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1. INTRODUCCION

1.1. CONSIDERACIONES GENERALES Y
FUNCIONALIDAD DE LOS DISTINTOS TIPOS DE
PROTEINAS DE COBRE TIPO 1l

Las polifenol oxidasas (PPOs) y las hemocianinas (HCs) constituyen la familia
de proteinas de cobre tipo Il y estan implicadas en la activaciéon del oxigeno y su
transporte, respectivamente. Las PPOs pueden ser subdivididas en tirosinasas, catecol
oxidasas y auronas sintetasas. Cada uno de estos tres tipos de enzimas contiene un
centro de cobre de tipo Il verificado cristalograficamente. Las tirosinasas catalizan la o-
hidroxilacion de los monofenoles y la posterior oxidacion de los o-difenoles a las
correspondientes o-quinonas (actividad monofenolasa, EC 1.14.18.1, Figura 1, A). Por
el contrario, las catecol oxidasas solamente pueden catalizar la oxidacién de o-difenoles
(actividad difenolasa EC 1.10.3.1, Figura 1, B). Aurona sintetasa es una enzima que se
encuentra funcionalmente entre tirosinasa y catecol oxidasa y cataliza la formacién de

auronas in vivo (Figura 2) (Nakayama et al., 2000).

A
OH OH
+ 1/2 0=0 EC 1.14.18.1
OH
B
OH O
+ 1/2 0=0 EC 1.10.3.1 +  H,0
OH O

Figura 1. Reacciones catalizadas por PPOs. A: o-hidroxilacion de monofenoles a
o-difenoles (actividad monofenolasa, EC 1.14.18.1); B: oxidacion de o-difenoles a
las correspondientes o-quinonas (actividad difenolasa, EC 1.10.3.1). Las
tirosinasas catalizan ambas reacciones, mientras que las catecol oxidasas
catalizan solo lareaccidn de la actividad difenolasa, la oxidacion de o-difenoles a

o-quinonas (Kampatsikas & Rompel, 2021).
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OH

OH
HO

o)
112 O
2 OH ©
Aureusidina 6
OH Hzo
HO OH
0 1
oH 2 HO OH
OH
OH o H,0 HO 0

2',4°,6",3,4-Pentahidroxichalcona (PHC)

[e]
OH

Bactreanina

Figura 2. Reaccion catalizada por aureusidina sintasa. La proporcién de los
productos aureusidinay bactreanina es 6:1. (Nakayama et al., 2000).

Estas proteinas se pueden encontrar en varios procariotas, asi como en plantas,
hongos, artrépodos y mamiferos. Las tirosinasas son los catalizadores, en los
mamiferos, responsables de la formacion de melanina en la piel y el color del cabello,
asi como del oscurecimiento en frutas y verduras después del dafio celular. En plantas
y muchos invertebrados las tirosinasas son importantes para la cicatrizacion de heridas
y las respuestas inmunitarias primarias; en los artrépodos, juegan un papel en la
esclerotizacion y en las bacterias, las tirosinasas protegen el ADN del dafio de los rayos
uVv.

Se han publicado diferentes estructuras de proteinas de cobre tipo lll, algunas

de ellas se muestran en la Tabla 1 (Kanteev et al., 2015).
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Tabla 1. Clasificacion de las proteinas de cobre tipo I, datos estructurales, residuos conservados importantes en la actividad catalitica

y tipos de actividades cataliticas (Kanteev et al., 2015).

Thioether Blocker Conserved Conserved Conserved
Protein Organism FDB bond Flaceholder residue Met water Glu'Asn Aetivity®
Tyrosinase (TyrSe) Streptomyces 1WH 2" No Tyras Gly204 Met201 HOH431 GlulB2 ++
castaneoglobizporus (eaddie) Asnl91l
Tyrosinase (TyrBm) Bacillus megaterium ANMSE" No MNo ValZls Met215 HOH3TE Glul9s ++
Asn205
Tyrosinase (PPOWVv) Vitis vinifera 2P3X Yes Cleaved Phe259 Met2566 No Glu23s ++
Asn240
Tyrosinase (abPPO3) Agaricus biporus 2ygx® Yes Cleaved ValZ283 Met280 HOH2095 Glu256 ++
Asn260
Tyrosinase (abPPO4) Agaricus biporus 40074 Yes Phed54 Ala270 Met267 HOHG2T Glu248 ++
Asp252
Tyrosinase (TyrAo) Aszperugillus oryvzae aweagb Yes Phebl3 Valds9 Met3bh6 HOHI110:3 Glud2s ++
Asnd29
Catechol oxidase Ipomoea batotas 1BT3" Yes Cleaved Phe261 Met258 HOH1007 GluZ23s +
(ILCO) Ile241
Catechol oxidase Aszperugillus oryvzae 4.J3p" No MNo Val299 Met291 HOH2198 GInZ73 +
(A0 CO4) Gly285
Pro-phenoloxidase Manduca sexita JHHS No PheS5/ Serdod’ Met3o0 HOH7S81 Glu351/353 ++
(proPOMe) Phes5 Gludas HOHTO0 Asn3BT/369
Pro-phenoloxidase Marsupenaews japonicis IWEY No PheT2 Valdsd Met3g1 HOHS31 Glud43d ++
(proPCc) A=sn358
Hemoeyanin Panulirus inferruptus 1HCY" No PheT5 Phed7l Met3IGE HOHTT2 Glud2s +
( Lobster He) A=zn345
Hemoeyanin Limulus polyphemus 1NOL" No Phedd Thri51 Met348 HOHGGE2 Glud0g ++
(Crab He) Asn325
Hemoeyanin Octopus 1.J58 Yes Leu2830 Leu2689 Met2686 HOH436 Glu2668 ++
(Ohetopus He) Asn2672
Hemoeyvanin Rapana thomasiona iLNL Yes Leuddd Leuldd Met19a WNo water Glul7a +
(Rapana He) maolecules in Aznl182
the structure
“ [+ denotes diphenolase activity only, (++) denotes mono- and diphenolase activity.

" Several structures were deposited in PDB.

Algunas estructuras de estas proteinas se muestran en la Figura 3. Un listado de proteinas mas detallado se muestra en la Tabla 2.
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Tabla 2. Listado de estructuras de tirosinasa obtenidas por cristalografia de rayos X (Pillaiyar et al.,

2018).

PBD

ID

1IWX2

1wWX4

IWX5

2AHK

2AHL

2ZMX

2ZMY

2ZMZ

2ZWD

2ZWE

2ZWF

2ZWG

3NM8

3NPY

3NQO

Resolution
(A)
1.80
1.50
2.02
1.71
1.60
1.33
1.45

1.37

1.35

1.32

1.40

1.32

2.00

2.19

2.20

Release

Date

2006

2006

2006

2006

2006

2009

2009

2009

2009

2009

2009

2009

2010

2010

2010

WT/

Mutant

WT

WT

WT

WT

WT

WT

WT

WT

WT

WT

WT

WT

WT

WT

WT

Ligand

Species

Streptomyces
castaneoglobisporus
Streptomyces
castaneoglobisporus
Streptomyces
castaneoglobisporus
Streptomyces
castaneoglobisporus
Streptomyces
castaneoglobisporus
Streptomyces
castaneoglobisporus
Streptomyces
castaneoglobisporus
Streptomyces
castaneoglobisporus
Streptomyces

castaneoglobisporus

Streptomyces

castaneoglobisporus

Streptomyces

castaneoglobisporus

Streptomyces

castaneoglobisporus

Bacillus megaterium

Bacillus megaterium

Bacillus megaterium

Comments

Protein prepared by the
addition of hydrogenperoxide
Protein prepared by the
addition of dithiothreitol

