citotoxicos.

Para intentar hacer el proceso mas eficiente, se han desarrollado toda una serie de
métodos, entre los que se encuentran métodos cromatograficos (Taibon et al., 2015, Garcia
et al., 2017, Zhou et al., 2017, Revoltella et al., 2019), espectrofotométricos (Garcia-Molina et
al., 2007b, Lee et al., 2016) o estudios de relacion cuantitativa estructura-actividad (QSAR)
(Dong et al., 2017, Gao, 2018, Ghayas et al., 2019).

Sin embargo, la compleja actividad de la enzima que hemos visto en el apartado
anterior, y la alta reactividad de sus productos originados hacen complicada la caracterizacion

de los compuestos en su interaccion con tirosinasa y, por consiguiente, dificultan el
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descubrimiento de nuevos inhibidores. De hecho, dentro del concepto de inhibidores de
tirosinasa se han englobado toda una serie de compuestos de diversa naturaleza, como
agentes reductores que revierten los productos generados por la enzima, sustratos
alternativos que desvian a la enzima de su ruta principal dando productos que absorben en
diferentes longitudes de onda del dopacromo, inhibidores no especificos que desnaturalizan
la enzima o compuestos que reaccionan con o-dopaquinona, destruyéndola. Sin embargo, los
verdaderos inhibidores se corresponden con los inactivadores, también conocidos como
sustratos suicidas (Figura 16), y los inhibidores reversibles, que, ademas, son los mejores
candidatos para ser utilizados en cosméticos y otros productos de consumo humano, ya que

no dan lugar a reacciones secundarias que puedan generar problemas de citotoxicidad.
Dentro de los verdaderos inhibidores podemos encontrar 4 tipos:

¢ Inhibidores competitivos: son aquellos que bloquean el centro activo de

tirosinasa, impidiendo su unién a sustratos.
¢ Inhibidores acompetitivos: se unen al complejo enzima-sustrato.

¢ Inhibidores mixtos: se pueden unir tanto a la enzima como al complejo enzima-

sustrato, pero con diferentes constantes de equilibrio.

¢ Inhibidores no competitivos: se pueden unir tanto a la enzima como al complejo

enzima-sustrato, pero con similares constantes de equilibrio.
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Figura 16. Mecanismo propuesto para explicar la inactivacién suicida de tirosinasa en su

accion sobre o-difenoles (Mufioz-Muioz et al., 2010c).

Los inhibidores clasicos de tirosinasa son la L-mimosina (Cabanes et al., 1987), la
tropolona (Espin et al., 1999) y el acido kéjico (Cabanes et al., 1994) (Figura 17).
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Figura 17. Estructura quimica del acido kdéjico, tropolona y L-mimosina.
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Pero la lista de inhibidores de tirosinasa es increiblemente extensa (Zolghadri et al.,
2019). Por ello, a continuacion, iremos desgranando parte de los inhibidores conocidos hasta

la fecha, en funcion de su estructura quimica:

Compuestos fendlicos simples

Dentro de este grupo, se han reportado un gran numero de compuestos como
inhibidores de tirosinasa. Algunos de ellos son la hidroquinona, (Hashimoto et al., 1984), el
resorcinol (Ishioka et al., 2019), el 4-n-butilresorcinol (Kolbe et al., 2013), la arbutina (Jin et al.,
1999), la desoxiarbutina (Chawla et al., 2008) y la vanillina (Nguyen et al., 2012) (Figura 18).
Sin embargo, nuestro grupo ha demostrado que muchos de estos compuestos son realmente
sustratos alternativos de la enzima (Garcia-Molina et al., 2014b, Garcia-Jiménez et al., 2016a,
Garcia-Jiménez et al., 2016b), estando algunos de los trabajos al respecto incluidos en esta
tesis. Para comprobarlo, se utilizé alguno de los diferentes métodos capaces de producir Eox
en el medio, a excepcidon del caso de la desoxiarbutina, que puede reaccionar con tirosinasa
sin necesidad de ningun procedimiento previo, y cuyo caso tratamos mas adelante, en su

correspondiente articulo.

Otro fenol reportado como inhibidor es la 10’(Z)-heptadecenilhidroquinona, que fue
aislada de Toxicodendron vemicifluum, y cuyo IC50 arroj6é un resultado de 37 uM, revelando
una potencia notable en su efecto sobre tirosinasa, cuya causa fue sugerida en base a su
larga cadena lateral (Chen et al., 2009). También han sido caracterizados los derivados
glicosilados semisintéticos del isotaquidsido (glucésido, xilésido, celobiésido y maltésido), que

presentaron unos IC50 de 417, 852, 623 y 657 uM, respectivamente (Matsumoto et al., 2018).
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Figura 18. Estructura quimica de varios compuestos fendlicos simples.
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Compuestos polifendlicos

Existen una gran variedad de polifenoles, en funcion del fenol o fenoles que formen
parte de su estructura. Estos compuestos, tan abundantes en plantas, ofrecen una gran

variedad de posibles inhibidores de la enzima:

e Auronas: las auronas no suelen presentar una gran capacidad de inhibicion
sobre tirosinasa. Sin embargo, hay algunos pocos compuestos que si inhiben
de manera significativa la enzima, como la 4,6,4’-trihidroxiaurona (Okombi et
al., 2006), la (2'R)-2’,3’-dihidro-2’-(1-hidroxi-1-metiletil)-2,6’-bibenzofurano-6,4’-
diol (Zhu et al., 2015), y el mulberrofurano Gy el albanol B (Koirala et al., 2018),
sugiriendo al estudiar sus estructuras quimicas, que la presencia de varios
grupos hidroxilo en las posiciones 4, 6 o 4’ (Figura 19) potencian la capacidad

inhibitoria de este grupo de compuestos.

Figura 19. Estructura quimica de la aurona.

o Flavonas: dentro de los inhibidores no competitivos, tenemos el ejemplo de la
tricina (Mu et al., 2013), y de la 7,8,4’-trihidroxiflavona (IC50 = 10.31+£0.41 yM),
y que, segun los analisis de docking, parece unirse a los residuos His244 vy
Met280 (Shang et al.,, 2018). Por otro lado, la baicaleina muestra un
comportamiento como inhibidor mixto no muy potente, ofreciendo un IC50 de
0.11 mM, habiéndose sugerido de nuevo una posible unién con el residuo
Met280 (Guo et al., 2018). Finalmente, se han caracterizado una serie de
compuestos extraidos de Morus Ilhou, llamados mormina, ciclomorusina,
norartocarpina y norartocarpetina como inhibidores competitivos no muy

potentes, a excepcién de la norartocarpetina (IC50 = 1,2 uM) (Ryu et al., 2008).
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O

Figura 20. Estructura quimica de la flavona.

¢ Flavonoles: un ejemplo de inhibidor competitivo es la morina (Wang et al.,
2014), que altera la configuracion de la enzima y que, al igual que sus
derivados, 2,3-cis-dihidromorina y 2,3-trans-dihidromorina (Zheng et al., 2011)
muestra una capacidad inhibitoria muy alta. Del mismo modo, el 8-
prenilkaempferol también se ha reportado como un potente inhibidor
competitivo de tirosinasa (Kim et al., 2018a), sugiriendo algunos investigadores
que el motivo 3-hidroxi-4-ceto de los flavonoles (Figura 21) es el causante de
su actividad como inhibidores competitivos, al provocar la quelacion del cobre
del centro activo (Kubo et al., 1999). Por otra parte, la naturaleza de otros
flavonoles como la quercetina y el kaempferol es aun controvertida, ya que
algunos autores los han situado como inhibidores en el pasado (Kubo et al.,
1999), pero recientemente otros los han reportado como activadores de la

actividad de la enzima en cultivos de células HMVII (Takekoshi et al., 2014).

O

OH
0O

Figura 21. Estructura quimica del flavonol.
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¢ Isoflavonas: entre las numerosas isoflavonas que han demostrado capacidad
inhibitoria en tirosinasa, dentro del grupo de los inhibidores competitivos nos
encontramos a las potentes 6,7,4’-trihidroxiisoflavona (IC50 = 9.2 yM) (Chang
et al., 2005) y mircoina (IC50 = 5 yM) (Kim et al., 2010), asi como a la
lupinalbina y 2’-hidroxigenisteina-7-O-gentibioside (Kim et al., 2018b). Por otro
lado, la 7,8,4-trihidroxiisoflavona y la 5,7,8,4’-tetrahidroxiisoflavona parecen
actuar como sustratos suicidas, siendo los grupos hidroxilos de los carbonos
C7 y C8 los causantes de este comportamiento (Chang, 2009). Por su parte,
dentro de los inhibidores no competitivos, encontramos a la glabridina, que
también exhibe una gran capacidad de inhibicion (IC50 = 0.43 pM)
(Jirawattanapong et al., 2009, Chen et al., 2016).

O

O

Figura 22. Estructura quimica de la isoflavona.

o Flavanonas: son varias las sustancias de este grupo catalogadas como
inhibidores de tirosinasa. La estepogenina, un compuesto aislado de Morus
alba ha demostrado una gran capacidad inhibitoria (IC50 = 0.98 + 0.01 pM)
(Zhang et al., 2016), al igual que otros compuestos de Morus nigra, como
sanggenon D, chalcomoracina, soroceina H'y kuwanon J (Hu et al., 2018)Holm
et al., 1996. Por otro lado, la hesperetina se ha demostrado como inhibidor
competitivo, mostrando en los estudios de docking una posible union mediante
puentes de hidrogeno con los residuos His61, His85, His259 y el ya
mencionado anteriormente Met280, quelando de esta manera el ion cobre
(Figura 23) (Si et al., 2012).
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Figura 23. Acoplamientos de docking entre tirosinasa y hesperetina. A. Resultados segun
AutoDock 4.2. Los iones cobre se representan en dorado, la hesperetina se encuentra en cian
y el acido kdjico usado como control esta coloreado de magenta. B. Resultados mediante
DOCKE6.3, y con las mismas condiciones que en el anterior. C. Posibles puentes de hidrogeno
entre la tirosinasa y la hesperetina (izquierda) o acido kéjico (derecha) (Si et al., 2012).

Antonio Garcia Jiménez 57



Tesis Doctoral 1. Introduccién

¢ Flavanoles: dentro de este grupo tenemos una proantocianidina de Clausena
lansium que actia como inhibidor mixto, exhibiendo una IC50 de 23,6 + 1.2
pMg/ml para monofenolasa y de 7.0 + 0.2 yg/mL para la difenolasa, mediante la
quelacion del cobre por parte del grupo hidroxilo del anillo B (Figura 24).(Chai
et al., 2017). Otra proantocianidina, en este caso de Annona squamosa inhibe
competitivamente también ambas actividades (Chai et al., 2017b). Finalmente,
también se ha descubierto una catequina de Distylium racemosum con un IC50
de 30ug/ml (Ko et al., 2011).

Figura 24. Estructura quimica del llamado flavan-3-ol, el mondémero que forma la

proantocianidina por polimerizacion.

e Acidos fenélicos: este grupo ofrece una gran variedad de tipos de inhibidores.
Se han descrito desde inhibidores acompetitivos, como el n-octil-orselinato
(Barros Lopes et al., 2018); de tipo mixto, como el galato de propilo (Lin et al.,
2013), y otros como el acido 3-fenilbenzoico, que actua de manera no
competitiva frente a la actividad monofenolasa (IC50 = 6.97 uM) y como un
inhibidor tipo mixto frente a la difenolasa (IC50 = 36.3 uM) (Oyama et al., 2016).
También el acido benzoico es un inhibidor tipico, que ha sido estudiado por
nuestro grupo de investigacion, asi como alguno de sus derivados (Rodriguez-
Lopez et al., 1997). De la misma manera, a pesar de los articulos acerca de la
capacidad inhibitoria del acido p-cumarico (Lim et al., 1999, An et al., 2010),

nuestro grupo de investigacion lo ha caracterizado como sustrato de la enzima
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en trabajos anteriores (Garcia-Carmona et al., 1979) y en otros incluidos en
esta tesis, al igual que también se ha caracterizado el &cido cafeico y su nonil

éster como sustratos suicidas de la enzima.

¢ Curcuminoides: no hay muchas referencias en la bibliografia al respecto del
poder inhibitorio de estos compuestos sobre tirosinasa. Sin embargo, una
curcumina de Alpinia oxyphylla fue reportada como un inhibidor competitivo de
gran potencia (Shirota et al., 1994). También otra curcumina y una
desmetoxicurcumina de Artocarpus altilis han demostrado una alta actividad

inhibitoria sobre la enzima (Nguyen et al., 2012).

e Cumarinas: algunos de estos polifenoles poseen una actividad inhibitoria
notable, como la 3-hidroxicumarina (Asthana et al., 2015) y la 7-hidroxicumarina
(Le-Thi-Thu et al., 2011), siendo llamativo que otro derivado muy similar, como
la 4-hidroxicumarina no posee tal efecto (Asthana et al., 2015). También existen
inhibidores irreversibles como la 2-(1-(cumarina-3-il)-etilideno)
hidracinacarbotioamida y la 2-(1-(6-clorocumarina-3-il)-hidracinacarbotioamida
(Liu et al., 2012).

o Estilbenos: uno de los principales estilbenos es el resveratrol que, al igual que
su derivado el oxiresveratrol, han sido catalogados como inhibidores de la
enzima (Shin et al., 1998, Bernard et al., 2000, Kim et al., 2002, Zimmermann
Franco et al., 2012). Sin embargo, los ultimos estudios (uno de los cuales
realizados nuevamente por nuestro grupo de investigacion) han demostrado
que son en realidad de sustratos de tirosinasa (Espin et al., 2000b, Ortiz-Ruiz
etal., 2015a). Por su parte, otros investigadores han sugerido que el resveratrol
es realmente un sustrato suicida, ya que tras la incubacion de tirosinasa con
este compuesto, las actividades difenolasa y monofenolasa se veian mermadas
o incluso desaparecidas (Satooka et al., 2012). Finalmente, cabe mencionar
gque se han estudiado como inhibidores de tirosinasa varios derivados del
resveratrol, como el azo-resveratrol (Bae et al., 2013), y se han sintetizado
otros, como por ejemplo, el azo-oxiresveratrol (Bae et al., 2013), y el (E)-2-((2,4-

dihidroxifenil) diazenil) fenil 4 metilbenzenosulfonato (Song et al., 2012).
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Figura 25. Estructura quimica del resveratrol.

¢ Chalconas: las chalconas ofrecen un gran numero de posibles inhibidores
naturales y, ademas, también se han desarrollado una cantidad importante de
compuestos sintéticos derivados de estas. Dentro de los naturales, tenemos la
isoliquiritigenina y el glabreno, presentes en el regaliz (Nerya et al., 2003), la
2,4,2’ 4’-tetrahidroxi-3-(3-metil-2-butenil)-chalcona de Morus nigra (Zhang et
al., 2009), el vulpinoideol B de Carex vulpinoidea (Niesen et al., 2015), la
2,4,2’ 4’-tetrahidroxichalcona y la morachalcona A de Morus alba, que exhiben
una gran potencia inhibitoria (IC50 = 0.07 + 0.02 yM y IC50 = 0.08 + 0.02 uM,
respectivamente) (Zhang et al., 2016), y la bavaquinina de Psoralea corylifolia
(Cheng et al., 2017). Por otra parte, también se han desarrollado un gran
nuamero de inhibidores sintéticos, a partir de chalconas como la 1-(2-
ciclohexilmetoxi-6-hidroxi-fenil)-3-(4-hidroximetil-fenil)-propenona (Kim et al.,
2016), la isoxazol chalcona (Niu et al., 2016) o la 2,4,2’,4’-tetrahidroxichalcona
(Dong et al., 2016), no encontrando a su vez, una correlacion entre el numero
y la posicién de los grupos hidroxilo y el poder inhibitorio del compuesto (Nerya
et al., 2004).
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Figura 26. Estructura quimica de la chalcona.