Soaking in cupric sulfate for

6 months

Soaking in cupric sulfate
solution for 36 h
Soaking in cupric sulfate
solution for 80 h
Hydroxylamine-induced
deoxy-form of the copper
Soaking the deoxy-form
crystal in dioxygen-saturated
solution for 5 min
Soaking the deoxy-form
crystal in dioxygen-saturated
solution for 40 min
Soaking the deoxy-form
crystal in dioxygen-saturated
solution for 80 min
Soaking the deoxy-form
crystal in dioxygen-saturated

solution for 12 h

Soaked in CuSOa

Absence of Zinc
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3NQ1

3NQ5

3NTM

2Y9W

2Y9X

3AWS

3AWT

3AWU

3AWV

SAWW

3AWX

3AWY

3AWZ

3AX0

4D87

4HD4

4HD6
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2.30

2.30

2.30

2.30

2.78

1.24

1.35

1.16

1.40

1.35

1.25

1.58

1.43

1.40

3.50

1.80

2.00

2010

2010

2010

2011

2011

2011

2011

2011

2011

2011

2011

2011

2011

2011

2012

2013

2013

WT

R209H

WT

WT

WT

WT

WT

WT

WT

WT

H82Q

M84L

H97Q

Y98F

WT

V218F

V218F

Kojic acid

Tropolone

Sodium
dodecyl
sulfate

Bacillus megaterium

Bacillus megaterium

Bacillus megaterium

Agaricus bisporus

Agaricus bisporus

Streptomyces

castaneoglobisporus

Streptomyces

castaneoglobisporus

Streptomyces
castaneoglobisporus
Streptomyces

castaneoglobisporus

Streptomyces
castaneoglobisporus

Streptomyces
castaneoglobisporus
Streptomyces
castaneoglobisporus
Streptomyces
castaneoglobisporus
Streptomyces
castaneoglobisporus

Bacillus megaterium

Bacillus megaterium

Bacillus megaterium

Absence of Zinc + partial

occupancy of Cu®

Soaked in a Cu(ll)-containing
solution for 20 h:
occupancy of Cu(ll) is low
Soaked in a Cu(ll)-containing
solution for 20 h:
occupancy of Cu(ll) is high
Soaked in a Cu(ll)-containing
solution for 40 h
Soaked in a Cu(ll)-containing
solution for 80 h:
occupancy of Cu(ll) is low
Soaked in a Cu(ll)-containing
solution for 80 h:
occupancy of Cu(ll) is high
Soaked in a Cu(ll)-containing
solution for 80 h
Soaked in a Cu(ll)-containing
solution for 80 h
Soaked in a Cu(ll)-containing
solution for 80 h
Soaked in a Cu(ll)-containing

solution for 80 h

Soaked in CuSO4
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4HD7 2.10 2013 V218G Bacillus megaterium Soaked in CuSOq4
4J6T 2.43 2013 F197A Bacillus megaterium
4J6U 2.50 2013 N295A Bacillus megaterium
4J6V 1.90 2013 N205D Bacillus megaterium
4P6R 2.20 2014 WT Tyrosine Bacillus megaterium
4P6S 2.20 2014 WT L-DOPA Bacillus megaterium
4P6T 2.50 2014 WT p-tyrosol Bacillus megaterium
5CE9 1.80 2015 WT Juglans regia
5138 2.60 2016 WT Kojic acid Bacillus megaterium
513A 2.20 2016 WT Hydroquino | Bacillus megaterium
ne inhibitor
513B 2.20 2016 WT Hydroquino = Bacillus megaterium
ne inhibitor
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Figura 3. El sitio activo de algunas enzimas de cobre tipo Ill. Los sitios activos de
algunas proteinas de cobre tipo Ill se muestran en esta figura, los residuos del
sitio activo se muestran en barras y los atomos de cobre se presentan como
esferas marrones. (A) El sitio activo de TyrBm y su residuo bloqueador Val218 se
muestran en verde lima. (B) El sitio activo de TyrSc y su residuo blogqueador
Gly204 se muestran en verde azulado profundo, mientras que el marcador de
posicion Tyr98 de la proteina caddy esta en azul. (C) El sitio activo de TyrAo, que
incluye Cys92 e His94 (enlace tioéter); un residuo bloqueador Val359 y un
marcador de posicion Phe513 se presenta en purpura. (D) El sitio activo de IbCO
gue contiene un enlace tioéter entre Cys92 e His109, un marcador de las
posiciones de Phe261 vy el inhibidor PTU se muestra en rosa. (E) El sitio activo de
Hc de langosta se presenta en verde, con Phe371 y Phe75 como residuo
bloqueador y marcador de posicion, respectivamente. (F) El sitio activo de Hc de
rapana se muestra en verde limén y contiene un enlace tioéter entre Cys59 e
His61, mientras que Leul199y Leu343 son el residuo blogueador y un marcador de
posicién, respectivamente. (G) Superposicion de residuos de histidina del sitio
activo de todas las proteinas de cobre de tipo Ill mencionadas anteriormente.

Todas las cifras se generaron utilizando PyMOL (www.pymol.org). Los nombres

completos, los cbédigos de acceso de PDB y las referencias se enumeran en la
Tabla 1l (Kanteev et al., 2015).
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Pl

A B

° e H208 \ ,
Figura 4. Residuos del sitio activo de TyrBm. (A) Una metionina conservada a una
distancia de 3,9 A del segundo residuo de histidina que coordina el CuB es
importante para estabilizar este residuo de His y permitir la actividad de la
tirosinasa. (B) Una molécula de agua conservada estructuralmente que participa
en la desprotonacion del sustrato se une mediante residuos Glu196 y Asn205

conservados. En la Tabla 1 se muestran los residuos respectivos en otras

proteinas de cobre de tipo Il (Kanteev et al., 2015).

En esta memoria, centraremos nuestro estudio en la enzima tirosinasa de
distintas fuentes. Consideraremos los aspectos estructurales, funcionales y la formacién

de distintos tipos de melaninas.

1.1.1.Tirosinasas bacterianas

Tirosinasa se encuentra presente en bacterias. La melanina generada por esta
enzima juega en los microorganismos un papel de defensa ante las radiaciones (Ruan
et al., 2004); asi como la unién de metales pesados toxicos para el microorganismo
(Nosanchuk & Casadevall, 2003) o la detoxificacién de compuestos fenélicos (Fairhead
& Thony-Meyer, 2012).

La primera vez que se describi6 la presencia de esta enzima en bacterias fue en

el género Streptomyces (Lerch & Ettlinger, 1972). Ademas, las primeras tirosinasas
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bacterianas purificadas fueron las de S. nigrifaciens y S. glaucescens (Claus & Decker,
2006).

1.1.1.1. Estructura de las tirosinasas bacterianas

El primer cristal de tirosinasa bacteriana fue el procedente de la enzima de
Streptomyces castaneoglobisporus, observado con una resolucion de 1.2-1.8 A, que se
encontraba unida a la proteina “caddie” ORF278, que es la encargada de transportar
iones cobre al sitio activo de la enzima formando un complejo con forma elipsoidal y
unas dimensiones de 40 x 55 x 60 A (Matoba et al., 2006, 2011). Este complejo lo
podemos ver en la Figura 5 junto con los atomos de cobre de unién 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 5. Estructura de un complejo tirosinasa-proteina “caddie”. A. Visidn
general del complejo, mostrando los a&tomos de cobre CuA, CuB, CuC, CuDy CuE
en esferas verdes, la tirosinasa en naranja y la proteina “caddie” en cian. B.
Modelo estructural de la zona del sitio activo de la forma metatirosinasa. Los
atomos de carbono de latirosinasay la proteina “caddie” estan representados en
naranjay cian, respectivamente. Los iones de cobre estan representadas en verde

y las moléculas de agua como esferas rojas (Matoba et al., 2017).

En la tirosinasa de Streptomyces castaneoglobisporus cada cobre estaria
coordinado por tres residuos de histidina, situados principalmente en el haz de cuatro
hélices a (az, as, s, 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 az, 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).

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

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

Recientemente se ha estudiado el papel de las histidinas en una tirosinasa
humana obtenida por recombinacién en E. coli (Noh et al., 2020), poniendo de manifiesto
que el CuA esta coordinado con las histidinas: H180, H202 y H211, y el CuB a H369,
H367 y H390. Ademas, una séptima histidina esta en los alrededores del CuB pero no

unida, es la H389 y participa en la union del sustrato.
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Figura 6. llustracién esquemaética de los sitios de unibn de CuA y CuB de la
tirosinasa humana. Segun el modelo de estructura tridimensional, los residuos
H180, H202 y H211 muestran unién directa con CuA, mientras que H363, H367 y
H390 estan directamente coordinados con CuB. H389 se encuentra alrededor de

CuB pero sin unién directa (Noh et al., 2020).

La adicion de cobre al medio provocaria una activacion de la enzima (Agarwal et
al., 2017; Matoba et al., 2017). Este grupo de trabajo, como se ha mencionado
anteriormente, ya habia obtenido previamente los cristales de la enzima (Matoba et al.,
2006, 2011). Ademas, 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 7) (Matoba et al., 2017).
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Copper-free uinone-containing
caddie

—  Aggregation

MU \Oxy-tyrosinase

Figura 7. Evolucién 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 unatransformacién de un residuo de tirosina que

pasaaquinona, y es liberada al medio formando agregados (Matoba et al., 2017).

En cuanto al género Bacillus, la tirosinasa de Bacillus megaterium, que como se
habia comprobado anteriormente no necesita de ninguna proteina adicional para
expresar su actividad (Shuster & Fishman, 2009), fue cristalizada (Figura 8) con una
resolucion de 2.0-2.3 A y activa cataliticamente (Sendovski et al., 2010, 2011). Esta
enzima tiene una estructura homodimérica en forma elipsoidal y dimensiones de 45 A x
25 A x 80 A (Figura 9).

Figura 8. Coloracion de los cristales de la tirosinasa de Bacillus megaterium: (a)
antes de ser agitados con L-tirosina, (b) coloracién marrén después de 48 horas.

La enzima muestra la actividad hidroxilasa (Sendovski et al., 2011).
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Subunit 2 Subunit 1

Figura 9. Representacion de la estructura molecular de tirosinasa de Bacillus
megaterium. Las hélices a del sitio activo (a;, as, a; y as) aparecen en azul oscuro,
azul claro, amarillo y naranja, respectivamente. Por su parte, los iones cobre se
muestran en color marrén y los residuos que participan en lainteraccién entre las
subunidades (Trp4l1-Tyr267 y Arg37-Asn270) se representan en color negro
(Sendovski et al., 2011).

La estructura obtenida contiene 4 hélices a y los dos cobres unidos a 3 residuos
de histidina cada uno, aunque en este caso las hélices implicadas fueron az, as, a7 y Gs.
En cuanto a la disposicién de los residuos también es muy similar a la de Streptomyces
castaneoglobisporus con el CuA unido a los residuos His41 (a2), His69 (as) y His60 (en
el lazo que une estas dos hélices a), y el CuB coordinado por las histidinas His204 (a-),
His208 (a7) y His231 (ag), mostrando en este caso también plasticidad en estas uniones
del sitio activo. Sin embargo, la union del CuA a las histidinas seria de un caracter mas
fuerte, lo cual se ha demostrado 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 Phel97 en su union a His204,

mantendria una union mas débil (Kanteev et al., 2015; Kanteev et al., 2013).

Los estudios con la tirosinasa de Bacillus megaterium han podido demostrar que
los atomos de CuA y CuB participan en la catdlisis de monofenoles y o-difenoles (L-
tirosina y L-dopa, respectivamente). Sometiendo la enzima a un bafio con Cl.Zn se

impide la catalisis de los sustratos y se pone de manifiesto la identidad en la forma de
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union de ambos (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;
Kanteev et al., 2015) (Figura 10).

Figura 10. Representacién de las uniones de L-tirosina (cian) y L-dopa (naranja)
en el sitio activo de tirosinasa de Bacillus megaterium, mostrando ambos
sustratos una orientacion similar. La cadena lateral del carboxilo forma puentes
de hidrégeno con el residuo Arg209. Los atomos de zinc, que sustituyen a los de

cobre, estan representados como esferas grises (Kanteev et al., 2015).

En este estudio se propuso que la Val218, que era como un bloqueante del sitio
activo, se desplaza 1.4 A cuando entra el sustrato, asi como el Glu195 y el Asn205, que
activan una molécula de agua, orientandola para conseguir la desprotonacién de los
monofenoles (Goldfeder et al., 2014; Solem et al., 2016). Se ha cristalizado

recientemente la tirosinasa de Pseudomonas aeruginosa (Poppe et al., 2018).

1.1.1.2. Funciones fisioldgicas de las tirosinasas bacterianas

Segun Ruan et al, en bacterias la funcion de tirosinasa podria ser la defensa del
microorganismo y sus esporas a la radiacion ultravioleta (Ruan et al., 2004). El pigmento
también puede proteger al microorganismo frente a oxidantes y metales pesados, y esto

lleva consigo un aumento de la patogénesis (Nosanchuk & Casadevall, 2003). Muchas
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veces la tirosinasa es extracelular, esto podria ayudar en ambientes terrestres a la
detoxificacibn de componentes fendlicos de plantas y contribuir a la formacion del

humus.

1.1.1.3. Melaninas bacterianas

Las melaninas bacterianas se han observado en un gran nimero de especies,
ya que sus cultivos toman colores negro o marrén oscuro. Sin embargo, es importante
tener en cuenta que no todos los pigmentos oscuros en cultivos bacterianos son de
hecho pigmentos de melanina. Por ejemplo, las melazas son una suspension de
bacterias de color oscuro, subproductos en las aguas residuales, pero en realidad no
son melanina y debe ser tratada de una manera diferente para la desintoxicacién y
decoloracién (Satyawali & Balakrishnan, 2008).

Las melaninas bacterianas se caracterizaron por primera vez en Streptomyces,
ya que estas especies han sido investigadas activamente en la busqueda de antibiéticos
(Mencher & Heim, 1962). De hecho, la formacion de melanina se propuso como una
técnica apropiada para la clasificacion de Streptomyces (Tadashi & Yuzuru, 1972). Estas
especies han sido buenos modelos para el estudio de la enzima tirosinasa, su
estructura, mecanismo de catdlisis y la regulacién de su expresion (Jackman et al., 1991;
Lerch & Ettlinger, 1972). En S. antibioticus o S. lividans, el pigmento de melanina es mas
bien un producto indeseable ya que su formacion dificulta el aislamiento de los productos

mas importantes de estas especies, los antibioticos.

Al igual que Streptomyces, otras especies como Marinomonas mediterranea
(Lépez-Serrano et al., 2002, 2004) y Bacillus thuringiensis (Aghajanyan et al., 2005; Y.
Chen et al., 2004) contienen tirosinasas activas y se vuelven fuertemente pigmentados
en presencia de L-tirosina. En todas estas bacterias, las melaninas contienen nitrégeno

y su estructura es similar a la eumelanina animal.

La melanina de B. thuringiensis ha sido estudiada profundamente, ya que la
célula bacteriana melanizada esta protegida de pesticidas (Patel et al., 1996). El Bacillus
subtilis sintetiza un pigmento pardo relacionado con la melanina para la esporulacion,

pero este proceso es catalizado por una lacasa llamada cotA (Barnett et al., 1983).