Otros inhibidores de tirosinasa

Otros compuestos con actividad inhibitoria sobre la enzima son:

e Las tiosemicarbazonas y diversos derivados (Liu et al., 2008, Cai et al., 2019,
Carcelli et al., 2020, Haldys et al., 2020).

e La piridina y otros compuestos derivados (Zhao et al., 2016, Shao et al., 2018).

e Derivados del xantato que muestran diferentes tipos de inhibiciéon, ya sea
competitiva, acompetitiva o mixta (Alijanianzadeh et al., 2007, Wang et al,,
2015, Di Petrillo et al., 2018).

e Compuestos terpénicos como el carvacrol y diversos derivados (Ashraf et al.,
2017), o el potente bakuchiol (Cheng et al., 2017).

¢ Diversos acidos carboxilicos como el piravico, el propanoico y el acrilico (Yu,
2003), sugiriéendose que el mecanismo de inhibicion de estos compuestos se
basa en la unién del grupo carboxilo a uno de los cobres, evitando la union de
los monofenoles a la forma oxitirosinasa (Gheibi et al., 2009). También
podemos nombrar el acido cinamico y varios derivados, cuyos casos tratamos

en esta tesis.

e El benzaldehido y algunos derivados tan potentes como el 34-
dihidroxibenzaldehido-O-etiloxime (IC50 = 0.3 £ 0.1 yM) (Ley et al., 2001),
aunque en este caso, la toxicidad de estos compuestos los hacen

desaconsejables para su uso (Rafiee et al., 2015).
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e La2,2'4 4'-tetrahidroxibenzofenona o Uvinul D50, que es tratada mas adelante

en esta tesis.

e Por ultimo, respecto a la 3-aminoacetofenona y 4-aminoacetofenona, resefar
que, a pesar de haber sido catalogados como activadores de tirosinasa (You et
al., 2015), en uno de los estudios que forman parte de esta tesis, se demuestra
gue esta aparente activacion es debida a una serie de reacciones secundarias
con los productos generados, concluyendo que son realmente potentes

inhibidores competitivos de la enzima.

1.2.2.1. Activadores.

El estudio de los activadores aun no esta tan desarrollado como el de los inhibidores.
Ademas, la ya comentada complejidad en la actividad catalitica de la enzima dificulta la
caracterizacion de los compuestos. De hecho, como ya se ha apuntado con anterioridad, la
naturaleza de compuestos como la quercetina y el kaempferol es aun controvertida, existiendo
estudios que las catalogan como inhibidores (Kubo et al., 1999), y otros como activadores de
la actividad de la enzima en cultivos de células HMVII, al igual que los otros flavonoles fisetina

y ramnetina, y las flavonas crisina, apigenina y luteolina (Takekoshi et al., 2014).

Por su parte, una gran cantidad de iones como el Zn?*, el Cu®* el Co?" y el Ni?* han
sido descritos como activadores de tirosinasa (Gheibi et al., 2006), al igual que los acidos

grasos, con especial actividad en el caso de los saturados (Shabani et al., 2010).

En relacién a los orselinatos, ya tratados en el apartado previo, los derivados con
cadenas laterales por debajo de 8 carbonos (metil, etil, n-propil, tert-butil y n-cetil orselinato)
actuan como activadores de la enzima, ya que parece que la inhibicién aumenta con el numero

de carbonos y la actividad de la enzima no aguanta mas de 8C (Barros Lopes et al., 2018).
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1.3. APLICACIONES BIOTECNOLOGICAS DE TIROSINASA

Los multiples desafios ambientales a los que se enfrenta el planeta han generado un
creciente interés en desarrollar nuevos catalizadores “verdes”, que sean respetuosos con el
medio ambiente. Es por ello, que el uso de enzimas para la realizacion de diversos procesos

ambientales ha ido cobrando un mayor interés.

En el caso que nos atafie, la amplia distribucién de tirosinasa en los diferentes reinos,
los dos tipos de actividad que muestra (monofenolasa y difenolasa), y la gran cantidad de
compuestos fendlicos que pueden actuar como sustratos (L-tirosina, L-dopa, catecol,
catequina, epicatequina, acido p-cumarico, tiramina, fenol, p-aminofenol, cresol, p-cresol,
dopamina, 4-hidroxianisol, diferentes derivados del resorcinol, L-isoproterenol, 4-etoxifenol, 4-
butilcatecol, pirogalol, etc.) (Vamos-Vigyazo, 1981, Espin et al., 2000a, Garcia-Jiménez et al.,
2016a, Garcia-Jiménez et al., 2016b) hacen de esta, una enzima de gran interés para su uso

en diferentes aplicaciones biotecnoldgicas.

1.3.1. Biosensor de compuestos fendlicos.

El uso de tirosinasa para construir biosensores es una de las primeras aplicaciones
que se empezd a desarrollar con esta enzima. Estos biosensores se basan en la amplia
variedad de sustratos que posee tirosinasa, provocando reacciones que dan productos que
posteriormente son detectados mediante reducciones electroquimicas (Tembe et al., 2006) y
el consumo de oxigeno, que también puede ser medido. Para mejorar estos biosensores, se
han implementado en algunos casos, electrodos nanométricos o se le han acoplado otras

enzimas. Algunos ejemplos son:

e Ladeteccion de bisfenol-A en agua, gracias a un electrodo en el que la enzima
tirosinasa es depositada sobre un nanocompuesto de o6xido de grafeno

reducido y quitosano (Reza et al., 2015).

e Se construyd un biosensor con un polimero que contenia tirosinasa y L-dopa
para detectar atrazina en agua, ya que se trata de un compuesto bastante
téxico, incluso en pequefas cantidades. Este biosensor se basa en la

capacidad del compuesto como inhibidor de la enzima (Guan et al., 2016).
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e La utilizacion de la enzima, junto con la salicilato hidroxilasa, para detectar
salicilato de metilo, que es uno de los principales compuestos originados por el
estrés en plantas durante diferentes infecciones. La salicilato hidroxilasa
permite la formacion de catecol a partir de salicilato de metilo, y este catecol es
oxidado a 1,2-benzoquinona por tirosinasa. Finalmente, la 1,2-benzoquinona
es reducida electroquimicamente para dar nuevamente catecol, lo cual es
detectado hasta una sensibilidad en el rango de magnitudes nanomolares
(Fang et al., 2016).

e La construccion de un biosensor capaz de detectar el agente antibacteriano
acido pipemidico, mediante un método similar al anterior, ya que este
compuesto compite con la electrorreduccion de la 1,2-benzoquinona, por lo que
el descenso en esta reduccidon electroquimica es proporcional a la

concentracion de acido (Bertolino et al., 2011).

e Otros biosensores permiten detectar: tiramina como contaminante en comida y
refrescos (da Silva et al., 2019), el antioxidante tirosol en productos como la

cerveza, y la catequina en el té (Cerrato-Alvarez et al., 2019).

1.3.2. Biorremediacion de aguas.

Tirosinasa es, desde hace afos, uno de los agentes mas utilizados para acabar con la
contaminacion de compuestos fendlicos en las aguas. Para ello, se utiliza la enzima
inmovilizada en diferentes superficies, para asi mejorar su estabilidad y eficiencia. Algunas de

ellas son:

e La silice de diatomeas es un material 6ptimo como superficie para la
inmovilizacion de tirosinasa, debido a la ausencia de toxicidad y la gran
superficie que ofrece, debido a su porosidad. Es por ello que se han
desarrollado soportes para tirosinasa con este compuesto, mostrando una alta
efectividad para acabar con la contaminacion por fenol, fenilacetato y p-cresol

(Bayramoglu et al., 2013).

e Se desarroll6 un nano-biocatalizador a base de tirosinasa inmovilizada en unas
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nanoparticulas magnéticas de 6xido de hierro. Este mostré una gran actividad
como biorremediador de aguas contaminadas por compuestos fendlicos, a
diferentes pHs y temperaturas, ofreciendo ademas, buenos rendimientos

después de varios ciclos (Abdollahi et al., 2018).

o En otro caso, también se utilizaron nanoparticulas magnéticas junto a éxido de
grafeno y tirosinasa, para formar un complejo que permite acabar con gran
parte del fenol y el bisfenol A (Liu et al., 2016).

e Se han utilizado agregados de tirosinasa reticulada para biorremediar aguas
contaminadas por fenol, p-cresol, p-clorofenol y bisfenol, entre otros. Estos
agregados se obtenian precipitando la enzima mediante sulfato de amonio, y
generando una red enzimatica posteriormente, mediante la adicion de
glutaraldehido (Xu et al., 2011, Xu et al., 2012).

o Tirosinasa también ha sido utilizada como agente biorremediador en el
tratamiento de aguas con diversos tipos de colorantes, como por ejemplo la
azoquinona y la antraquinona, que tradicionalmente habian sido tratados con

lacasa y peroxidasa (Franciscon et al., 2012, da Silva et al., 2013).

1.3.3. Deslignificacion en biorrefinerias.

Debido a la necesidad de buscar alternativas menos contaminantes en la produccion
de energia, en los ultimos tiempos se ha venido potenciando el uso de la biomasa. De este
modo, en las biorrefinerias se utilizan compuestos lignocelulésicos como materia prima para
obtener los biocompuestos que luego seran utilizados como biocombustible, pero también en

otros ambitos, como pueden ser la cosmética o la alimentacion (Min et al., 2019).

Para poder obtener los biocompuestos deseados hay que someter a los compuestos
lignocelulésicos a una serie de procesos en cadena. En primer lugar, se realiza un
pretratamiento para debilitar y romper las ligninas, luego se procede a realizar una
sacarificacion que proporciones azucares, y finalmente se fermentan los azucares para dar

los productos que, posteriormente, seran purificados.
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Debido a la amplia variedad de sustratos que puede utilizar tirosinasa, se ha planteado
que puede ser una alternativa muy interesante para realizar el pretratamiento de los
compuestos lignocelulésicos. De hecho, se ha comprobado que también es capaz de actuar

sobre compuestos no fendlicos como el alcohol veratrilico (Min et al., 2017).

1.3.4. Produccion de L-dopa.

La utilizacion del L-dopa como compuesto para el tratamiento de la enfermedad de
Parkinson, requiere de procesos que lo produzcan de manera eficiente. A lo largo de los afios,
se han desarrollado varios métodos como la hidrogenacion asimétrica, pero su alto costo, y
baja enantioselectividad (Sayyed et al., 2004) ha llevado a algunos investigadores a probar
otros que implican la utilizacion de enzimas, como la tirosina fenol liasa (Min et al., 2015).
También se ha probado la producciéon mediante tirosinasa, a pesar de su actividad difenolasa,
que convierte la L-dopa en dopaquinona. Para evitar este paso, tradicionalmente se ha
utilizado el acido ascorbico como agente reductor, que vuelve a transformar la dopaquinona
en L-dopa. Sin embargo, los rendimientos que ofrece este sistema son escasos, por lo que,
recientemente, se han planteado mejoras mediante la inmovilizacion de tirosinasa en un
catodo, que es el encargado de sustituir al acido ascorbico como reductor y la preparacion de
emulsiones que consiguen aumentar la concentracion de tirosina en la disolucion (Min et al.,
2013).

1.3.5. Produccion de otros polifenoles

Aparte de L-dopa, tirosinasa también es utilizada en la produccion de otros polifenoles
con interés comercial. Algunos de ellos son la 3’-hidroxidaidzeina (3-ODI) (Lee et al., 2018),
el orobol (Lee et al.,, 2019) y el piceatanol (Lee et al., 2015), que son compuestos con
propiedades antioxidantes y protectoras frente al cancer. Estas sustancias se obtienen
mediante la accion de tirosinasa sobre daidzeina, genisteina y resveratrol, respectivamente.
Sin embargo, al tratarse de compuestos o-difendlicos, la accion de tirosinasa puede oxidarlos
hasta sus respectivas quinonas, por lo que se han ideado dos métodos que eviten la pérdida
de estos productos. Uno de ellos esta basado en la adicién de borato, que genera un complejo

borato-o-difenol estable y resistente a la accion de tirosinasa. El otro método consiste en la
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adicién de acido ascorbico que, al igual que en el caso de la produccion de L-dopa, actua

como reductor de o-quinonas, volviendo a dar sus respectivos o-difenoles.

1.3.6. Tratamiento de los trastornos de la pigmentacion.

Debido a que tirosinasa es la enzima clave dentro del proceso de la melanogénesis,
también es el centro de numerosas investigaciones para tratar muchos de los trastornos
pigmentarios. De hecho, el desarrollo de todo tipo de tirosinasas recombinantes esta siendo
clave en el estudio de su mecanismo, para asi poder descubrir compuestos que puedan ser
utilizados en el tratamiento de estas enfermedades. De este modo se han obtenido numerosas
tirosinasas recombinantes, como la del hongo filamentoso Trichoderma reesei, que ha sido

expresada en la levadura Pichia pastoris (Westerholm-Parvinen et al., 2007).

En este sentido, es especialmente util la obtencién de tirosinasas humanas
recombinantes, sin embargo, como ya hemos visto, el desarrollo de las técnicas para obtener
estas enzimas aun es escaso. Algunas de las lineas celulares en las que se ha expresado
alguna tirosinasa humana recombinante son las de las especies de insectos Trichoplusia ni

(Dolinska et al., 2014) o Spodoptera frugiperda (Fogal et al., 2015).

1.3.7. Aplicaciones relacionadas con la inhibicion de la accion de tirosinasa.

En este apartado haremos una breve mencién a algunas aplicaciones que no implican
realmente el uso de tirosinasa, sino que buscan su inhibicion. En este sentido, es muy
importante la busqueda compuestos que inhiban la accion de tirosinasa en el pardeamiento
de frutas, verduras y hongos principalmente, y en el tratamiento de ciertas enfermedades

hiperpigmentarias.

Sin embargo, dentro de la larga lista de compuestos catalogados como inhibidores,
existen muchos de ellos que estan siendo finalmente caracterizados como sustratos
alternativos que evitan la formacion de melanina, pero pudiendo dar lugar a la formacién de
productos indeseados. De hecho, algunos de estos compuestos originados de manera
secundaria han sido relacionados con la aparicién de diversos efectos adversos, como los
danos oculares (DeCaprio, 1999) y alteraciones metabdlicas (DeCaprio, 1999, Stratford et al.,

2012, Monteiro et al., 2013) provocados por el uso de hidroquinona, que actualmente tiene
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limitada su concentracion maxima en cosméticos al 4%.