De manera similar a las plantas, también hay alomelaninas bacterianas de
precursores catecolicos. Asi, la alomelanina formada en la especie Rhizobium es un
mecanismo para la desintoxicacion de compuestos fendlicos que se acumulan en
nédulos de senescencia (Cubo et al.,, 1988). Ciertas especies bacterianas, como

Azotobacter (Shivprasad & Page, 1989), también puede formar melanina a partir de
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catecoles para crear altas tasas de respiracion, necesarias para la proteccion de la
nitrogenasa (sistema de fijacion de nitrdgeno). Algunas bacterias también pueden llevar
a cabo la ruta biosintética que conduce a la formacién de DHN-melanina, por su
precursor el dihidroxi-naftaleno, aunque las enzimas bacterianas tienen caracteristicas
diferentes a las enzimas de hongos y plantas (B. S. Moore & Hopke, 2001). Relacionado
con estos Ultimos casos, hay una serie de microorganismos del suelo (bacterias y
hongos) que forman polimeros oscuros llamados acidos humicos, que son polimeros
fendlicos de tipo acido similares a alomelanina y también a la lignina. Todos estos
polimeros tienen espectros y propiedades fisicoquimicas similares, son muy resistentes
a la descomposicién y originan efectos beneficiosos para los suelos, reteniendo iones,

biomasa y agua (Meuzelaar et al., 1977; Paim et al., 1990).

De acuerdo con la diversidad bacteriana, otras especies como S. marcescens
forman un pigmento marrén por oxidacion y polimerizacion de intermediarios de la ruta
catabolica (Trias et al., 1989). En esa especie, el precursor de la melanina es 3,4-
dihidroxifenilacetato. Cuando las enzimas de este proceso catabdlico son inducidas y la
3,4-dihidroxifenilacetato-2,3-dioxigenasa muestra baja actividad, la acumulacién del
intermedio difendlico conduce a la produccién de pigmentos, como una forma de
eliminar su exceso. Se han descrito datos similares con algunas Pseudomonas
(Ogunnariwo & Hamilton-Miller, 1975; Yabuuchi & Ohyama, 1972) debido a una 4-
hidroxifenilpiruvato dioxigenasa de baja actividad, el pigmento se considera piomelanina
(Ruetschi et al., 1992). Otras especies bacterianas no tienen polifenol oxidasa pero son
capaces de formar un pigmento amarillento, que también se llama piomelanina (d’Ischia
et al., 2013; Schmaler-Ripcke et al., 2008). Su color se asemeja a feomelanina, pero de
hecho estas piomelaninas son diferentes de los formados por Pseudomonas, ya que se
derivan del acido homogentisico, HGA-melanina (Figura 11(h)), un intermedio de la via
catabdlica de la L-tirosina. Como se indica arriba, este tipo de melanina también se

forma en algunos hongos.
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Figura 11. Estructura de los precursores de melaninas para los diferentes tipos
(entre paréntesis). S6lo se muestran los mas representativos para cada tipo: (a)
L-tirosinay L-dopa (eumelanina); (b) 5-cis-dopa (feomelanina); (c) dopaminay 5-
S-cis-dopamina (neuromelanina); (d) N-acetil-dopamina (melanina de insecto); (e)
catecol (catecol-melanina, plantas); (f) DHN, 1,8-dihidroxinaftaleno (DHN-
melanina, hongos); (g) GHB, 4-glutaminhidroxilbenceno (GHB-melanina, hongo) y

(h) HGA, acido homogentisico (piomelanina) (Solano, 2014).

Shewanella colweliana (Ruzafa et al., 1994) y Vibrio cholerae (Coyne & Al-Harthi,
1992; Ruzafa et al.,, 1995; Sanchez-Amat et al.,, 1998) sintetiza piomelanina en
respuesta a estimulos estresantes para las bacterias. Bajo esas condiciones, hay
acumulacién de acido homogentisico debido a la baja actividad de la homogentisato
dioxigenasa. Asi, el acido homogentisico es posteriormente oxidado y se forma un
polimero de color ocre. Mas recientemente, este tipo de melanina también se ha
caracterizado en Burkholderia cenocepacia, un patbgeno oportunista gram negativo que
puede sobrevivir dentro de las células fagociticas, la sintesis de esta melanina es un

mecanismo de defensa contra la celula huésped (Keith et al., 2007).
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1.1.2.Tirosinasas de hongos y plantas

Las catecol oxidasas, hemocianinas y tirosinasas de diferentes fuentes
pertenecen al grupo de cuproproteinas tipo 3, poseyendo gran numero de homologias

en sus sitios activos.

1.1.2.1. Estructuras de las tirosinasas de hongos y plantas

Las catecol oxidasas, a pesar de las similitudes con tirosinasa, como se ha
comentado anteriormente, muestran Unicamente la actividad difenolasa, oxidando o-
difenoles a o-quinonas, y aparecen habitualmente en plantas (Gasparetti et al., 2010;
Kanteev et al., 2015; Prexler et al., 2019). La gran presencia de las catecol oxidasas en
plantas llevé a pensar, hasta hace unos afios, que esta clase de enzimas no se
encontraba en otros reinos. Sin embargo, se ha demostrado 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).

La homologia entre catecol oxidasa y homocianina se presenta en la Figura 12,
donde se muestra la hemocianina de Limulus polyphemus y la catecol oxidasa de patata
dulce (Klabunde et al., 1998). Los residuos de la zona del CuB estan muy conservados
y en la zona del CuA existen dos diferencias. 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 12. 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 &tomos de las cadenas laterales de la
catecol oxidasa poseen colores diferentes, mientras que los residuos de histidina
de unién al cobre delahemocianinade Limulus polyphemus se muestran en verde
(Klabunde et al., 1998).

Se ha puesto de manifiesto la existencia de otra fenilalanina blogueante,
concretamente la Phe261, que podria dificultar la actividad monofenolasa en Ipomoea
batatas (Kaintz et al., 2014), mientras que un glutamato y una asparragina se unen y
activan una molécula de agua, permitiendo la desprotonacion de los monofenoles, la
etapa limitante, 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;
Molitor et al., 2015, 2016; Virador et al., 2010) y de diferentes tirosinasas (Ismaya et al.,
2011%; Ismaya et al., 2011b; Matoba et al., 2006; Mauracher et al., 2014; Sendovski et
al.,, 2011; Zekiri et al.,, 2014) muestran grandes similitudes entre ambos tipos de
enzimas. Se ha avanzado gracias al estudio de mutantes, como el llevado a cabo con
la polifenoloxidasa de Malus domestica MdPPOL, clasificada como tirosinasa, debido a
su actividad monofenolasa frente a tiramina y tirosina (Kampatsikas et al., 2017). La

importancia de la Phe259 se puso de manifiesto cuando se mut6 con Ala, perdiéndose
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las actividades monofenolasa y difenolasa. Cuando se muté Ala 239 por Thr se
mantuvieron las dos actividades monofenolasa y difenolasa, respectivamente
(Kampatsikas et al., 2017). (Figuras 13 y 14).

Dopamine
1 min 5 min 10 min

MdPPO1

MdPPO1-Ala239Thr

200 ym

MdPPO1-Phe259Ala

Figura 13. Fotografias de la actividad in crystallo de la variedad silvestre MdPPO1
y delos mutantes MdPPO1-Ala239Thr y MdPPO1- Phe259Ala sobre dopamina para
medir la actividad difenolasa (Kampatsikas et al., 2017).
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MdPPO1-Phe259Ala

Figura 14. 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).

Es frecuente que las polifenoloxidasas de hongos y plantas se encuentren en
estado latente (poseen tres dominios, de los cuales solo uno tiene actividad catalitica);
para activarse necesitan algan cambio, por ejemplo la activacion de proteasas, como se
ha demostrado in vivo (Rathjen & Robinson, 1992) e in vitro (Laveda et al., 2001).
Aunqgue esta activacion también se puede conseguir por varios métodos: mediante
poliaminas (Jiménez-Atiénzar et al., 1991), procesos de escision proteolitica que separa
el dominio C-terminal (Flurkey & Inlow, 2008), el uso de proteasas (Gandia-Herrero,

Jiménez-Atiénzar, et al., 2005; Kampatsikas et al., 2017; Pretzler & Rompel, 2018);
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detergentes como el dodecil sulfato (SDS) (Gandia-Herrero, et al., 2005; Laveda et al.,
2000) o un pH &cido (Kampatsikas et al., 2017) (Figura 15A).