De hecho, nuestro grupo de investigacion ha incidido bastante en los ultimos afios en
el desarrollo de métodos que permitan discernir claramente la naturaleza de diversos
compuestos frente a tirosinasa, demostrando que muchos de los compuestos conocidos como
inhibidores son en realidad sustratos alternativos (Garcia-Molina et al., 2014b, Ortiz-Ruiz et
al., 2015b, Garcia-Jiménez et al., 2016a, Garcia-Jiménez et al., 2016b), ampliandose la lista

en los articulos que forman parte de esta tesis, y que se muestran mas adelante.
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1.4. LA MELANOGENESIS

La piel es uno de los 6rganos mas importantes de los seres humanos y demas
vertebrados, que actua como cubierta protectora y sistema de comunicacion frente al exterior,
como uno de los principales 6rganos sensoriales y que, ademas, mantiene la integridad de las
estructuras corporales. Sin embargo, para poder llevar a cabo su funciéon también se vale de

otras estructuras anexas como las ufias, los pelos, las glandulas sudoriparas y las sebaceas.

La piel esta dividida en tres capas, que ordenadas de fuera hacia adentro son llamadas

epidermis, dermis e hipodermis (Figura 27).

e La capa superficial o epidermis esta a su vez compuesta por los estratos cérneo
(formado por células cérneas, queratinizadas y sin nudcleo, que se van
desprendiendo poco a poco cada dia), lucido (solo presente en las zonas de
piel mas gruesa, como la de los pies, y formado por queratinocitos que van
perdiendo el nucleo), granuloso (lugar donde empieza la queratinizaciéon y
formado por células que van degenerando poco a poco), espinoso (en este
estrato se encuentran las células de Langerhans del sistema inmune) y
germinativo o basal (se trata de una monocapa de células cilindricas con la
capacidad de dividirse, lo que representa un hecho unico dentro de la
epidermis; ademas, en €l se incrustan los melanocitos y las células de Merkel

encargadas de parte del tacto).

e Ladermis, que es mas gruesa que la epidermis, posee gran cantidad de fibras
elasticas y de colageno. Esta dividida en el estrato papilar y el estrato reticular
y posee una serie de anexos como son los pelos, las glandulas sebaceas vy

sudoriparas, ademas de vasos sanguineos y terminaciones nerviosas.

e Lahipodermis esta formada principalmente por tejido conjuntivo que sirve como
union y cohesion, disponiendo de fibras que se conectan con la dermis y el
tejido subyacente. Ademas, posee gran cantidad de adipocitos, vasos

sanguineos y linfaticos, asi como ligamentos y nervios cutaneos.
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Epidermis - barrier

Dermis - strength & elasticity
- thermoregulation

Subcutaneous - nutrition
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Figura 27. Representacién basica de la estructura de la piel, organizada en sus capas
generales (Cartlidge, 2000).

En cuanto a los melanocitos, se trata de células dendriticas cuyo origen ontolégico
procede del neuroectodermo y, aunque hasta hace pocos afnos se pensaba que procedian
unicamente de la cresta neural, migrando como melanoblastos durante la embriogénesis
(LaBonne et al., 1998), se ha descubierto que algunos pueden derivar de células presentes
en la zona ventral del tubo neural (Montaudié et al., 2014). Dentro de los melanocitos, hay un
nucleo ovoide y existen complejos llamados GERL constituidos por el aparato de Golgi, el
reticulo endoplasmatico y los lisosomas, donde se produce la tirosina (precursor de la
melanina) (Novikoff et al., 1971).

También podemos encontrar los premelanosomas, donde se encuentra la enzima
tirosinasa y las TYRPs, que se encargan del proceso de produccion de los pigmentos de la
piel conocidos como melaninas. Estas enzimas son producidas en los ribosomas para luego
sufrir modificaciones postraduccionales en el reticulo endoplasmatico que incluyen la

formacion de puentes disulfuro, oligomerizacion y N-glicosilacion, y finalmente ser modificadas
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de nuevo en el aparato de Golgi, donde posiblemente incorporan los iones metalicos que usan

como cofactores.

En el proceso de formacion de melaninas, se forman una serie de intermedios
citotdxicos y reactivos como el DHI, que puede provocar mutaciones en el ADN (Pawelek et
al., 1978, Miranda et al., 1987, Olivares et al., 2001), convirtiéndose los premelanosomas en
melanosomas cuando las melaninas ya han sido producidas. Una vez obtenidas las melaninas
y formados los melanosomas maduros, que son organulos que se pueden encuadrar en la
familia de los lisosomas secretores (Montaudié et al., 2014), estos van trasladandose a través
de fibras de actina y tubulina hacia las dendritas de los melanocitos, que se introducen dentro
de los queratinocitos, formando el complejo conocido como “unidad melanocitica cutanea”
(Figura 28). Existen varias hipotesis acerca de cémo sucede el traspaso de los melanosomas

a los queratinocitos (Figura 29).

Cada melanocito es capaz de contactar con unos 30 o 40 queratinocitos, a los que les
traspasa la melanina producida. Por otra parte, es importante sefalar que el grado de
pigmentacion de la piel, aunque es consecuencia directa de la cantidad de melanina, no
depende del numero de melanocitos, ya que este se mantiene relativamente constante en

todos los seres humanos, sino del numero de melanosomas (Hearing, 1999).

Tirosina

"4
Dfpi> Tirosinasa

Dopacromo

Melanina

i1

Figura 28. Representacion del proceso de traspaso de melanosomas del melanocito al
queratinocito. 1. Nucleo; 2. queratinocito; 3. melanocito; 4. melanosomas; 5. dendrita; 6.

aparato de Golgi y red transgolgiana (Montaudié et al., 2014).
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Figura 29. Traspaso de melanosomas a los queratinocitos. A: Modelo de citofagocitosis; B:

modelo de fusion; C: modelo de la transferencia de vesiculas; D: modelo de exocitosis (D’Alba

et al., 2018).

En cuanto al término melaninas, hace referencia a una serie de pigmentos, que son

los siguientes:

Las eumelaninas son pigmentos insolubles en la mayoria de disolventes, de

color marron a negro, y que se encuentran en la piel, el iris o el cabello, dando

lugar a los cabellos negros, grises y castafos (Ortonne et al., 1993). En cuanto

a su estructura, se trata de heteropolimeros nitrogenados que se forman a partir

de unidades inddlicas.

e Las feomelaninas son pigmentos solubles en medio basico, de color entre
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amarillo y rojizo, que abunda en mucosas, labios, pezones, vagina, glande y en
cabellos rubios a rojizos (Ortonne et al., 1993). Quimicamente se trata de

heteropolimeros ricos en azufre.

e Los tricocromos o tricosiderinas son otros pigmentos de bajo peso molecular,
que también pueden estar presentes en el cabello de algunos pelirrojos
(Ortonne et al., 1993).

e Por ultimo, las neuromelaninas son pigmentos negros que se encuentran en
ciertas zonas del cerebro como la pars compacta, el locus coereleus, el nervio
craneal X y en el puente de Varolio y, aunque su funcién no esta totalmente
determinada, podrian tener funciones neuroprotectoras, ya que su pérdida
parece estar relacionada con ciertas enfermedades neurodegenerativas
(Carstam et al., 1991, Zucca et al., 2014). Sus precursores son la dopamina y

la cisteinildopamina (Slominski et al., 2004).

Por su mayor abundancia, y su papel central en la pigmentacién de la piel, en los
proximos apartados nos centraremos en las eumelaninas y las feomelaninas, de los que
podemos ver la ruta de biosintesis simplificada en el Esquema 9, en el que podemos observar
como aun no estan claras todas la funciones de las diferentes enzimas (tirosina, TYRP-1y

TYRP-2) en la cascada de reacciones (Lai et al., 2018).
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Esquema 9. Ruta de la biosintesis de las melaninas, indicando las funciones confirmadas y

supuestas de cada una de las enzimas (Lai et al., 2018).

1.4.1. Eumelaninas.

Las eumelaninas son heteropolimeros formado por la unidn de oligémeros de diferente

extension y estado de oxidacion, cuyos monomeros pueden ser el 5,6-dihidroxiindol (DHI) o

el DHICA (Aebly et al., 2018).

Como podemos ver en el Esquema 10 (Slominski et al., 2004), la cascada de
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reacciones que nos llevan hasta su formacion posee los siguientes pasos:

1. En primer lugar, ocurre la hidroxilacion de tirosina para dar L-dopa, el cual es

oxidado a o-dopaquinona, ambas reacciones mediadas por tirosinasa.

2. A continuacion, el grupo amino de la o-dopaquinona sufre una desprotonacion
espontdnea en su grupo amino y se cicla, dando lugar al acido 5,6-
dihidroxiindolil-2-carboxilico, también conocido como leucodopacromo
(Garcia-Canovas et al., 1982, Serna Rodriguez et al., 1990, Garcia-Moreno et
al., 1991, Rodriguez-Lopez et al., 1991b).

3. Este leucodopacromo reacciona con la o-dopaquinona, dando lugar a
dopacromo y L-dopa, que es regenerado (Garcia-Canovas et al., 1982, Serna
Rodriguez et al., 1990, Garcia-Moreno et al., 1991, Rodriguez-Lopez et al.,
1991b).

4. Eldopacromo sufre una serie de reacciones que provocan su tautomerizacion,
y que incluyen la incorporacion de una molécula de agua, dando lugar a los
mondmeros DHI y DHICA. La formacion de DHI parece ser espontanea,
mientras que la DHICA podria estar mediada por la enzima TYRP-2 (Solano et
al., 1994, Slominski et al., 2004, Lai et al., 2018).

5. DHI y DHICA iran oxidandose en unas reacciones que podrian ser realizadas
por tirosinasa o TYRP-1 y que dan lugar 5,6-indolquinona (IQ) y 5,6-
indolquinona-2-carboxilico (IQCA), respectivamente (Lambert et al., 1989, Lai
et al., 2018).

6. Estas quinonas son muy reactivas, por lo que pueden reaccionar con
diferentes intermediarios de la ruta, principalmente el DHI y el DHICA vy

polimerizando hasta dar eumelaninas (Lai et al., 2018).
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Esquema 10. Ruta de la biosintesis de las melaninas detallada. GSH: glutation; Cys: cisteina;
1: hidroxilacién de la fenilalanina; 2: hidroxilacion de la tirosina; 3: oxidacion de DOPA; 4:
tautomerizacion del dopacromo; 5a: oxidacion del DHICA; 5b: oxidacién del DHI; a: hidrdlisis
del glutationildopa; b: oxidacién del cisteinildopa; c: ciclacion de la cisteinildopaquinona; I:
descarboxilacion de DOPA; Il: hidroxilacion de dopamina; lll: metilacion de norepinefrina
(Slominski et al., 2004).

1.4.2. Feomelaninas.

Las feomelaninas son otros principales pigmentos producto de la melanogénesis, y
también poseen una serie de reacciones en comun con la biosintesis de eumelaninas. Vamos
a detallar a continuacion todo su proceso de sintesis en el que solo participa la tirosinasa, sin
mediacion de TYRP-1 ni TYRP-2:

1. Las reacciones que dan lugar a la formaciéon de o-dopaquinona son comunes
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a la ruta de sintesis de eumelaninas que requieren la intervencién de tirosinasa
(Kondo et al., 2011). A partir de entonces, las reacciones ocurren de manera

espontanea.

2. La dopaquinona se conjuga con cisteina o glutatién, dando lugar a dos
isémeros de cisteinildopa (2-cisteinildopa y 5-cisteinildopa, siendo mas comun
en la posicion 5) o de glutationildopa (2-glutationildopa y 5-glutationildopa,
siendo mas comun en la posicion 5), respectivamente (Napolitano et al., 2000,
Slominski et al., 2004).

3. Los isdbmeros de glutationildopa sufren hidrélisis dando lugar a los isdmeros de
cisteinildopa, y estos son oxidados en una reaccion con o-dopaquinona hasta
sus correspondientes isomeros de cisteinildopaquinona, regenerando ademas
el dopa (Napolitano et al., 2000, Slominski et al., 2004).

4. Los isdmeros de cisteinildopaquinona se ciclan y deshidratan hasta dar o-
quinoniminas, que se reagrupan con o sin descarboxilacion, formando 1,4-

benzotiazinas (Greco et al., 2009, Wakamatsu et al., 2009).

5. Las 1,4-benzotiazinas acaban polimerizando, dando finalmente a las

feomelaninas (Greco et al., 2009, Wakamatsu et al., 2009).

1.4.3. Regulacion de la cantidad de melaninas.

Tanto las eumelaninas como las feomelaninas tienen como funcion principal la
proteccion de la piel (la capacidad fotoprotectora de las eumelaninas es mayor), mediante la
formacion de una capa protectora, frente a la radiacion ultravioleta (UV), debido al potencial
dano que esta puede causar en el ADN, provocando su mutacién. Sin embargo, también
poseen la capacidad de anular las especies reactivas de oxigeno producidas por los mismos
rayos UV (Montaudié et al., 2014). La proporcion de estos pigmentos varia en funcién de
diversos factores, tales como la cantidad de tirosina disponible y de compuestos azufrados, la
actividad de las enzimas implicadas o la incidencia de los rayos UV (que tienden a estimular
mas la eumelanogénesis) (Mahmoud et al., 2010). Esta proporcion también puede verse

afectada por algunos trastornos como la cistinosis, provocada por la inactivacion del gen
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CTNS (cistinosina), y que provoca la degradacién de tirosinasa por proteinas lisosdmicas,
dando lugar a una reduccién del 50% de la concentracién de melaninas, y una cantidad del

doble de feomelaninas en comparacién (Chiaverini et al., 2012).

También cabe sefalar que los ultimos estudios demuestran que puede existir una
produccion de melaninas de tipo ectdpica como, por ejemplo, en los adipocitos, siendo esta
importante en personas obesas. Se produce una produccion de eumelaninas en estas células,
que puede tener un efecto compensatorio, debido a sus propiedades antiinflamatorias y a la

neutralizacion de especies reactivas (Randhawa et al., 2008).

1.4.3.1. Radiacion ultravioleta (UV)

Como ya hemos visto, los rayos UV desencadenan una serie de dafos en la piel. Entre
ellos podemos encontrar la produccién de radicales libres y la formacion de dimeros de
pirimidina que, a su vez, desencadenan una serie de procesos que incluyen el envejecimiento,
la muerte celular y proliferacion celular descontrolada (cancer) (Montaudié et al., 2014). Por
ello, la incidencia de estos rayos en la piel estimula la produccién de melaninas que protegen

frente a estos dafios.

Dentro de los rayos UV, tenemos diferentes tipos segun su longitud de onda, siendo

las mas importantes:

o UVA: radiaciones ultravioleta A, o de onda larga. Estas radiaciones poseen una
A =400-315 nm.

¢ UVB: radiaciones ultravioleta B, o de onda media. Poseen una A = 315-280 nm.

e UVC: radiaciones ultravioleta C, o de onda corta. Poseen una A = 280-200 nm.

La peligrosidad de los diferentes rayos UV depende de la capacidad energética que
posean, por lo que a menor longitud de onda (mayor energia), mayor es su peligrosidad. Sin
embargo, los rayos UVC son filtrados casi en su totalidad por la capa de ozono, por lo que nos
centraremos en los UVB y en los UVA. Debido a su menor longitud de onda, la capacidad
dafiina de los UVB es mayor que la de los UVA, pero a la vez, también se ha demostrado que

también estimulan la melanogénesis, a diferencia de los UVA. Aunque ambas radiaciones son
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capaces de provocar un bronceado de la piel similar a simple vista, se ha comprobado que los
UVB si estimulan la produccion de melanina, mientras que el bronceado provocado por los
UVA es debido principalmente a una fotooxidacion de las melaninas y sus precursores, que

no conlleva una mayor fotoproteccion (Miyamura et al., 2011).

Algunos de los mecanismos que llevan a la estimulacion directa de la melanogénesis
mediante rayos UV, parece ser la escision de dimeros de pirimidina o la activacion de la
quinasa de respuesta al estrés p38 que, a su vez, activa el factor de transcripcion “upstream

stimulatory factor 1” (USF-1), el cual induce la transcripcion de tirosinasa (Galibert et al., 2001).

Por su parte, también existen otros mecanismos indirectos de la estimulacion de la
melanogeénesis que son desencadenados por la exposicion a rayos UV, muchos de los cuales
relacionados con el receptor de melanocortina tipo 1, que se encuentra de manera abundante
en melanocitos y es codificado por el gen MC1R. La transcripcion de este gen es activada por
las hormonas melanotropica aMSH (producida en los queratinocitos) y adenocorticotropica
(ACTH), que provienen de un precursor comun llamado proopiomelanocortina (POMC),
producido en epidermis y foliculos pilosos (Tsatmali et al., 2000). La transcripcion de este
precursor es estimulada por la proteina p53, cuya concentracion aumenta ante la incidencia
de los rayos UV (Cui et al., 2007). La cascada de reacciones se muestra simplificada en la

Figura 30y la Figura 31.

Produccion
de melanina

Figura 30. Activacion de la producciéon de melanina por medio de la aMSH producida por
queratinocitos (1), que actua sobre los melanocitos (2), uniéndose al receptor MC1R
(Montaudié et al., 2014).
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Por tanto, con la incidencia de rayos UV, la hormona aMSH aumenta su concentracion,
provocando la produccion del receptor de melanocortina tipo 1 que, a su vez, desencadena
toda una serie de acciones como la inhibicién de la NADPH oxidasa, la activacién del factor
de crecimiento epidérmico (EGFR) y la estimulacion de la actividad de la proteina quinasa A
(PKA), y de la adenilato ciclasa, que conlleva un consiguiente aumento en la concentracion
de monofostato de adenosina ciclico (AMPc). La NADPH oxidasa esta involucrada en la
formacion de especies reactivas del oxigeno mediada por UVA, por lo que su inhibicién junto
con la produccion de EGFR y AMPc reduce el dafo oxidativo producido por los UV (Henri et
al., 2012). EI AMPc, ademas, tiene un papel fundamental en la estimulacion de la
melanogénesis, la formacién de dendritas en los melanocitos, y el transporte de
melanosomas. Por su parte, la PKA incrementa la produccion del factor de transcripcion MITF
y de la traduccion del SRY-box containing gene 9 (SOX-9), que controlan la expresion de las

enzimas encargadas de la eumelanogénesis (Bertolotto et al., 1998, Passeron et al., 2007).
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Figura 31. Cascada de reacciones iniciada por la proopiomelanocortina (POMC). Los
numeros indican las enfermedades relacionadas con cada uno de estos pasos. 1: sindromes
de Cushing y de Addison, que provocan el aumento de ACTH; 2: sindrome de McCune-
Albright, que induce la activacion de la proteina GaS, asociada al MC1R; el sindrome de
Carney activa la PKA; 4: sindrome de Waardenburg, que estimula la produccién del factor de
transcripcién MITF; 5: albinismo. Los 4 primeros, provocan todos hiperpigmentacion en zonas

localizadas (Montaudié et al., 2014).
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Otra via por la que los rayos UV activan la melanogénesis es a través de la activacion
de una monoxido de nitrégeno sintasa (MO). De esta manera, se aumenta la concentracion
de MO en las queratinocitos y melanocitos, provocando la activacion de una guanilato ciclasa
y el consecuente aumento de acido guanosina monofosférico ciclico (GMPc), que en ultimo

término aumenta la expresion y activacion de la tirosinasa (Virag et al., 2002).

Finalmente, queda mencionar el aumento del nivel de ciertas neurotrofinas, que son
moléculas encargadas de la proteccion de las neuronas. Los melanocitos también pueden
verse afectados por estas moléculas, debido a la presencia de un receptor de baja afinidad

comln a todas ellas, llamado p75N™}

, asi como otros receptores de afinidad para las
neurotrofinas especificas NGF y NT3, llamados TrkA y TrkC, respectivamente. De este modo,
se ha demostrado que ambas neurotrofinas son capaces de aumentar la supervivencia de los
melanocitos, comprobandose que el mecanismo especifico que activa la NGF es el aumento
de la proteina antiapoptoética Bcl2. Ademas, esta ultima neurotrofina también es capaz de

estimular la dendrogénesis de los melanocitos (Fitzpatrick, 2009).

1.4.3.2. Factores de crecimiento.

Se ha descubierto que varios factores de crecimiento tienen efecto sobre la
pigmentacion. Muchos de estos han sido unicamente testados in vitro, pero indican su posible

participacién en este proceso. Algunos de ellos son:

e EI HGF o factor de crecimiento de hepatocitos ha demostrado la capacidad de
estimular la proliferacion de melanocitos, pero no de inducir la melanogénesis
(Montaudié et al., 2014).

e EI SCF o factor de crecimiento de células madre si induce tanto la
melanocitogénesis (origen embrionario de los melanocitos) como la
melanogénesis, a través de su union a un receptor transmembranal con

actividad tirosina quinasa llamado c-KIT (Leong et al., 2004).

e La endotelina 1 o ET-1 es un vasoconstrictor producido en las células
endoteliales, pero recientemente también se ha descubierto que puede ser
producido por queratinocitos, uniéndose asi a los receptores de endotelinas A

y B (EDNRA y EDNRB) de los melanocitos, lo que estimula su crecimiento y la
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expresion de tirosinasa (Imokawa, 2004).

e El factor de crecimiento de queratinocitos ha demostrado aumentar la
transferencia de melanosomas desde los melanocitos a los queratinocitos
(Stulberg et al., 2003).

1.4.3.3. Accion de los fibroblastos.

Los fibroblastos también ejercen un papel fundamental en la regulacion de la
pigmentacion en humanos. Por un lado, se ha descubierto que los fibroblastos de las palmas
de las manos y de los pies expresan grandes cantidades de dickkopf 1 o DKK-1, que parece
ser el causante de la menor pigmentacion de estas zonas a través de su accion sobre el factor
de transcripcion MITF, mientras que los demas fibroblastos producian una mayor cantidad de
DKK-3 (Yamaguchi et al., 2007).

Por otra parte, se ha demostrado que las personas con piel negra segregan mayores
cantidades de neurorregulina o NGR-1, provocando una mayor activacion de la

melanogénesis (Choi et al., 2010).

1.4.3.4. Sistema inmunitario.

En los ultimos afios, se ha puesto de manifiesto el papel regulatorio de algunas
citocinas en la melanogénesis. En concreto, se ha descubierto que la interleucina 4 (IL-4) y la
interleucina 17A (IL-17A) inhiben directamente este proceso, mediante la disminucion de la
transcripcion de ciertos genes como el MITF. Por su parte, el interferon gamma (IFN-y) inhibe

la melanogénesis de manera indirecta, a través de la produccion de IL-6 (Choi et al., 2013).

1.4.3.5. Mediadores inflamatorios.

Los mediadores inflamatorios tienen efecto sobre los melanocitos y la melanogénesis,
teniendo como objetivo reparar los dafos producidos frente a quemaduras u otras agresiones.
Los melanocitos poseen en su superficie una serie de receptores, como el receptor de
prostaglandinas PGF2q 0 los receptores de histamina H1 y H2 que inducen la formacion de
dendritas y activa la tirosinasa (Dereure, 2001, Fitzpatrick, 2009). De la misma manera,
también se ha visto que los leucotrienos B4 y C4 inducen la melanogénesis, asi como la

proliferacion y motilidad de los melanocitos (Fitzpatrick, 2009).
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1.4.3.6. Efecto del pH.

Existen diversas pruebas que apuntan hacia la capacidad regulatoria que posee el pH
sobre la melanogénesis. El pH éptimo para que la sintesis de melanina sea maxima es de 6,8,
siendo preferente la eumelanogénesis, mientras que por debajo de un pH de 5,5 la produccion
de melanina esta completamente inactiva. Ademas, se ha demostrado que un pH neutro no
solo estimula la produccién de melanina, sino también maduracién de los melanosomas y la
consiguiente transferencia de los melanosomas hacia los queratinocitos (Ancans et al., 2001).
En este sentido, el pH de los caucasicos muestra unos valores mas bajos, que explican las

diferencias con las personas de piel oscura.

La existencia de un pH éptimo cercano a la neutralidad concuerda con los estudios
acerca de la actividad de tirosinasa, que sugieren la existencia de un residuo clave en la
influencia del pH sobre la enzima, el acido glutamico E322, y la accion de los protones como
inhibidores competitivos, uniéndose a las formas libres de tirosinasa En y Eox.(Maria-Solano et
al., 2016).

En cuanto a como regulan su pH los melanocitos, parece que la acidificacion es debida
la actividad de la ATPasa tipo V, que actua como bomba de protones, introduciéndolos al
lumen. Por su parte, una proteina integral de membrana conocida como proteina P se encarga
de expulsar los protones fuera del melanosoma, neutralizando el pH de su interior (Figura 32),
y estimulando la melanogénesis, sin necesidad de alterar las concentraciones de tirosinasa,
TYRP-1 0 TYRP-2, aunque favoreciendo el mantenimiento del complejo molecular entre ellas.
Los mayores niveles de la ATPasa tipo V en individuos de origen caucasico y mayores niveles
de proteina P en individuos de piel oscura podrian explicar las diferencias en la pigmentacion

de ambos grupos (Lee et al., 1995, Ancans et al., 2001).

Como siempre, muchos de los mecanismos reguladores de la pigmentacion que
hemos ido explicando estan interconectados, existiendo evidencias que indican que los rayos
UV y la hormona aMSH también ejercen su efecto activador de la melanogénesis, regulando

el pH del interior melanosomal (Ancans et al., 2001).
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Tyrosinase

Eumelanin Phaeomelanin

Figura 32. Representacion de la regulacion del pH del melanosoma. La bomba de protones
ATPasa de tipo V introduce protones al interior, mientras que la proteina P los saca fuera del
melanosoma. La expulsion de los protones al citoplasma tiene como efecto una mayor sintesis

de eumelanina (Ancans et al., 2001).
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1.5. TRASTORNOS DE LA PIGMENTACION

Aunque las causas que llevan a los diferentes trastornos de la pigmentacion en
humanos pueden ser muy diversas, por lo general suelen estar asociadas a problemas en el
desarrollo embrionario de los melanocitos, durante su diferenciacion, o a problemas en su
maduracion, ambos casos derivados de problemas genéticos que suelen venir acompafados
de otros problemas sistémicos. Por su parte, los trastornos pigmentarios debidos a problemas
en la melanogénesis o el transporte de los melanosomas a los queratinocitos tienen una
menor incidencia entre la poblacion (Fitzpatrick, 2009). A continuacién, haremos un repaso de

los principales trastornos de la pigmentacion:

1.5.1. Trastornos hipopigmentarios.

A continuacion, se detallaran algunos de los numerosos trastornos que pueden

provocar déficits en la pigmentacion de la piel, iris y/o pelo.

1.5.1.1. Albinismo oculocutaneo.

Este trastorno genético de diverso origen esta caracterizado por una ausencia parcial
o total de la pigmentacion, que puede darse en piel, pelo y ojos. Ademas, viene relacionado
con deficiencias en la agudeza visual y con el movimiento rapido e incontrolado de los ojos
conocido como nistagmo. El albinismo oculocutaneo, también conocido como AOC, es el mas
prevalente dentro de los trastornos hipopigmentarios, y engloba realmente a un amplio

espectro, existiendo los albinismos oculocutaneos de tipo: 1, 2, 3y 4.

e AOC1:es debido a mutaciones en el gen TYR que codifica la enzima tirosinasa,
conduciendo a la formacién de enzimas sin actividad catalitica o con actividad
reducida. Estas mutaciones pueden ser de todo tipo (deleciones, inversiones,
terminadoras de lectura, etc.) y cuando provocan la pérdida completa de la
funcionalidad de tirosinasa, dan lugar al tipico fenotipo “albino”, con ausencia
de pigmentacién en la piel y el pelo, y un iris transparente por lo general, pero
que también puede ser rosado en los primeros afos de vida y tornarse gris/azul

con el paso del tiempo (Spritz et al., 1990, Hutton et al., 2008).
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e AOC2: es mas habitual entre africanos, afroamericanos y poblaciones
aborigenes americanas, y se debe a una mutacion en el gen que codifica para
la proteina P, por lo que parece relacionado con un pH acido en sus
melanosomas, siendo principalmente afectada la sintesis de eumelanina. En
cuanto al fenotipo, suelen tener pelo rubio y ausencia de pigmentacion en la

piel, con posible desarrollo de pecas con el paso del tiempo (Brilliant, 2001).

¢ AOC3: de menor incidencia, puede estar provocada por 4 tipos de mutaciones
distintas en el gen TYRP-1. Ademas, el fenotipo no es totalmente falto de
pigmentacion, sino que puede manifestar un color un tanto marrén e incluso

tonos rojizos (Fitzpatrick, 2009).

e AOC4: se trata de un trastorno muy poco frecuente, que suele aparecer en
poblaciones asiaticas. Puede ser derivado de un conjunto de posibles
mutaciones en el gen MATP, que codifica para una proteina de transporte
asociada a la membrana, originando un conjunto de fenotipos que van desde
la completa ausencia de melanina, hasta un pequefio grado de pigmentacion
(Fitzpatrick, 2009).

Figura 33. Nifio afectado por albinismo oculocutaneo.
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1.5.1.2. Sindromes de Prader-Willi y de Angelman.

Se trata de sindromes son poco comunes con un amplio espectro sintomatolégico. En
el caso del sindrome de Prader Willi, algunas de las caracteristicas mas habituales son la
sensacion constante de hambre o la disminucién del tono muscular, mientras que el sindrome
de Angelman suele verse caracterizado por deficiencia mental, actividad excitable y una
personalidad feliz. Sin embargo, ambos trastornos tienen en comun la afectacion del gen que
codifica para la proteina P, al igual que en el AOC2, por lo que también pueden presentar

cierto grado de albinismo con un fenotipo similar (Fitzpatrick, 2009).

1.5.1.3. Sindrome de Griscelli.

El sindrome de Griscelli es un trastorno con multiples manifestaciones, entre las que
se encuentran problemas neurolégicos, inmunitarios e hipopigmentarios. La hipopigmentacion
es debida a un problema en el mecanismo de transporte melanosomal, con motivo de un
defecto en alguna de las proteinas miosina Va, rab27a o melanofilina, que forman un complejo

de transporte del melanosoma (Wei, 2006).

1.5.1.4. Sindrome de Chédiak-Higashi.

Este trastorno se caracteriza por una hipopigmentacién de la piel variable y cabello
rubio plateado, problemas del desarrollo neurolégico e inmunolégico, y hemorragias. La causa
de la hipopigmentacion parece radicar en una disfuncién del transporte lisosomal, debido a
una mutacion en el gen LYST, que provoca la formacion de melanosomas gigantes
hipopigmentados y su incapacidad para ser transferidos a los melanocitos (Introne et al.,
1999).