Latent MdPPO1 56.4 kDa

>
>

A

&
» <

40-45 kDa 15-19 kDa

Active MdPPO1 R C-terminal domain‘

A

Lys1-Proz Ala’ -Ser

. /86 | 107\ . /238 | 242N 272
His His i-hsm His His Hus7

Cleavage site

Figura 15. A. Representacion esquematica de la estructura primaria del
recombinante latente MdPPOL1 (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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1.1.2.2. Funciones fisiolégicas de las tirosinasas de hongos y plantas

Casi todas las propiedades se asocian a la capacidad de la enzima de generar

0-quinonas y se resumen a continuacion:

a) Procesos biosintéticos. Se ha sugerido que tirosinasa esté implicada en la sintesis de
betalainas (Steiner et al., 1999; Strack et al., 2003; Sullivan, 2015). Por otra parte, se ha
descrito que tirosinasa pueda hidroxilar tiramina a dopamina, la cual, en presencia de
acido betalamico, puede formar dopaminobetaxantina, y ésta posteriormente puede
rendir 2-descarboxi-betanidina (Figura 16) (Gandia-Herrero, Escribano, et al., 2005). Se
ha puesto de manifiesto la estereoespecificidad de la enzima de Larrea tridentata, la
cual hidroxila el isémero (+)-larreatricina (Cho et al., 2003).

b) Reacciones de pardeamiento. Tirosinasa esta implicada en el pardeamiento de frutas
y hortalizas, pero se ha demostrado que no es el factor mayoritario (Veltman et al., 1999;
Zhou et al., 2003). El pardeamiento también se debe a reacciones no enzimaticas entre
aminas, péptidos o proteinas con azUcares reductores; es lo que comunmente se
denomina como reacciones de Maillard. El pardeamiento lleva consigo una pérdida de
aroma y sabor, por ello se han desarrollado numerosas estrategias para disminuirlo
(Nicolas et al., 1994; Queiroz et al., 2011).

c) Papel de tirosinasa en la resistencia de las plantas al estrés y los patégenos. Se
ensayo el efecto de la disminucién de la expresion de tirosinasa en plantas de tomate
(Thipyapong et al., 2004), y al examinar la resistencia frente a Pseudomonas syringae
se observé que habia disminuido en un factor de 40. En otros experimentos donde se
aumento la sintesis de tirosinasa, la resistencia a la infeccién aumento (L. Li & Steffens,
2002). En la Figura 17 se muestra la relacion entre los cambios en los niveles de

tirosinasa con sus distintos efectos (Mayer, 2006).
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Figura 16. Mecanismo de reaccidn propuesto para la actividad monofenolasa y
difenolasa de tirosinasa, adaptada para betaxantinas, en analogia al mecanismo
para compuestos no betalainicos (Sanchez-Ferrer et al., 1995). M, monofenol
(tiramina-betaxantina); D, difenol (dopamina-betaxantina); Em, metatirosinasa o
forma oxidada de tirosinasa con Cu*2-Cu*? en el sitio activo; Ed, desoxitirosinasa
o forma reducida con Cu*'-Cu*! en el sitio activo y Eox, oxitirosinasa o forma
oxidada y oxigenada con Cu*2-Cu*2052 en el sitio activo (Gandia-Herrero et al.,
2005).

Pablo Garcia Molina 24



Tesis Doctoral 1. Introduccién

Familia de genes de tirosinasa
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Figura 17. Relacién entre los cambios en los niveles de la actividad de tirosinasa

y algunas de sus funciones (Mayer, 2006).

d) Papel de tirosinasa en la defensa frente a herbivoros. Para investigar si las polifenol
oxidasas tienen una funcion en la defensa de la planta frente a herbivoros, se modifico
la expresion de genes y se expusieron las plantas a orugas del bosque tipo Malacosoma
disstria (J. Wang & Constabel, 2004). Las plantas transgénicas con genes de
polifenoloxidasa sobreexpresados tenian mas ARNm y mas enzima, y resistieron mas

a las larvas. El mecanismo es complejo, porque los trabajos con alamo hibrido indican
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que se activan varios genes en la infeccion (Christopher et al., 2004). Sin embargo,
varios aspectos no estan claros como son: la enzima estd en un estado latente, el
sustrato se libera después desde un glicésido (J. Wang & Constabel, 2003). Aunque
parece evidente que la polifenoloxidasa juega un papel en la defensa frente a
herbivoros, la secuencia de reacciones es compleja, implicando expresion genética,
formacion de enzima, activacién de enzima y liberacion del sustrato. Otro aspecto
relacionado con la cantidad de polifenoloxidasa es la resistencia a la sequia. Las plantas
de tomate, en las que se habian silenciado la expresion de los genes de
polifenoloxidasas, aguantan mejor a la sequia; es decir, las plantas con menor polifenol

oxidasa muestran menos estrés oxidativo (Mayer, 1986).

e) Papel de tirosinasas en la patogenicidad de hongos y las reacciones de defensa de
hongos. La induccion de tirosinasas en hongos ha sido menos investigada que la de
plantas. La infeccion de A. bisporus con Pseudomonas tolaasii causa decoloracion. Este
proceso va acompafiado de la induccion de la enzima (Soler-Rivas et al., 2000). La
induccién se realiza mediante dos mecanismos principales: activacion de la forma
latente (67 kDa) a la forma activa (43 kDa) y, por otra parte, la formacién de ARNm. Otro
aspecto importante deriva de la observacion de que cuando se cultivan varios hongos
juntos, se pone de manifiesto un aumento de tirosinasa como un signo de resistencia a

la infeccion (Score et al., 1997).

Tirosinasa de hongo es una cupoproteina. Se ha propuesto un posible
mecanismo de incorporacion del cobre al sitio activo en tirosinasa del hongo Aspargillus
oryzae; los estudios realizados con dicho hongo han puesto de manifiesto un posible
mecanismo para explicar la incorporacion del cobre a la enzima (Fujieda, Murata, et al.,
2013; Fujieda, Yabuta, et al., 2013). Asi, en el proceso de maduracion, en primer lugar,
se unen los cobres al sitio activo y, posteriormente, se obtiene la forma activa de la

enzima, tras un corte proteolitico mediado por proteasas (Figura 18 y 19).

A partir de los resultados obtenidos, se propuso que la incorporacion de los iones
de cobre ocurre a través de tres cisteinas: Cis92, Cis522 y Cis525 (Fujieda, Yabuta, et
al., 2013). La region del CuA tiene dos cisteinas flexibles, Cis522 y Cis525. El motivo
522CXXC525 puede actuar como un ligando bidentado para el cobre (1), Figura 18 (A).
Posteriormente, de forma transitoria, se ligan las tres cisteinas Figura 18 (B) y Figura 18
(C). El otro cobre () puede ser incorporado de manera similar; asi los dos Cu () se

sitian en el CuA 'y CuB, y por reaccion con oxigeno se llega al paso F (Figura 18 (F)).
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Figura 18. Representacion esquematica de la posible incorporacion del cobre a
pro-tirosinasa de Aspargillus oryzae (Fujieda, Yabuta, et al., 2013).
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Figura 19. Representacion esquematica del proceso de maduracion de tirosinasa
en hongos (Fujieda, Yabuta, et al., 2013).
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A pesar de su heterogeneidad estructural, la mayoria de las PPOs en especies
animales y fungicas inician la cascada de reacciones que conducen a polimeros
fendlicos complejos como la melanina. En plantas, tienen que romperse la
compartimentacion de la enzima (en plastidos) y los sustratos en las vacuolas (Figura
20) (Blaschek & Pesquet, 2021).
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Figura 20. Principales compuestos fendlicos en estado monomérico y después
del acoplamiento de los productos de oxidacion por PPO (Blaschek & Pesquet,
2021).