1.5.1.5. Sindrome de Waardenburg.

En este caso, se trata de un sindrome que abarca un amplio espectro de posibles
mutaciones, entre las que se encuentran las de los genes PAX3, SOX10 y MITF, relacionados
con la melanocitogénesis, que provocan problemas en el desarrollo de los melanocitos. La
variedad de posibles mutaciones implica la existencia de diferentes fenotipos, entre los que
se encuentran diferentes grados de hipoacusia o deficiencias en el desarrollo craneofacial,

aunque todos muestran hipopigmentacién en piel, pelo e iris (Tassabehiji et al., 1995).
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1.5.1.6. Piebaldismo.

El piebaldismo es provocado por una mutaciéon en un protooncogén denominado KIT,
que codifica para un receptor que induce la fosforilacion del gen MITF. Este parece ser el
motivo por el que no se produce un desarrollo adecuado de los melanocitos, presentando de
esta manera parches hipopigmentados en la parte ventral y lateral del tronco y la parte media

de las extremidades (Fleischman et al., 1991).

1.5.1.7. Vitiligo.

El vitiligo es una de las enfermedades de la pigmentacién con mayor incidencia,
llegando al 1% en algunos grupos poblacionales. Se puede manifestar en cualquier momento
de la vida, pero suele aparecer en la infancia o en la edad adulta temprana, consistiendo en
la aparicién de manchas hipopigmentarias en cualquier parte del cuerpo, a consecuencia de
la destruccion de melanocitos. EI motivo de esta destruccion no esta claro, pero se han
hipotetizado con causas autoinmunes, bioquimicas, nerviosas, citotoxicas y virales. Aunque
la teoria autoinmune goza de gran popularidad, debido a que se ha establecido la asociacion
entre la enfermedad y la presencia de ciertos anticuerpos circulantes, no esta claro que esta

presencia sea causa o consecuencia del trastorno (Essien et al., 2014).

Figura 34. Hombre afectado por vitiligo.
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1.5.1.8. Otros trastornos que pueden causar hipopigmentacion.

La lista de trastornos capaces de provocar algun tipo de falta de pigmentacion es muy
extensa, por lo que nos limitaremos a mencionar algunos de ellos, en funcién de si provocan

una hipopigmentacién congénita o adquirida.

¢ Hipopigmentacién congénita: sindrome de Hermansky-Pudlak, sindrome de

Tietz, discromatosis simétrica hereditaria, sindrome de Elejalde, etc.

e Hipopigmentacion adquirida: pitiriasis versicolor, Ilupus eritematoso,

esclerodermia, liquen escleroso, hipotiroidismo, anemia, etc.

Piel adulta
diferenciada — Trastornos
de la biosintesis de melanina

Desarrollo embrionario de
los melanaocitos = Trastornos
congeénitos de la pigmentacion

E
1)
L]
9 L
SWi1-4 TYR Defectos enzimaticos
gfnsr?crjr.\e de Tietz TYRP1I (AOC1, AOC3)
ERAtE P Funcién de los
MATP melanosomas

(AOC2-4)

Formacion, transporte
y transferencia
de melanosomas —
Trastornos de la formacion
y el trafico de vesiculas

AP3B-HPS2

DTNBP1-HPS7
BLOC1S3-HPS8

Otros productos del gen del SHP
LYST-Chédiak-Higashi

MYOS5A, MLPH, RAB27A-
sindrome de Griscelli

(véase el cap. 73)

Figura 35. Melanocitogénesis y alguno de los trastornos que pueden afectarla. SHP: sindrome
de Hermansky-Pudlak; AOC: albinismo oculocutaneo; SW: sindrome Waardenburg
(Fitzpatrick, 2009).
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Figura 36. Ejemplo de algoritmo para identificar algunos de los posibles trastornos que

pueden provocar alteraciones hipopigmentarias (Fitzpatrick, 2009).
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1.5.2. Trastornos hiperpigmentarios.

A continuacién, se detallaran algunos de los numerosos trastornos que pueden

provocar un exceso en la produccién de melanina.

1.5.2.1. Incontinencia pigmentaria.

Esta enfermedad esta circunscrita a mujeres, ya que es de tipo dominante y ligada al
cromosoma X, siendo letal para los embriones de sexo masculino. Se debe a una mutacién
en el gen NEMO, que controla un factor nuclear denominado NF-kB, llevando consigo
alteraciones en el sistema nervioso central, y toda una serie de manifestaciones secuenciales,
entre las que se encuentra la aparicion de manchas, debido a un traspaso incontrolado de
melanina desde la epidermis a la dermis (Happle, 2003).

1.5.2.2. Nevo de Ota.

El nevo de Ota provoca la aparicion de una pigmentacion azul/negra y gris/marrén en
zonas del ojo y la piel de alrededor, debido a la aparicion de melanocitos dendriticos en la
dermis de esas zonas, e incluso pudiendo llegar a la mucosa. Esto puede llegar a

comprometer la funcion visual del afectado (Zembowicz et al., 2004).

Figura 37. Ejemplos de afectacion por Nevo de Ota.
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1.5.2.3. Lentiginosis.

Realmente, la lentiginosis no es un trastorno, sino la denominacion que se aplica a la
aparicion de lentigos, que son puntos aparecidos por la hiperplasia de melanocitos
circunscritos unicamente a la epidermis, y que pueden ser causados por diferentes trastornos
como el complejo de Carney, el lentigo simple, el lentigo solar, el melanoma lentiginoso acral,
el nevus lentiginoso moteado, el sindrome de Peutz-Jeghers y el sindrome LEOPARD
(Stratakis, 2000).

Figura 38. Manchas caracteristicas de la lentiginosis.

1.5.2.4. Enfermedad de Addison.

La enfermedad de Addison tiene como origen un dafo en las glandulas suprarrenales,
debido a causas autoinmunes, infecciones, tumores o hemorragias. Esto provoca una
segregacion anormalmente baja de hormonas glucocorticoides, mineralcorticoides y sexuales,
asi como hiperpigmentacion en zonas expuestas al Sol, que hayan sufrido traumatismo o que

formen parte de pliegues corporales (Fitzpatrick, 2009).

1.5.2.5. Feocromocitoma.

Este trastorno esta provocado por un tumor en la médula suprarrenal, que conlleva un
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aumento de la produccién de catecolaminas, asi como una hiperpigmentacion debida al
aumento en las hormonas ACTH y MSH (Falhammar et al., 2018).

1.5.2.6. Melasma.

El melasma es un tipo de trastorno de origen multiple, pero cuyos factores de origen
son hormonales y genéticos en combinacion con la exposicién al Sol. Su prevalencia es mayor
entre las mujeres, a partir de la adolescencia, y se manifiesta en forma de manchas en zonas
de la cara, con una presencia excesiva de melanina principalmente en la epidermis, pero
también posible en la dermis (Ogbechie-Godec et al., 2017).

Figura 39. Mujer afectada por melasma.

1.5.2.7. Melanoma.

El melanoma es uno de los tipos de cancer que puede sufrir la piel, y que se origina en
los melanocitos, por un crecimiento descontrolado de estos. El factor desencadenante
principal es la exposicidon excesiva a los rayos UV, aunque existen otros factores de riesgo
que pueden aumentar la probabilidad de desarrollarlo, como es la posesion de una
pigmentacion clara, de pecas adquiridas no congénitas, antecedentes de melanoma y la
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presencia de ciertas mutaciones, como las que afectan a los genes CDKN2A, BRAF y MC1R
(Curtin et al., 2005).

e Mutaciones en el gen CDKN2A: este gen codifica para la proteina p16, que
se encarga de parar el ciclo celular en la fase G1, a través de su unién a las
quinasas dependientes de ciclinas CDK4 y CDK6. Al no existir una proteina p16
funcional, estas quinasas fosforilan la proteina de retinoblastoma, que libera un
factor de transcripcion E2-F, llevando la célula a la fase S y provocando su
divisién descontrolada. También se ha visto que ciertas mutaciones en CDK4
hacen resistente a esta ciclina, frente a la inhibicion de p16, desencadenando
el mismo efecto, aunque la frecuencia de este caso es sensiblemente menor
(Curtin et al., 2005).

o Mutaciones en el gen BRAF: la proteina B-RAF es una quinasa que
desencadena una cascada de fosforilaciones, a través de una serie de
proteinquinasas, que regula el crecimiento y la proliferacion celular. Las otras
quinasas implicadas segun su orden de actuacién son Ras, Raf, Mek, Erk
(Curtin et al., 2005).

e Mutaciones en el gen MC1R: como vimos anteriormente, el receptor para el
que codifica este gen desarrolla un papel importante en el proceso de la
melanogénesis. Se ha comprobado que las mutaciones germinales en este gen
favorecen el desarrollo de una piel clara, lo que aumenta las posibilidades de

desarrollar melanoma u otros tipos de cancer de piel (Miller et al., 2006).

1.5.2.8. Otros trastornos que pueden causar hiperpigmentacion.

Entre la amplia lista de trastornos que pueden causar hiperpigmentacion, también

tenemos los siguientes:

¢ Hiperpigmentacion congénita: hipermelanosis nevoide lineal y espiralada,

disqueratosis congénita, nevo de Ito, manchas mongdlicas, etc.

¢ Hiperpigmentacion adquirida: hipertiroidismo, sindrome de Cushing,

sindrome de Nelson, acantosis nigricans, etc
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL.

El principal objetivo de esta tesis es avanzar en el estudio del mecanismo de catalisis
de tirosinasa, estableciendo una posible metodologia cinética para diferenciar entre sustratos
alternativos, activadores e inhibidores de la enzima, y después caracterizar cinéticamente
cada compuesto de manera individual, todo ello, utilizando diferentes aproximaciones

experimentales.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

¢ Considerar la reactividad e inestabilidad de los productos (o-quinonas) en la accion

de tirosinasa sobre monofenoles y o-difenoles.

e Clarificar la accién de las aminoacetofenonas en la catalisis llevada a cabo por

tirosinasa, y asi poder explicar los procesos de inhibicién y activacion.

o Disefar un método cinético para poder distinguir entre un sustrato y un inhibidor de

tirosinasa.

o Apoyar los analisis cinéticos mediante estudios de simulacion cinética, y de

acoplamiento molecular digital o docking.

¢ Investigar la accion de un fotoprotector como la 2,2',4,4'-tetrahidroxibenzofenona en

la ruta de biosintesis de melanina.

e Caracterizar la doble accion de la 2,2',4,4'-tetrahidroxibenzofenona en la catalisis
de tirosinasa, por una parte, inhibiendo a la enzima, y por otra, acelerando la

evolucién del producto de la reaccion.

e Completar los resultados experimentales sobre la accion de la 2,2'.4,4'-

tetrahidroxibenzofenona sobre tirosinasa con estudios de docking.

¢ Abordar el estudio de la accién de tirosinasa sobre a- y B-arbutina, identificandolos

como sustratos y no como inhibidores.
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o Caracterizar cinéticamente estos sustratos, mediante la aplicacion de métodos de
medida que permiten estabilizar el producto de la reaccion enzimatica, gracias al

ataque de un nucledfilo potente.

¢ Aplicar los estudios de docking sobre estas moléculas (a y B-arbutina) y tirosinasa

para confirmar y explicar los resultados cinéticos.

e Abordar el estudio y caracterizacion de desoxiarbutina, un sustrato Unico que

explica el mecanismo de tirosinasa.

e Confirmar experimentalmente que tirosinasa hidroxila desoxiarbutina a su
correspondiente o-difenol para, a continuacion, oxidarlo a o-quinona, sin liberar o-

difenol al medio.

e Aplicar estudios de dinamica molecular para explicar la ausencia de liberacién de

o-difenol al medio en la accidn de tirosinasa sobre desoxiarbutina.

o Estudiar los derivados que se comportan como sustratos suicidas: acido cafeico y

su nonil éster.

o Estudiar cinéticamente la accion de tirosinasa sobre sus sustratos en presencia de

acido cinamico y algunos derivados.

e Clarificar la naturaleza como sustratos o inhibidores de la enzima, por parte de los

derivados del acido cinamico.

e Disefar métodos de medida de la actividad enzimatica sobre los distintos derivados

del acido cinamico que son sustratos de la enzima.

e Caracterizar cinéticamente los derivados del acido cinamico que actuan como

inhibidores de tirosinasa.

o Aplicar los estudios de docking a la union de estos compuestos a oxitirosinasa.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. REACTIVOS Y MATERIALES.

3.1.1. Reactivos.

La gran mayoria de reactivos, asi como sustratos e inhibidores de tirosinasa fueron
adquiridos de Sigma (Madrid, Espafia), siendo los siguientes: L-dopa, L-tirosina, 4-tert-
butilcatecol (TBC), peryodato sddico (NalOs), dimetilsulfoxido (DMSO), acido ascérbico (AH2),
2,2' 4 4'-tetrahidroxibenzofenona  (Uvinul D50), acido 3-aminobenzoico, acido 4-
aminobenzoico, B-nicotinamida adenina dinucleétido reducida (NADH), acido p-cumarico (p-
CA), acido cafeico (CAFA), clorhidrato de 3-metil-2-benzotiazolinona hidrazona (MBTH),
perdxido de hidrégeno (H202), a'y B-arbutina, desoxiarbutina (D-Ar) y dimetilformamida (DMF),
acido 3-(3,4-dihidroxifenil)propionico (DHPPA), acido 3,4-dihidroxifenilacético (DHPAA), acido
protocatecuico (PCA), acido cinamico, acido 2-hidroxicinamico, acido 3-hidroxicinamico, acido
4-hidroxicinamico, acido 3,4-dihidroxicinamico acido 2-metoxicinamico, acido 3-
metoxicinamico y acido 4-metoxicinamico de Sigma (Madrid, Espafa). Sin embargo, los
compuestos 3-aminoacetofenona y 4-aminoacetofenona fueron obtenidos de ACROS Co.
(Madrid, Espana).

Por su parte, el n-nonil cafeato tuvo que ser sintetizado. Para ello, se afiadieron
cantidades cataliticas de acido sulfurico a una disolucion de CAFA (100 mg, 0.6 mM) en
nonanol (10 mL) y la mezcla fue agitada a 100°C durante 6 horas. Después de este tiempo, el
nonanol fue eliminado mediante destilacion en vacio, y el sélido resultante fue cristalizado en

éter, obteniendo el producto de interés como un sélido blanco.

Las disoluciones de trabajo de los diferentes compuestos fendlicos fueron preparadas
en acido fosférico 0.15 mM de solucién acuosa para evitar la autooxidacion. Ademas, los
compuestos Uvinul D50, acido cinamico, acido 2-hidroxicinamico, acido 3-hidroxicinamico,
acido 4-hidroxicinamico, acido 3,4-dihidroxicinamico acido 2-metoxicinamico, acido 3-
metoxicinamico y acido 4-metoxicinamico fueron solubilizados utilizando pequefios
porcentajes de DMSO, debido a su alta hidrofobicidad. Por su parte, la D-Arb fue solubilizada
en DMF al 8%, siendo este compuesto, ademas, purificado para evitar posibles
contaminaciones por o-difenol, pasandolo por una columna de 1 centimetro de diametro que

contenia 2 gramos de oxido de aluminio suspendido en 0.5 M de acetato amoénico de pH 6.1,
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y purificando la disolucion mediante una cromatografia con la resina Chelex-100 (Biorad) para

quitar trazas de iones metalicos.