La expresion de PPO esta regulada por las principales vias de defensa
(Constabel & Ryan, 1998) y su pérdida funcional aumenta la susceptibilidad a la
enfermedad (Thipyapong et al., 2004). Para la conservacion postcosecha de productos
vegetales frescos, el silenciamiento de PPO en patata (Chi et al., 2014; Gonzélez et al.,
2020), arroz (Yu et al., 2008) y manzana (Waltz, 2015) casi elimina completamente el
pardeamiento de tubérculos, semillas y frutos. Las PPO también se han asociado con la
biosintesis de antocianina (Z.-J. Gao et al., 2009; Nakatsuka et al., 2013), auronas
(Kaintz et al., 2014; Nakayama et al., 2000) y lignanos (Cho et al., 2003). Si bien estos
ejemplos demuestran la versatilidad de las PPO, los sustratos exactos de la mayoria de
estas enzimas y si actian como tirosinasa o catecol oxidasa no estan claros (Boeckx et
al., 2017; Sullivan, 2015). Sin embargo, el hecho de que las PPO no se dupliquen e
incluso se pierdan en Arabidopsis sugiere que estan implicadas en vias no esenciales,
0 que su pérdida ha sido compensada por otras fenoloxidasas con mayor potencial

redox.

El pardeamiento enzimético en frutas y verduras se produce por exposicion al
aire después de cortarlas y rebanarlas y en estado de pulpa, dafio mecénico durante el

transporte y descongelacion de alimentos congelados o almacenados en frio. La
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polifenol oxidasa (PPO) y la peroxidasa (POD) son las principales enzimas responsables
del pardeamiento. La oxidacion de compuestos fendlicos a quinonas y la produccién de
melanina dan lugar a un color oscuro en los alimentos. La POD es una enzima
termoestable que pertenece a un grupo de oxidasas que utilizan H.O» como sustrato
para la oxidacion de compuestos fendlicos. POD esta relacionada con cambios
indeseables en el sabor, la textura, el color y la calidad nutricional de los alimentos. El
nivel de PPO y POD varia en frutas y verduras y su contenido cambia con la madurez y
la senescencia, dependiendo de la proporcién de enzimas ligadas a membrana y las
solubles. ElI cambio de color de frutas y verduras por reacciones enzimaticas es un
problema importante durante la cosecha, el transporte, el almacenamiento y el
procesamiento. El deterioro del color, el mal sabor y la pérdida del valor nutritivo de los
alimentos son rechazados por los consumidores. Por este motivo deben inactivarse e
inhibirse tanto las PPOs como las POD (Singh et al., 2018).

Nuestro grupo disefié un método de medida de las actividades monofenolasa y
difenolasa de PPO, mediante la adicion de un nucledfilo como el MBTH que ataca a las
o-quinonas generadas por la enzima en su accion sobre monofenoles y o-difenoles,
originando aductos coloreados con alto coeficiente de extincion molar, pudiendo
caracterizar la polifenol oxidasa de manzana (Espin et al., 1995) , pera (Espin et al.,
1996), alcachofa (Espin et al., 1998), fresa (Espin, Ochoa, et al., 1997), aguacate (Espin,
Trujano, etal., 1997) y champifién (Espin, Morales, et al., 1997). Estas enzimas de frutas
y hortalizas mostraron las dos actividades: hidroxilasa y oxidasa, comportandose como

tirosinasas.

1.1.2.3. Melaninas de hongos y plantas

El metabolismo de las plantas se caracteriza por el principio de la economia del
nitrégeno, ya que este elemento es un factor limitante importante para cultivo de plantas;
asi, el aminoécido L-tirosina no se utiliza para la sintesis de melanina vegetal. Casi todos
estos organismos, y algunos microorganismos, emplean algunos precursores de fenol
libres de nitrégeno, como catecoles, dihidroxinaftalenos u otros tipos de
dihidroxibencenos para llevar a cabo esta parte de su metabolismo secundario. En
general, la melanina obtenida es un polimero desprovisto de nitrégeno y se denominada
genéricamente alomelanina (otras melaninas). En las plantas, el precursor mas comun
es catecol (Figura 11(e)), asi que la melanina formada también se denomina catecol-
melanina y el sistema enzimatico implicado en la sintesis se denomina catecol oxidasa
(Mayer, 1986). La L-tirosina es un mal sustrato de estas catecol oxidasas, pero debe

gquedar claro que la catecol-melanina es un subtipo de alomelaninas y las catecol
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oxidasas son el tipo més frecuente de fenol oxidasas vegetales (Mason, 1956). El color
de la alomelanina es siempre de marrén oscuro a totalmente negro, y su estructura
depende de la naturaleza de la unidad principal oxidada. Algunas verduras usan solo
catecol normal, pero otras usan diferentes acidos catecolicos (como el cafeico, acidos
clorogénico, protocatequiico o galico). El pigmento de melanina es un polimero derivado
de estos catecoles y las correspondientes quinonas formadas por la accién de las
catecol oxidasas. La estructura de estas melaninas de plantas ha sido poco estudiada
en los ultimos afios y los esfuerzos se han dirigido principalmente a inhibir su formacion.
En este sentido, el principal proceso estudiado ha sido la inhibicion de las catecol
oxidasas y el aislamiento de inhibidores naturales de la formacién de melanina para

evitar el pardeamiento indeseable (Mayer, 2006).

Melanina fungica: Al igual que en las aves, los reptiles y las plantas, los
pigmentos microbianos no son solo melanina (G. Y. Liu & Nizet, 2009), pero la relevancia
de este pigmento y el gran interés por la melanina fungica se demuestra por la
publicacion de un gran numero de articulos originales, capitulos de libros (A. A.
Brakhage et al., 1999), y muchas resefias sobre diferentes aspectos sobre la sintesis y
funcion de este tipo de pigmento (Bell & Wheeler, 1986). Se publicd una revisiéon por
Nosanchuk y Casadevall (Nosanchuk & Casadevall, 2003) sobre el papel de la melanina
en la patogenia microbiana. Los pigmentos de melanina son muy comunes en los
hongos, aungque la melanogénesis esta restringida a ciertas etapas de desarrollo sobre
el micelio, la esporulacién o las reacciones defensivas y las heridas. La melanina fingica
es bastante abundante y aparece en la pared de la célula, en lugar de en organulos
subcelulares especializados como los melanosomas de los animales. Por lo general, en
hongos y levaduras, los precursores se secretan y luego se oxidan fuera de la pared
celular (Bell & Wheeler, 1986). Las primeras caracterizaciones de precursores fueron
catecoles propuestos para formar alomelanina desprovista de nitrégeno por similitud con
las melaninas vegetales (Prota, 1980). Otro precursor identificado fue un derivado del
naftaleno hidroxilado (Figura 11(f)); asi se describié un nuevo subtipo de alomelaninas,

las melaninas DHN (dihidroxinaftalenomelanina).