Toda el agua usada fue purificada previamente en un sistema Milli-Q (Millipore Corp.,
Billerica, MA.).

3.1.2. Obtencion de tirosinasa.

La tirosinasa de champifion (3130 U/mg) también fue obtenida de Sigma (Madrid,
Espafa) y se purificod gracias a un método modificado respecto al propuesto por Duckworth y
Coleman (Duckworth et al., 1970), que implica la utilizacion de diversas técnicas con sulfato
amonico y tampon fosfato sédico 0.1 M, pH 7.0, asi como una serie de purificaciones y
filtraciones mediante el uso de diversas columnas y cromatografias. Por ultimo, para calcular
la concentracion enzimatica, se tuvo en cuenta el valor de peso molecular de 120000 Dalton

asignado a tirosinasa de champifidn en la bibliografia (Jolley et al., 1974).

Respecto a la cuantificacion de las proteinas presentes en los diferentes extractos
obtenidos durante los experimentos, se llevé a cabo el método de Bradford (Bradford, 1976),
que mejora el formulado por Lowry previamente (Lowry et al., 1951), ya que simplifica el
procedimiento reduciendo de 3 a 1 el numero de reactivos utilizados y de 30 a 5 minutos de
tiempo empleado, asi como reduce el numero de interferentes. Para llevar a cabo el método,

se utilizé el kit comercial Bio-Rad®© y albumina de suero bovino como estandar.

El método se basa en el cambio de longitud de onda de 465 nm hasta 595 nm en la
absorcion de una proteina cuando se une a una disolucion acida de azul Coomassie G-250.
El nivel de absorbancia a 595 nm obtenido se introduce en una recta de calibrado realizada

con albumina de suero bovino.
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3.2. EQUIPOS Y METODOS.

3.2.1. Espectrofotometria

Los ensayos espectrofotométricos fueron llevados a cabo en un espectrofotometro
Perkin-Elmer Lambda-35 (Perkin-Elmer, Massachusetts, USA) controlado por el software UV-
Winlab con un ordenador PC-compatible 486DX, donde los datos cinéticos eran grabados,

almacenados y analizados.

Los experimentos fueron realizados en cubetas de referencia de 1ml a una temperatura
constante de 25°C, con un bafio circulante Haake D1G y un termémetro digital Cole-Parmer
que posee una precision de + 0.1°C. En cuanto a la determinacién de la actividad enzimatica
de tirosinasa, se llevaron a cabo diferentes métodos en funcién del sustrato estudiado (Garcia-
Molina et al., 2007b).

3.2.1.1. Ensayos de actividad enzimatica de tirosinasa.

La actividad de tirosinasa sobre L-dopa y L-tirosina fue medida a 475 nm, la longitud
de onda de maxima absorcion que posee el dopacromo formado (Garcia-Molina et al., 2007b).
Las actividades sobre TBC, acido 3-hidroxicinamico, acido 4-hidroxicinamico y acido 3,4-
dihidroxicinamico fueron medidas mediante el seguimiento de o-tert-butilquinona (o-TBQ) y el
resto de las respectivas quinonas a 410 nm. Sin embargo, el seguimiento de la actividad sobre
TBC en presencia de 3-aminoacetofenona y 4-aminoacetofenona se realizd a 480 nm, maximo

de absorbancia del aducto entre aminoacetofenonas y la o-TBQ.

Actividad monofenolasa.

Para conseguir medir la actividad monofenolasa de la enzima sobre L-tirosina, sin el
periodo de retardo que causa la acumulacion de o-difenol en el medio, se afiadieron
cantidades cataliticas de L-dopa (en una relacion dada por R = [D]ss/[M]ss= 0.042 (Fenoll et al.,
2001)) que permitieran alcanzar el estado estacionario al sistema a tiempo 0. [D]ss y [M]ss se
refieren a las concentraciones de o-difenol y monofenol en estado estacionario
respectivamente, siendo [M]ss~[M]o (Garcia-Molina et al., 2007b). Por su parte, la actividad de
tirosinasa sobre el monofenol p-CA se caracterizé mediante el seguimiento de la formacion de
cafeoquinona (CAFQ) a 410 nm, y en el punto isosbéstico generado entre CAFA y CAFQ a

334 nm, ya que el CAFA fue afiadido para alcanzar el estado estacionario a t = 0, segun la
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ecuacion R = [CAFA]ss/[p-CAlss = 0.025.

Actividad monofenolasa sobre sustratos que no acumulan o-difenol en el medio.

Cuando el monofenol no acumula o-difenol en el medio al actuar como sustrato de
tirosinasa, se necesitan seguir otros métodos que generen Eo., que es activa sobre
monofenoles. Para ello utilizamos: (a) H20., que transforma la En en Eo; (b) AH2, que pasa
Em a Eq que, a su vez, se transforma en Eox en presencia de oxigeno; (c) TBC catalitico, que
produce el mismo efecto que el AHa, junto con un reductor como el NADH para que este TBC
no se agote y se vaya regenerando continuamente (Rodriguez-Lopez et al., 1992, Jiménez et
al., 1996, Rodriguez-Lopez et al., 2001, Garcia-Molina et al., 2012, Garcia-Molina et al.,
2014b).

Actividades monofenolasa y difenolasa sobre sustratos que originan o-quinonas que
no evolucionan con una estequiometria definida

En ciertas ocasiones, ciertos sustratos de tirosinasa generan o-quinonas que no
evolucionan con una estequiometria definida, lo que imposibilita su caracterizacion de manera
directa. En estos casos, se utilizé MBTH (Espin et al., 1995a, Espin et al., 1998c), un potente
nucledfilo que, a través de su grupo amino, ataca las o-quinonas dando lugar a un aducto que,
a su vez, es oxidado por otra molécula de o-quinona, llevando asi a una acumulacion de o-
difenol en el medio que permite al sistema alcanzar el estado estacionario (Rodriguez-Lopez
et al., 1994). Este aducto posee una gran absortividad molar y estabilidad que, junto con la
rapidez de el ensayo, hace el ensayo recomendable para determinar las actividades

monofenolasa y difenolasa de la enzima.

Método cronométrico.

La reactividad de las quinonas imposibilita la correcta caracterizacion de la actividad
de tirosinasa sobre algunos sustratos. Por ello, desde nuestro grupo de trabajo se han ideado
métodos alternativos, como el método cronométrico que va midiendo el tiempo que las o-
quinonas generadas tardan en consumir una pequena cantidad de AHz que, en nuestro caso,

nos permitié caracterizar la actividad enzimatica de tirosinasa sobre CAFA. De este modo,
medimos el tiempo (t) que tarda el acido ascorbico en consumirse, que coincide con el

momento en que el producto de la reaccidon comienza a acumularse en el medio, lo que puede
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observarse a 410 nm, y que es utilizado para determinar el valor de la velocidad inicial (VOQ)

(Mufoz-Mufioz et al., 2006, Garcia-Molina et al., 2007b)

Cuando no se encuentra el acido ascoérbico en el medio, podemos determinar la

concentracion de o-quinona (Q) a un tiempo (t) determinado como:
[Ql= Vy't (1)

Por su parte, cuando hay una concentracion inicial distinta de 0 de acido ascorbico

([AH2]0), hay que restar la concentracion de o-quinona reducida por el acido ascorbico:
[Q]= V't - [AHz]o 2)

Si T es el tiempo que necesita la enzima para producir la misma concentracion de o-

qguinona que [AHz]o, entonces:

V2t = [AHzo (3)
y asi:
o [AH, ], @)
T

Método de desaparicion de acido ascérbico.

Como en el anterior caso, este método nos permite caracterizar sustratos de tirosinasa
como el CAFA que generan o-quinonas inestables. EI NADH es oxidado por las o-quinonas
generadas, siendo la velocidad inicial de la desaparicion de NADH, medida a 380 nm, igual a
la velocidad inicial de formacién de la o-quinona, ya que la estequiometria de la reaccion es
1:1. Ademas, de esta manera se mantiene constante la concentracién sustrato como resultado

de la reduccion de la o-quinona por parte del NADH.

3.2.2. Analisis cineético.

Los grados de inhibicion (i) fueron calculados de acuerdo con la formula i (%) = [(Vo-
Vi)/Vo] x 100, donde V, es la velocidad inicial del control y Vi es la velocidad inicial en presencia
de la molécula objeto de estudio. Estas velocidades iniciales fueron obtenidas mediante ajuste

de regresion lineal de las secciones iniciales de los registros experimentales, usando el
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programa Sigma Plot 9.0 para Windows (Jandel-scientific, 2006)

Por su parte, en el caso de los sustratos alternativos, se calcularon las velocidades
iniciales con diferentes concentraciones de sustrato, ajustando los datos por regresion no

lineal a la ecuaciéon de Michaelis-Menten, para obtener los valores de Kv Y Vimax.

3.2.3. RMN.

Los espectros de RMN-13C se obtuvieron gracias a un aparato Bruker Avance de 300
MHz para CAFA, DHPPA, D-Arb y B-Arb, y de 400 MHz para 2-hidroxicinamico, acido 3-
hidroxicinamico, acido 4-hidroxicinamico, acido 3,4-dihidroxicinamico acido, DHPAA y PCA.
Los valores de desplazamiento quimico (&) fueron medidos usando DMSO como disolvente a
298 K y tomando como referencia los obtenidos para el tetrametilsilano (6 = 0), usando las
sefales del carbono del disolvente deuterado. El grosor maximo de linea aceptado para cada

espectro de RMN fue de 0.06 Hz y un error maximo para cada pico de + 0.03 ppm.

3.2.4. Estudios de docking.

Los estudios bioinformaticos sobre acoplamiento molecular digital o docking, fueron
llevados a cabo para estudiar el centro activo de la tirosinasa de champifién, usando 3-
aminoacetofenona, 4-aminoacetofenona, Uvinul D50 (en sus formas protonada y
desprotonada), p-CA, CAFA, n-nonil cafeato, 2-hidroxicinamico, 3-hidroxicinamico, a-arbutina,
B-arbutina y D-arbutina, asi como los derivados orto-hidroxilados de estos dos ultimos
compuestos. Las estructuras quimicas del Uvinul D50, los derivados orto-hidroxilados de -
Arb y D-Arb, 3-aminoacetofenona, 4-aminoacetofenona, n-nonil cafeato, p-CA y CAFA fueron
construidas con el programa PyMOL 1.8.4.0 (Schrodinger, 2010), mientras que las estructuras
quimicas del resto de ligandos se obtuvieron en el PubChem Substance y el Compound
database (Kim et al., 2015) a través de los identificadores CID: 158637 para la a-arbutina,
CID: 346 para la B-arbutina, CID: 1745519 para la D-Arb, CID 11968 para el acido 2-
hidroxicinamico y CID 637541 para el acido 3-hidroxicinamico. Las geometrias de los
compuestos fueron optimizadas al minimo de energia con el software MOPAC2016 (Steward,
2012) y con el hamiltoniano semiempirico PM7 (Stewart, 2013). También se realizaron

computaciones mecanico-cuanticas ab initio para refinar la estructura y calcular las cargas
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Léwdin de los atomos, utilizando el software Firefly QC (Granovsky, 2016), que esta
parcialmente basado en GAMESS (US) (Schmidt et al., 1993). Ademas, los calculos fueron
optimizados con el método DFT/B3LYP1 con el conjunto base 6-31G. Los analisis de las
matrices hessianas fueron usados para optimizar la estructura con la minima energia potencial

de superficie.

La estructura molecular de tirosinasa fue tomada del Protein Databank con el nimero
de acceso 2Y9W (Fujieda et al., 2013b), correspondiente a la forma desoxi (Eq) de la enzima
de Agaricus bisporus. Su estructura fue preparada anadiendo atomos de hidrégeno y quitando
las moléculas de agua no funcionales, mientras que las formas En y Eox fueron creadas
mediante una pequefia modificaciéon del centro binuclear de cobre como se ha descrito
previamente (Maria-Solano et al., 2016). Las uniones rotatorias en los ligandos y las cargas
parciales Gasteiger de los ligandos y la proteina fueron asignadas mediante el programa
AutoDockTools4 (Sanner, 1999, Morris et al., 2009).

Por su parte, el paquete AutoDock fue usado para llevar a cabo el acoplamiento
molecular, y el algoritmo genético de Lamarck fue elegido para explorar la regién de unién con
el objetivo de encontrar los mejores conféormeros. El niumero maximo de evaluaciones de
energia fue fijado a 25000000, el numero de ciclos de docking independientes a 100 y el del
tamario de la poblacion a 200. El tamafio de la red se fij6 en 35x35x35 puntos de red (x, y, z)
para p-CA, CAFA, n-nonil cafeato, a-arbutina, B-arbutina, 2-hidroxicinamico y 3-
hidroxicinamico, y en 45x45x45 para 3-aminoacetofenona, 4-aminoacetofenona, Uvinul D50,
manteniendo un espacio entre los puntos de red de 0.375 A con el programa AutoGrid 4.2.6
(Huey et al., 2007), mientras que otros parametros del AutoDock fueron usados por defecto.
PyMOL y AutoDockTools4 fueron empleados para editar e inspeccionar la estructura de las
moléculas y sus conformaciones de unién, siendo las dinamicas moleculares dirigidas
mediante el programa GROMACS 5.0.7 (Abraham et al., 2015).

3.2.5. Simulacion cinética.

La obtencién de resultados empiricos nos permite desarrollar modelos cinéticos de las
reacciones acontecidas en los experimentos. Estos modelos son disefiados y simulados
mediante el programa informatico WES (Garcia-Sevilla et al., 2000) de integracion numérica
que esta basado en el algoritmo de Runge-Kutta-Fehlberg (Gerald et al., 1989) y en el método

predictor-corrector de Adams-Moulton, con un error maximo de 2,22 x 10° unidades de
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concentracion. Utilizando este programa, una vez introducidas las ecuaciones diferenciales
que representan las diferentes etapas de un mecanismo de reaccion, se puede simular de una
manera rapida y accesible la evolucion de las concentraciones de los ligandos y especies
enzimaticas involucradas. De esta manera, la simulacion cinética nos permite anticipar los
posibles resultados a obtener en los experimentos previstos, cuando nos basamos en
mecanismos de reaccion ya conocidos, ayudandonos asi a ajustar las concentraciones
iniciales de cada compuesto, asi como nos permite refrendar mecanismos de reaccion

propuestos a partir de nuevos resultados experimentales.

Tanto las ecuaciones diferenciales propuestas para cada mecanismo de reaccion,
como los valores de las constantes cinéticas (en consonancia con los valores obtenidos
experimentalmente), y de las concentraciones iniciales de los compuestos son descritos en

las publicaciones adjuntas.