En algunos hongos, tales como Wangiella (Exophiala) dermatitidis, el precursor
podria ser una forma acetilada de hidroxinaftaleno que hace que la polimerizacion de
esas unidades ocurra de una manera mas regulada (Wheeler et al.,, 2008). Los
basidiomicetos usan una ruta para la sintesis de melanina més parecida a los animales.
La mayor parte del trabajo sobre melaninas se ha realizado con hongos, Agaricus
bisporus y otros. Estas especies contienen una tirosinasa muy activa que se utiliza en

todo el mundo como el modelo comercial de tirosinasa para estudios in vitro. Un
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metabolito  relacionado, llamado agaritna B-N  [y-L  (+)-glutaminil]-4-
hidroximetilfenilhidrazina (Ross et al., 1982), parece inhibir las proteasas del VIH y
podria ser un buen candidato para el desarrollo de farmacos para la terapia del SIDA
(W.-N. Gao et al., 2007), pero también se ha descrito que previene la formacién de
melanina (Espin et al., 1999). Un caso muy interesante y estudiado de melanina fungica
es el hongo neuropatégeno Cryptococcus heoformans (Casadevall et al., 2000). Este
hongo basidiomiceto infecta el cerebro humano y contiene una fenol oxidasa muy activa
capaz de oxidar los neurotransmisores como las catecolaminas, dopamina y
norepinefrina a polimeros de melanina (Polacheck et al., 1982; Polacheck & Kwon-
Chung, 1988). Estos pigmentos se forman en el cerebro después de una infeccién. Por
otra parte, C. neoformans también es capaz de sintetizar piomelanina derivado de un
metabolito fungico, acido homogentisico (HGA) (Figura 11(h)) (Frases et al., 2007). La
posibilidad de sintetizar dos tipos diferentes de melanina dependiendo de las
condiciones ambientales no es especifico de C. neoformans. Aspergillus fumigatus, uno
de los patégenos fungicos aerotransportados mas importantes en personas
inmunodeprimidas, es capaz de producir DHN-melanina, que esta predominantemente
presente en los conidios. Su biosintesis es de nuevo un importante determinante de
virulencia, pero también es capaz de sintetizar piomelanina a partir de L-tirosina a través
de acido homogentisico (Schmaler-Ripcke et al., 2008). De manera similar, Aspergillus
nidulans es capaz de formar la melanina DHN normalmente presente en ascomicetos y

también dopa-melanina (Gongalves et al., 2012).

1.1.3.Tirosinasas de artrépodos

1.1.3.1. Estructuras de las tirosinasas de artréopodos

La tirosinasa de invertebrados se encuentra de forma latente o proenzima, para
evitar reacciones indeseadas, ya que al circular en la hemolinfa puede entrar en contacto
con sus sustratos. La enzima es activada por mecanismos proteoliticos (Soderhall et al.,
1990), como se ha demostrado en Manduca sexta (M. Hall et al., 1995) y Bombyx mori
(Asano & Ashida, 2001), cuyas proenzimas ademas han sido cristalizadas (Asano &
Ashida, 2001; Y. Li et al., 2009). La activacion puede ser desencadenada como
respuesta a la presencia de patdgenos, como demuestran los casos del camarén
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
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vitro como el &cido diaminopimélico o el péptidoglucano (Figura 21) (Wang & Jiang,
2017).

antimicrobial
Spatzle = peptide
DAP/Lys-PG synthesis
ProHP 14 se— HP14 PAP1
MBP + PGRP1

HP21 PO =» melanization

PAP2/3 /A

Figura 21. 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 (4&cido diaminopimélico), PG
(peptidoglucano), PGRP (proteina de reconocimiento del peptidoglucano), MBP
(proteina de wunién a microbios), PO (polifenoloxidasal/tirosinasa), PAPs
(proteasas de activacion de la polifenoloxidasa), Spéatzle (molécula de

reconocimiento de microorganismos presente en insectos) (Wang & Jiang, 2017).

Al estudiar la estructura de la tirosinasa de artrépodos 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¢ y un método de maxima parsimonia, que
ha permitido la construccién de arboles filogenéticos, como el mostrado en la Figura 22
(Burmester & Schellen, 1996).
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Figura 22. 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 Calliphoravicina. TnBJHSPb: proteina b de lahormona 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. 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
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polyphemus. EuryA: hemocianina A de Eurypelma californicum. MsPPO:
profenoloxidasa de Manduca sexta. PIPPO: profenoloxidasa de Pacifastacus

leniusculus (Burmester & Schellen, 1996).

1.1.3.2. Funciones fisiologicas de las tirosinasas de artropodos

El éxito de los insectos como animales terrestres es debido, en gran parte, a la
formacion de su exoesqueleto, el cual les protege de la desecacion y de las toxinas, y
les permite conservar su forma, sirviendo como punto de anclaje para musculos y
organos. Este exoesqueleto o cuticula tienen que mudarlo cada cierto tiempo, para
permitir el crecimiento del animal. El exoesqueleto recién formado es suave y claro, pero
en seguida se oscurece y endurece, gracias a los procesos de esclerotizacion y
melanizacién, procesos que ocurren simultaneamente e independientemente uno del
otro. Durante el proceso de esclerotizacion, N-acetildopamina (NADA) y N-B-
alanildopamina son activados a intermedios activos por enzimas cuticulares, los cuales
interaccionan con proteinas y polimeros de quitina (M. Sugumaran, 1991, 2001, 2002).
Los primeros estudios llevados a cabo sobre este proceso concluyeron que las o-
gquinonas generadas por tirosinasa eran las principales desencadenantes de la
esclerotizacion (Pryor & Imms, 1940). Asi pues, la ruta propuesta implica que el
aminoacido L-tirosina es hidroxilado a L-dopa, el cual sufre una descarboxilacién para
dar dopamina, que al reaccionar con acetil-CoA conduce a la formacion de N-
acetildopamina (NADA) para, posteriormente, convertirse en NADAquinona (NADAQ),
debido a la accion de tirosinasa (Figura 23). Esta o-quinona no puede sufrir una adicion
intramolecular, por lo que reacciona con sitios puntuales de las cadenas de proteinas
(intermoleculares). Al reaccionar con los grupos €-amino de lisinas, produce un difenol
sustituido que es oxidado, no enziméaticamente, por NADQ a la forma quindnica. La
sustitucién posterior con otro residuo de la cadena de proteina da lugar a la formacion

de una molécula proteica entrecruzada, denominada esclerotina.

Un tipo diferente de esclerotizacion fue descrito por Andersen en 2010
(Andersen, 2010) y por Sugumaran y sus colaboradores (Abebe et al., 2010). Estos
autores encontraron que NADA sufria la desaturacion de su cadena lateral (ver Figura
23). El compuesto resultante, dehidro-NADA, es oxidado a su correspondiente quinona,
la cual actia como factor desencadenante de la esclerotizacion. Este proceso se
denomind B-esclerotizacion y sugeria la existencia de una NADA desaturasa, como
enzima clave en la esclerotizacion de insectos. Posteriormente, fué descubierta una
tercera via de esclerotizaciéon (M. Sugumaran & Lipke, 1983), donde la 2-hidroxi-4-

alquilidenquinona (tautbmero de la 4-alquilquinona) actia como unidad entrecruzante
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(esclerotizacién quinona metide). Otros estudios han conducido a la solubilizacion y
caracterizacion de diversas enzimas implicadas en esa ruta metabdlica (Saul &

Sugumaran, 1989, 1990), pudiéndose unificar las tres vias descritas en una ruta general

de esclerotizacion (Figura 23).
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Figura 23. Ruta para la esclerotizacion de la cuticula de artrépodos. Abreviaturas:
NADA = N-acetildopamina; NADAQ = N-acetil-o-dopaminoquinona; NANE = N-
acetilnorepinefrina; DNADA = dehidro-NADA; DNADAQ = dehidroNADAQ y AQ =
intermedios alquilidenquinénicos. Las etapas catalizadas enziméticamente son:
(1) PPO o tirosinasa; (3) quinona isomerasa y (4) alquilidenquinona isomerasa.
Las etapas (2) transcurren mediante reacciones no catalizadas enzimaticamente
(M. Sugumaran, 1991).