3.2.6. Analisis de cromatografia liquida de alta eficacia.

Los analisis de cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) se realizaron para
confirmar que, durante los experimentos con a-arbutina y B-arbutina, no se producia la
hidrdlisis de estos compuestos, lo cual fue confirmado. Estos experimentos fueron llevados a
cabo con un cromatografo Agilent 1200 Rapid Resolution acoplado a un detector fotodiodo
(UHPLC-DAD). Las muestras fueron filtradas para quitar posibles particulas, e inyectadas (20
ul) en una columna Kinetex Core Shell C-18 (Phenomenex, Torrance) de fase reversa de 100
x 4.60 mm, con un tamafo de particula de 2.6 um y un tamafo de poro de 100 A. La fase
movil estaba compuesta de agua (A) y acetonitrilo (B), ambos con un 0.1% de acido férmico,
y un gradiente escalonado con diferentes tramos: 0 - 30 min, 5 - 8% B; 30 - 32 min, 8 - 95%
B; 32 - 35 min, 95% B. Ademas, la temperatura de la columna se mantuvo a 25°C. Finalmente,
el cromatograma obtenido se analizé con el programa Agilent ChemStation (Agilent
Technologies, Madrid) utilizando para detectar los compuestos, las longitudes de onda 195,
210, 280, 340, 400, 450, 475 y 500 nm (Avonto et al., 2016).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. ESTUDIO DE LA INHIBICION DE 3-/4-AMINOACETOFENONAS
SOBRE TIROSINASA.

El estudio del efecto de las 3-/4-aminoacetofenonas sobre tirosinasa dio lugar a la

siguiente publicacion.

4.1.1. Titulo.

Study of the inhibition of 3-/4-aminoacetophenones on tyrosinase.

4.1.2. Autores.

Garcia-Jimenez, A., Teruel-Puche, J.A., Ortiz-Ruiz, C.V., Berna, J., Tudela, J. y Garcia-

Canovas, F.

4.1.3. Referencia.

Reaction Kinetics, Mechanisms and Catalysis (2017) 120, 1-13,

4.1.4. Resumen.

Cuando se estudia la accion de tirosinasa sobre L-dopa en presencia de 3-
aminoacetofenona, se puede observar inhibicién o activacion en funciéon de la concentracion
de sustrato. Estos efectos opuestos son debidos a reacciones no enzimaticas: cuando la
tirosinasa actua sobre L-dopa, se origina una molécula muy reactiva, o-dopaquinona, que
evoluciona a dopacromo; en presencia de 3-4/-aminoacetofenonas, el grupo amino de estos
compuestos, realiza un ataque nucleofilico sobre las o-quinonas, generando un aducto

incoloro que, a su vez, es oxidado por otra molécula de o-dopaquinona, produciendo un
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compuesto cuya absorbancia es mayor que la del dopacromo, dando lugar a una aparente
activacion. Ese es el motivo por el cual se puede observar una aparente inhibicion o activacion
aparente en funcién de la concentraciéon de L-dopa. Ademas, los estudios de docking sobre el
modo de unién de estas moléculas a las formas Em y Eox de tirosinasa revelan que ambos
compuestos se disponen en el centro activo en un modo similar a como lo hacen los sustratos
monofendlicos de la enzima, confirmando su inhibiciéon. Por ello, proponemos un método

cinético para dilucidar si un compuesto es un verdadero activador o un inhibidor de tirosinasa.

4.1.5. URL.

https://link.springer.com/article/10.1007/s11144-016-1106-6
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4.2. ACCION DE 2,2’,4,4-TETRAHIDROXIBENZOFENONA EN LA
RUTA DE BIOSINTESIS DE LA MELANINA.

Se estudio la accion de la 2,2’,4,4’-tetrahidroxibenzofenona (también conocida como

Uvinul D50) sobre la ruta de las melaninas.

4.2.1. Titulo.

Action of 2,2’,4,4’-tetrahydroxybenzophenone in the biosynthesis pathway of melanin.

4.2.2. Autores.

Garcia-Jimenez, A., Teruel-Puche, J.A., Garcia-Ruiz, P.A., Berna, J., Rodriguez-Lopez J.N.,

Tudela, J. y Garcia-Canovas, F.

4.2.3. Referencia.

International Journal of Biological Macromolecules (2017) 98, 622-629.

4.2.4. Resumen.

La 2,2'4,4'-tetrahidroxibenzofenona (Uvinul D50), una crema usada en cosmeéticos,
tiene dos efectos en la ruta de biosintesis de la melanina. Por un lado, actia como inhibidor
de tirosinasa, mientras que, por otro, acelera la conversion de dopacromo en melanina. En
este trabajo se ha caracterizado el Uvinul D50, se ha caracterizado como un inhibidor
competitivo débil, con una constante de inhibicién aparente de 2.02 + 0.09 mM y un IC50 =
3.82 £ 0.39 mM. Estos valores son mayores que los encontrados en la bibliografia, que tendian
a ser subestimados, posiblemente por la reaccion del Uvinul D50 con el dopacromo producido
a partir de la L-tirosina o el L-dopa, interfiriendo asi en las medidas. Considerando los estudios
de docking con tirosinasa, parece que el Uvinul D50 interacciona con el sitio activo de la
enzima (oxitirosinasa), tanto con la forma protonada como con la desprotonada (pKa= 7). Sin

embargo, no puede ser hidroxilado, lo que significa que es un inhibidor débil y no un sustrato
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alternativo, a pesar de su estructura resorcinol. El Uvinul D50 puede ser usado como crema

solar a bajas concentraciones, sin que ello conlleve efectos adversos significativos sobre la

melanogénesis.

4.2.5. URL.

https://europepmc.org/article/med/28192140
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4.3. CARACTERIZACION ESPECTROFOTOMETRICA DE LA ACCION
DE TIROSINASA SOBRE LOS ACIDOS p-CUMARICO Y CAFEICO:
CARACTERISTICAS DE LA o-CAFEOQUINONA.

Se estudié la accién de tirosinasa sobre el acido p-cumarico y el acido cafeico, asi

como la o-cafeoquinona, dando lugar al siguiente articulo.

4.3.1. Titulo.

Spectrophotometric characterization of the action of tyrosinase on p-coumaric and caffeic acids:

characteristics of o-caffeoquinone.

4.3.2. Autores.

Garcia-Jimenez A., Munoz-Munoz, J.L., Garcia-Molina, F., Teruel-Puche J.A. y Garcia-

Canovas, F.

4.3.3. Referencia.

Journal of Agricultural and Food Chemistry (2017) 65, 3378-3386.

4.3.4. Resumen.

Se proponen nuevos métodos para determinar la actividad de tirosinasa sobre los
acidos cafeico y p-cumarico. Debido a que la o-quinona del acido cafeico es inestable en
presencia de este mismo compuesto, se ha realizado, a través de medidas
espectrofotométricas, la caracterizacion de la desaparicion de agentes reductores acoplados,
tales como la forma reducida de la nicotinamida adenina dinucle6tido. También se ha
caracterizado mediante un método cronométrico, midiendo el tiempo que una concentracién
conocida de acido ascérbico tarda en ser consumida. Mientras, la actividad sobre el acido p-

cumarico ha sido estudiada utilizando el punto isosbéstico originado entre el acido cafeico y
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la o-cafeoquinona, asi como midiendo la formacién de o-quinona a 410 nm, que es estable en
presencia de p-cumarico (ambos en presencia de cantidades cataliticas de acido cafeico,
manteniendo la ratio entre p-cumarico y acido cafeico, R = 0.025). El valor de ket obtenido
para el acido cafeico fue mayor que para el acido p-cumarico, mientras que la afinidad fue
mayor en el caso del acido p-cumarico. Estos valores concuerdan con aquellos obtenidos en

los estudios de docking entre estos sustratos y la oxitirosinasa.

4.3.5. URL.

https://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/acs.jafc.7b00446
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4.4. ACCION DE TIROSINASA SOBRE ALFA Y BETA-ARBUTINA: UN
ESTUDIO CINETICO.

Se realizé un estudio cinético acerca de la accién de tirosinasa sobre la alfa y la beta-

arbutina, dando lugar a este trabajo.

4.4.1. Titulo.

Action of tyrosinase on alpha and beta-arbutin: A kinetic study

4.4.2. Autores.

Garcia-Jimenez A., Teruel-Puche J.A., Berna, J., Rodriguez-Lopez J.N., Tudela, J. y Garcia-

Canovas, F.

4.4.3. Referencia.

PLOS One (2017) 12(5): €0177330.

4.4.4. Resumen.

Los conocidos derivados de hidroquinona, a y B-arbutina, son usados como agentes
despigmentantes. En este trabajo, nosotros demostramos que oxitirosinasa hidroxila la a 'y -
arbutina en la posicion orto del grupo hidroxilo fendlico, dando lugar a un complejo formado
por metatirosinasa con la a o B-arbutina hidroxilada. Este complejo podria evolucionar de dos
maneras: oxidando el o-difenol originado hacia o-quinona y desoxitirosinasa, o liberando el o-
difenol y la metatirosinasa al medio, lo cual produciria la autoactivacion del sistema. En ambos
casos, las quinonas generadas son inestables, por lo que la catalisis no puede ser estudiada
cuantitativamente. Sin embargo, si se usa 3-metil-2-benzotiazolinona hidrazona (MBTH), la o-
quinona es atacada, dando lugar a un aducto que puede ser oxidado por otra molécula de o-

quinona, generando o-difenol en el medio. De este modo, el sistema alcanza el estado
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estacionario y origina un cromoforo que, a su vez, tiene una gran absortividad en el espectro
visible. Esta reaccion nos permitié caracterizar cinéticamente por primera vez a y B-arbutina
como sustratos de tirosinasa, obteniendo unos valores para la constante de Michaelis de 6.5
+ 0.58 mMy 3 £ 0.19 mM, respectivamente. Los datos concuerdan con los obtenidos de los
estudios de docking, que muestran que la enzima tiene una mayor afinidad por la B-arbutina.
Ademas, las constantes cataliticas obtenidas del estudio cinético (kcat = 4.43 + 0.33 87y kcat =
3.7 £0.29 s para a y B-arbutina respectivamente) concuerdan con nuestro prondstico basado
en los estudios de "*C-RMN. Esta caracterizacion cinética de a y B-arbutina como sustratos
de tirosinasa deberia ser tomada en cuenta para explicar los posibles efectos adversos que

puedan generar estos compuestos.

4.4.5. URL.

https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0177330
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4.5. CONSIDERACIONES ESTRUCTURALES Y CINETICAS SOBRE LA
CATALISIS DE DESOXIARBUTINA POR MEDIO DE TIROSINASA.

La catalisis de tirosinasa sobre desoxiarbutina fue estudiada, originando este articulo.

4.5.1. Titulo.

Structural and kinetic considerations on the catalysis of deoxyarbutin by tyrosinase.

4.5.2. Autores.

Garcia-Jimenez A., Teruel-Puche J.A., Garcia-Ruiz, P.A., Saura-Sanmartin, A., Berna, J.,

Garcia-Canovas, F. y Rodriguez-Lopez J.N.

4.5.3. Referencia.

PLOS One (2017) 12(11): e0187845.

4.5.4. Resumen.

Desoxiarbutina, un potente inhibidor de tirosinasa, podria actuar como sustrato de la
enzima. La forma oxitirosinasa es capaz de hidroxilar la desoxiarbutina y terminar el ciclo
catalitico oxidando el o-difenol formado hasta quinona, mientras la enzima pasa a la forma
desoxitirosinasa, la cual evoluciona a oxitirosinasa en presencia de oxigeno. Este compuesto
es el unico descrito que no libera o-difenol después de la hidroxilaciéon. Oxitirosinasa hidroxila
la desoxiarbutina en la posicion orto del grupo hidroxilo fendlico, por medio de una sustitucion
electrofilica aromatica. Como los orbitales del oxigeno y los atomos de cobre no son
coplanares, sino que se encuentran en una posicion axial/ecuatorial, la oxidacion/reduccion
concertada no puede ocurrir, y la liberacion del atomo de cobre para unirse de nuevo en una

posicion coplanar permite la oxidacion/reduccion o la liberacion del o-difenol del sitio activo al
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medio. En el caso de la desoxiarbutina, el o-difenol formado es repelido por el agua debido a
su hidrofobicidad, por lo que se puede unir correctamente y ser oxidado a quinona antes de
ser liberado. Desoxiarbutina ha sido caracterizada con: keat = 1.95 £ 0.06 sy Ky = 33 £ 4 uM.
Los acoplamientos computacionales de la interaccién entre B-arbutina, desoxiarbutina y sus
productos o-difendlicos con tirosinasa muestran como estos ligandos se unen al centro de
cobre de la tirosinasa. La presencia de una barrera energética en la liberacion del producto o-
difendlico de la desoxiarbutina, que no esta presente en el caso de la B-arbutina, junto con las
diferencias en la polaridad y, en consecuencia, en la interaccién con el agua, ayudan a
entender las diferencias en el comportamiento cinético de ambos compuestos. Por tanto, se
ha propuesto que la liberacion del producto o-difendlico de la desoxiarbutina del sitio activo
quizas sea mas lenta que en el caso de la B-arbutina, contribuyendo a su oxidacion a quinona,

antes de ser liberado desde la proteina hacia la fase acuosa.

4.5.5. URL.

https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0187845
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4.6. ACCION DE TIROSINASA SOBRE EL ACIDO CAFEICO Y SU N-
NONIL ESTER. CATALISIS E INACTIVACION SUICIDA.

El estudio de la actividad de la enzima tirosinasa sobre el acido cafeico y su n-nonil

éster dio lugar a este articulo.

4.6.1. Titulo.

Action of tyrosinase on caffeic acid and its n-nonyl ester. Catalysis and suicide inactivation.

4.6.2. Autores.

Garcia-Jimenez A., Teruel-Puche J.A., Garcia-Ruiz, P.A, Saura-Sanmartin, A., Berna, J.,

Rodriguez-Lopez J.N. y Garcia-Canovas, F.

4.6.3. Referencia.

International Journal of Biological Macromolecules (2017) 107, 2650-2659.

4.6.4. Resumen.

Existen diferentes mecanismos para inhibir la accién de tirosinasa, evitando asi la
pérdida de calidad de frutas y vegetales durante su almacenamiento. La accion de tirosinasa
sobre acido cafeico y su n-nonil éster (n-nonil cafeato) fue caracterizada cinéticamente en este
trabajo. Los resultados nos llevaron a proponer que ambos compuestos son sustratos suicidas
de tirosinasa, por lo que establecimos la eficiencia catalitica y de inactivacion. El éster es mas
potente como inactivador que el acido cafeico, y el numero de ciclos realizado por una
molécula de enzima antes de su inactivacion (r) es mayor para el cafeico. Nosotros
propusimos que las propiedades antioscurecimiento y antibacterianas pueden ser debidas a

procesos de inactivacion suicida.
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4.7. CATALISIS E INHIBICION DE TIROSINASA EN PRESENCIA DE
ACIDO CINAMICO Y ALGUNOS DE SUS DERIVADOS.

Se estudio la accién de tirosinasa en presencia de acido cinamico y algunos de sus

derivados, originando el siguiente articulo.

4.7.1. Titulo.

Catalysis and inhibition of tyrosinase in the presence of cinnamic acid and some of its derivatives

4.7.2. Autores.

Garcia-Jimenez A., Garcia-Molina, F, Teruel-Puche J.A., Saura-Sanmartin, A., Garcia-Ruiz,

P.A., Ortiz-Lopez, A., Rodriguez-Lopez J.N., Garcia-Canovas, F. y Mufoz-Muioz, J.

4.7.3. Referencia.

International Journal of Biological Macromolecules (2018) 119, 548-554.

4.7.4. Resumen.

Se ha caracterizado la accion cinética de tirosinasa sobre L-tirosina y L-dopa como
sustratos en presencia de acido cinamico y algunos de sus derivados. Se comprobé que los
acidos cinamico, 2-hidroxicinamico, y 2, 3 y 4-metoxicinamico son inhibidores de tirosinasa,
siendo determinadas el tipo de inhibicion y las constantes de todos ellos. Sin embargo, se vio
que los acidos 3-hidroxicinamico, 4-hidroxicinamico y 3,4-dihidroxicinamico actuan como
sustratos de tirosinasa. Las constantes cinéticas de la catalisis de estos sustratos fueron
determinadas, encontrandose perfectamente correlacionadas con los desplazamientos
quimicos del carbono con el grupo hidroxilo fendlico, revelados mediante RMN. Los estudios
de docking de los acidos 2-hidroxicinamico y 3-hidroxicinamico, mostraron que la tirosinasa

es capaz de hidroxilar el acido 3-hidroxicinamico, pero incapaz de hacerlo con el acido 2-
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hidroxicinamico.
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5. CONCLUSIONES

5.1. CONCLUSIONES ESPECIFICAS

1. Se ha demostrado que las aminoacetofenonas son inhibidores de tirosinasa.

2. Este grupo de inhibidores reaccionan con los productos de la reaccion enzimatica,

las o-quinonas.

3. Se ha disefiado un método cinético para poder distinguir entre auténticos sustratos

alternativos, activadores e inhibidores de tirosinasa.

4. Los estudios de simulacion por integracion numérica del conjunto de ecuaciones
diferenciales correspondientes a los mecanismos cinéticos propuestos, confirman
las dependencias que predicen las expresiones analiticas obtenidas para los

citados mecanismos.

5. Los estudios de docking de las aminoacetofenonas indican su unién a la enzima de

forma que son inhibidores potentes.

6. Se ha estudiado la accion de 2,2'.4,4'-tetrahidroxibenzofenona sobre la ruta de

biosintesis de melanina.

7. La 2,2'4,4'-tetrahidroxibenzofenona se comporta como un inhibidor débil de la
enzima tirosinasa, interaccionando, ademas, con el dopacromo, acelerando su

evolucion hacia melaninas.

8. Se ha demostrado la formacién de una metino quinona por la interaccién de la
2,2'4 4'-tetrahidroxibenzofenona protonada y desprotonada con la molécula de

dopacromo.

9. Se ha comprobado la aceleracién de la destruccion de dopacromo hacia DHICA y
DHI por el reagrupamiento de los hidrégenos en los carbonos a y 3, mediante la
accion de la 2,2',4,4'-tetrahidroxibenzofenona en sus formas desprotonada (reactivo

nucleofilico) y protonada (reactivo electrofilico).

10. Se ha estudiado la accion de tirosinasa sobre el acido cafeico y el acido p-cumarico,
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demostrando que ambos compuestos son sustratos de la enzima.

11.La o-cafeoquinona es inestable en presencia de acido cafeico, pero no en
presencia de acido p-cumarico. Se proponen métodos de medida

espectrofotométricos para caracterizar cinéticamente estos sustratos.

12. Respecto al acido cafeico se proponen dos métodos espectrofotométricos que
miden, bien la desaparicion de un reactivo acoplado como NADH, o bien el tiempo
que tarda en consumirse una cantidad determinada de acido ascorbico en su

reaccion con la o-cafeoquinona (método cronométrico).

13. Se hainvestigado la accion de tirosinasa sobre el &cido p-cumarico utilizando varios
métodos espectrofotométricos, registrandose en el primero el incremento de
absorbancia a una longitud de onda igual a 334 nm, que es el punto isosbéstico del
acido cafeico y su cafeoquinona, y en el segundo midiendo la formaciéon de
cafeoquinona a 410 nm. En ambos métodos, debe anadirse una cantidad catalitica
de acido cafeico, de manera que cumpla una relacion constante de R = [acido

cafeico]/ [acido p-cumarico] = 0.025.

14. Mediante la aplicacidon de los métodos de medida anteriores, se han caracterizado
cinéticamente el acido cafeico y el acido p-cumarico como sustratos de tirosinasa.
La enzima tiene mas afinidad por el acido p-cumarico, pero la rapidez de catalisis
es mayor para el acido cafeico. Los resultados obtenidos estan de acuerdo con los

valores de los estudios de docking.

15. Se ha estudiado la accion de tirosinasa sobre a 'y B-arbutina, demostrando que estos

compuestos son sustratos alternativos de la enzima.

16. El uso de 3-metil-2-benzotiazolina hidrazona como reactivo nucleofilico potente
para atrapar la o-quinona, ha permitido caracterizar cinéticamente la a-arbutina (Kw
=6.5+0.58 MM Y keat = 4.43 £ 0.33 s™") y la B-arbutina (Km = 3 £ 0.19 MM y kcat =
3.77 £0.29 s™).

17. Los estudios de docking de estas moléculas a la forma oxitirosinasa indican que la
enzima tiene mas afinidad por B-arbutina que por a-arbutina, confirmando los

estudios cinéticos.
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18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

Desoxiarbutina, un derivado de hidroquinona, aparentemente inhibe a tirosinasa por

comportarse como un sustrato alternativo de la enzima.

Este monofenol es el Unico sustrato que al ser hidroxilado por la forma oxitirosinasa

origina un o-difenol que es oxidado y no se libera al medio.

La hidrofobicidad del anillo en la desoxiarbutina es la responsable de su particular

mecanismo cinético.

Los estudios de docking, comparando B-arbutina con desoxiarbutina, estan de

acuerdo con la gran afinidad de la enzima por desoxiarbutina.

Se ha caracterizado el acido cafeico y su éster nonilico como sustratos suicidas de

tirosinasa.

El cafeato de nonilo muestra la mayor potencia de catalisis y de inactivacion cuando
se compara con los acidos cafeico, 3,4-dihidroxifenilpropionico, 3,4-

dihidroxifenilacético y 3,4-dihidroxibenzoico.

Los valores obtenidos mediante el estudio de docking del acido cafeico y su éster
nonilico ponen de manifiesto la mayor afinidad del éster (Kq = 0.5 mM), con respecto
al acido (Kq = 1.18 mM).

Se ha estudiado el comportamiento cinético del acido cinamico y algunos de sus
derivados sobre las actividades monofenolasa y difenolasa de tirosinasa sobre L-

tirosina y L-dopa, respectivamente.

El acido cinamico y sus derivados o-hidroxilado, o-metoxilado, m-metoxilado y p-
metoxilado se comportan como inhibidores competitivos. Los valores de la
constante de inhibiciébn en cada una de las actividades son practicamente iguales,

lo que indica que se unen a la misma forma enzimatica.

Los derivados 3-hidroxicinamico y 4-hidroxicinamico se comportan como sustratos

de la enzima y no inhibidores lentos, tal y como se habia descrito en la bibliografia.

Los estudios de docking de estos compuestos con la forma oxitirosinasa estan de

acuerdo con los valores de K] obtenidos en los estudios cinéticos.
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5.1. CONCLUSION GENERAL

Gracias al desarrollo de esta tesis, se ha avanzado en el estudio del mecanismo
cinético y estructural de la enzima tirosinasa, y se han establecido criterios cinéticos para
distinguir entre sustratos alternativos, activadores e inhibidores. Ademas, los estudios de
docking apoyan y confirman los mecanismos propuestos. En consecuencia, se han alcanzado

los objetivos propuestos en este trabajo.
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6. RESUMEN

La enzima tirosinasa es una polifenoloxidasa muy extendida dentro de los diferentes
reinos de los seres vivos y que en humanos y animales se encarga de sintetizar las melaninas.
Esta enzima, ademas, contiene dos iones cobre, que con el oxigeno molecular oxida a

numerosos sustratos fendlicos, relacionados con diversas aplicaciones biotecnoldgicas.

Las melaninas permiten la pigmentacion selectiva de ciertas zonas de la piel, sirviendo
como proteccién frente a la dafiina radiacion ultravioleta. Durante este proceso, la enzima
cataliza dos reacciones: la oxidacién del aminoacido monofendlico tirosina hasta el
aminoacido o-difendlico dopa, y la oxidacion de éste hacia o-dopaquinona. Ambas reacciones
son catalizadas en presencia de oxigeno. Numerosas reacciones no enzimaticas acopladas,

generan finalmente los heteropolimeros melaninas.

La hiperactividad de la enzima tirosinasa en los melanosomas puede originar zonas de
piel hiperpigmentadas o melasmas, o bien la proliferacion incontrolada de los melanocitos

caracteristica del melanoma maligno, uno de los mas agresivos tipos de cancer de piel.

En consecuencia, la catalisis y la regulacién de tirosinasa tienen gran interés en
biotecnologia sanitaria, siendo muy demandados los inhibidores sintéticos o naturales, que
puedan actuar como despigmentantes epidérmicos y/o como antitumorales frente al

melanoma maligno.

Sin embargo, varios de estos compuestos, catalogados previamente como inhibidores

de tirosinasa, e incluso utilizados en cosméticos en algunos casos, son realmente sustratos
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de la enzima, que dan lugar a reacciones alternativas a la sintesis de melaninas. Estas
confusiones a la hora de caracterizar compuestos en relacion a tirosinasa se deben a su
complejo mecanismo de reaccién, y a que las quinonas generadas son muy reactivas,
pudiendo evolucionar mediante reacciones no enzimaticas acopladas, generando aductos y
polimeros coloreados, siendo asi importante desarrollar métodos que permitan diferenciar
inhibidores verdaderos de sustratos alternativos que, al dar lugar a rutas diferentes a la

melanogénesis, originan productos que pueden llegar a ser nocivos para la salud.

Por este motivo, en esta tesis se han marcado como objetivos profundizar en el
conocimiento del mecanismo de accion de tirosinasa, asi como desarrollar un método que sea
fiable para distinguir los verdaderos sustratos alternativos, activadores e inhibidores de la

enzima.

Para ello, se realizaron las siguientes técnicas: aislamiento, concentracion vy
purificacion de tirosinasa, sirviendonos de FPLC o microgeles de electroforesis, para disponer
de una isoenzima purificada; caracterizacion de la actividad, y regulacion por inhibicién e
inactivacion enzimatica de tirosinasa, utilizando sustratos cromogénicos y fluorogénicos y
ensayos de absorbancia mediante espectrofotometria ultravioleta/visible; optimizacién de
métodos cromatograficos con deteccion mediante espectrometria de masas (GC-MS y HPLC-
MS), para la identificacion y cuantificacion de biomoléculas; ensayos de RMN, para obtener
valores de desplazamiento quimico y acoplamiento molecular computacional o docking, para
entender los modos de unién de tirosinasa con distintos ligandos; y, finalmente, cuantificacion
de la fiabilidad de los resultados experimentales obtenidos mediante parametros de

estadistica descriptiva y pruebas de significacion estadistica.

En primer lugar, se estudié la accion de tirosinasa sobre L-dopa en presencia de 3-
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aminoacetofenona, en la que, en principio, se observaba activacién o inhibicién en funcién de
la cantidad de L-dopa utilizada en los ensayos. Este hecho se debia a la interaccion del
dopacromo con el grupo amino de las 3-4/-aminoacetofenonas, dando lugar a una serie de
reacciones que desembocaban en la formacion de un aducto de mayor absorbancia que el
dopacromo, justificando asi la activacion aparente de la tirosinasa. Por este motivo, se
desarrollé un método cinético que consistia en probar la accion de tirosinasa sobre TBC (tert-
butilcatecol) en presencia del compuesto a estudiar, de manera que se obtendria una
absorbancia diferente, la misma absorbancia en menos tiempo o la misma absorbancia en
mas tiempo, segun se tratase de un sustrato alternativo, un activador o un inhibidor,
respectivamente. De esta manera se confirmé que las 3-4/-aminoacetofenonas son realmente

inhibidores.

A continuacion, se procedio al estudio de la 2,2',4,4'-tetrahidroxibenzofenona (Uvinul
D50), una crema usada en cosméticos que, hasta el momento habia sido caracterizado como
un inhibidor de tirosinasa, pero siendo sobreestimado su poder inhibitorio, debido de nuevo, a
la reaccion de este compuesto con el dopacromo. Una vez finalizado el estudio se
establecieron como nuevas constantes de inhibicién aparente e IC50, los valores de 2.02 +

0.09 mMy 3.82 + 0.39 mM, respectivamente.

También se estudid la accién de tirosinasa sobre los acidos cafeico y p-cumarico,
siendo realizada la caracterizacion del cafeico mediante la medida de la desaparicion de
agentes reductores como la nicotinamida adenina dinucleotido y un método cronométrico que
mide el tiempo que tarda en ser consumido el acido ascoérbico, ya que la o-quinona del cafeico
no puede ser medida directamente, debido a su inestabilidad. Por su parte, la formacion de o-

quinona del acido p-cumarico fue medida en el punto isosbéstico originado entre el acido

Antonio Garcia Jiménez 143



Tesis Doctoral 6. Resumen

cafeico y la o-cafeoquinona, y directamente a 410 nm en presencia de p-cumarico (ambos

ensayos afiadiendo cantidades cataliticas de acido cafeico).

Posteriormente se estudiaron los agentes despigmentantes, a y B-arbutina, y su
derivado la desoxiarbutina en sendos articulos, comprobando que ambos casos se tratan
realmente de sustratos alternativos de la enzima, hecho que debe ser tenido en cuenta para
su aplicacion en cremas cosméticas. En el primer caso, debido a la reactividad de las quinonas
de ay B-arbutina, se caracterizaron en presencia de 3-metil-2-benzotiazolinona hidrazona, ya
que este compuesto ataca las respectivas o-quinonas, dando lugar a un aducto que puede ser
oxidado por otra molécula de o-quinona, generando o-difenol en el medio, alcanzando de esta
manera el estado estacionario y originando un cromoforo con gran absortividad en el espectro
visible. Por su parte, se demostré que la desoxiarbutina es el unico sustrato de tirosinasa
descubierto hasta el momento que no libera o-difenol al medio después de la hidroxilacion.
Esto se debe a la presencia de una barrera energética en la liberacion de este o-difenol, debido
a la forma en como la tirosinasa se une a la desoxiarbutina y a la hidrofobicidad de este o-

difenol, que ralentiza su liberaciéon al medio acuoso, permitiendo su oxidaciéon a quinona.

El siguiente estudio fue realizado acerca de la accion de tirosinasa sobre acido cafeico
y su n-nonil éster, el n-nonil cafeato, que resultaron ser sustratos suicidas que inactivan la

enzima, siendo el cafeato mas potente que el cafeico en este aspecto.

Finalmente, se estudio la accion de tirosinasa sobre acido cinamico y algunos de sus
derivados, comprobando que los acidos cinamico, 2-hidroxicinamico, 2,3 y 4-metoxicinamico
son inhibidores de tirosinasa, mientras que los acidos 3-hidroxicinamico, 4-hidroxicinamico y
3,4-dihidroxicinamico actuan como sustratos de tirosinasa. Ademas, se caracterizé cada uno

de ellos con sus correspondientes constantes cinéticas, gracias a estudios
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espectrofotométricos que concordaron con los desplazamientos quimicos del carbono con el

grupo hidroxilo fendlico revelados mediante RMN y los estudios de docking.
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