Recientemente se ha publicado una revision de la esclerotizacidon de la cuticula

de insectos (M. Sugumaran, 2022).
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1.1.3.3. Melaninas de artropodos

Se aislé melanina de varias muestras de insectos y se sometié a degradacion
quimica y andlisis por HPLC para marcadores de melanina. La cuantificacion de
diferentes marcadores de melanina revela que las melaninas de los insectos son
significativamente diferentes de las melaninas epidérmicas de los mamiferos. La
eumelanina producida en los mamiferos se deriva de la polimerizacion oxidativa tanto
del 5,6-dihidroxiindol como del 5,6-dihidroxiindol-2-acido carboxilico. La feomelanina se
forma por la polimerizacion oxidativa del cisteinildopa. Por lo tanto, L-dopa es el principal
precursor tanto de la eumelanina como de la feomelanina en los mamiferos. Pero la
eumelanina de insectos parece estar compuesta principalmente de 5,6 - dihidroxiindol y
se origina a partir de la dopamina. Mas importante alin, cabe sefialar la amplia presencia
de feomelanina en muchas especies de insectos. Ademas, la cisteinildopamina y no la
cisteinildopa es el principal precursor de la feomelanina de insectos. Por ello, tanto la
eumelanina como la feomelanina en los insectos difieren de los animales superiores al

usar dopamina y no L-dopa como principal precursor.

1.1.4.Tirosinasas de mamiferos

1.1.4.1. Estructuras de las tirosinasas de mamiferos

No existen cristales de tirosinasa humana (hTYR) (Lai et al., 2016), aunque si de
la TYRP-1, a partir de los cuales se han generado un modelo de las otras enzimas (Lai
et al., 2018). Ademas, en los Ultimos afios se generé una tirosinasa humana
recombinante en Escherichia coli (G.-H. 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 hTYR y las TYRPs, en todos los casos se pueden
observar cuatro regiones: un péptido sefial en el extremo N-terminal, un dominio
intramelanosomal, una a-hélice transmembranal y un dominio C-terminal citoplasmatico
(Figura 24).

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 esté clara su funcion existiendo varias hipotesis
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). Sin
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embargo, esta hipétesis aun no ha sido confirmada por el momento (Lai et al., 2018).
Respecto a la incorporacion de los cobres al sitio activo de tirosinasa, parece que estos
serian recibidos de chaperonas y otros transportadores (N. Wang & Hebert, 2006).

a 3 ; ’
SP  Cys-rich tyrosinase-like ™ CD
TYR 1 [ = ]
19 14 CuA  CuB 476 529 529
TYRP1
25 127 ZnA  ZnB 478 502 537
TYRP2 [ ] | D D [ ]
24 121 ZnA  ZnB 472 493 519
b

Cytoplasm

Melanosome

Figura 24. Estructuras de las enzimas involucradas en laruta de biosintesis de las
melaninas. A. Organizacion por dominios de tirosinasa, TYRP-1 y TYRP-2. SP:
péptido sefial; TM: dominio transmembranal y CD: dominio citosoélico. Los iones
de cobre y cinc estan coloreados en amarillo y naranja, respectivamente. B.
Estructura del dominio intramelanosomal de TYRP-1y los modelos homdlogos de
tirosinasa y TYRP-2. El cobre y el cinc estan coloreados en amarillo y naranja,

respectivamente (Lai et al., 2018).

Pablo Garcia Molina 37



Tesis Doctoral 1. Introduccién

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 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 & Piccinini, 1986). Una vez realizadas las
modificaciones postraduccionales, la tirosinasa es transportada a las membranas de los
melanosomas por medio de vesiculas (Hearing & Jiménez, 1987), participando alli en la
sintesis de las melaninas, mediante la conversién de L- tirosina a L-dopa y de este Ultimo
a o-dopaquinona (Hearing et al., 1981; Hearing & Ekel, 1976), que a su vez, por medio

de una serie de reacciones quimicas, genera las diferentes melaninas.

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 (Camand et al., 2001; Oetting, 2000; Tomita et al.,
1989).

Teniendo en cuenta que no se dispone de un cristal de hTYR y los modelos se
basan en el cristal de TYRP-1, se ha sugerido que los sustratos monofenélicos 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 hTYR, ya que, al ser mutados, esta actividad se ve afectada; sin embargo,

su funcién en este proceso aun no esta clara (Lai et al., 2018).

1.1.4.2. Funciones fisioldgicas de las tirosinasas de mamiferos

Teniendo en cuenta la alta homologia de secuencias de aminoacidos de distintas
tirosinasas (Gerdemann et al., 2002), Garcia-Borron y Solano propusieron el modelo
gue se muestra en la Figura 25 (Garcia-Borron & Solano, 2002). En general, el sitio
activo es de tipo hidrofébico y en él estan situados los atomos de cobre CuA 'y CuB. Las
regiones de los atomos de cobre estan muy conservadas en la naturaleza y son ricas
en histidinas. Ademas de las regiones del CuA y CuB, las tirosinasas de mamiferos
muestran un péptido sefial N-terminal, unos dominios ricos en cisteina y un segmento

transmembrana hidrofébico C-terminal (Garcia-Borrén & Solano, 2002).
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Figura 25. Modelo propuesto para el sitio activo de tirosinasa de mamiferos,
mostrandose el haz de cuatro hélices a del sitio activo y las posibles interacciones

existentes dentro de éste (Garcia-Borrén & Solano, 2002).

Estudiando mutaciones en el sitio activo de tirosinasa se ha propuesto un modelo
tridimensional (Schweikardt et al., 2007), estos autores concluyen que ademas de las
seis histidinas coordinadas a los dos cobres, otros aminoacidos son importantes. Debido
a la estrecha homologia entre tirosinasa de raton (mouseTYR) y hTYR, los resultados
descritos por estos autores pueden considerarse extrapolables. Recientemente se ha
expresado la tirosinasa humana madura (RHT) recombinante en Escherichia coli (G.-H.
Chen et al., 2012). Asi, la RHT podria ser usada para el estudio de inhibidores.

1.1.4.2.1. Melanocitos e histologia de la melanogénesis

La piel se define como el mayor 6rgano funcional del cuerpo humano, en un
adulto medio cubre un &rea de 1,5 a 2 metros cuadrados. A lo largo de la vida, las tareas
que tiene que realizar son enormemente variadas; entre ellas, proteger el medio interno

de los efectos destructivos del medio exterior y establecer la comunicacion entre ambos.
La piel consta de tres capas principales (Figura 26):

Un epitelio escamoso estratificado queratinizado externo, que se autorregenera, la

epidermis.

Una capa de tejido fibroelastico de sostén, fuerte y que aporta la nutricion, la dermis.
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Una capa de espesor variable, formada fundamentalmente por tejido adiposo, la
hipodermis o subcutis (Young & Heath, 2000).

Tallo del pelo

,Glandula sebacea

__-Epidermis

~Dermis

Tejido
| subcutaneo

'Vaso linfatico
¢ \ ‘Nervio

Arteria— \ 'Foliculo piloso
“s+Melanina "Tejido graso

Célula basal Glandula sudoripara

—Melanocito

Figura 26. Representacion de las diferentes capas de la piel
(Epidermis/Dermis/Hipodermis (tejido subcutaneo)). Unién dermoepidérmica.
Uniéon del melanocito con sus dendritas y queratinocitos. Transferencia de

granulos de melanosoma (Young & Heath, 2000).

Ademas, existen anejos epiteliales especializados como las glandulas
sudoriparas, los foliculos pilosos y las glandulas sebaceas, que se forman como
invaginaciones de la epidermis hacia la dermis durante el desarrollo embrionario. Dentro
de este patron basico existen variaciones en la estructura, segun las diferentes
localizaciones de la superficie corporal y que dependen de cual sea la funcibn mas
importante de la piel en cada una de ellas; por ejemplo, las plantas de los pies tienen
una capa de queratina protectora muy gruesa y una interdigitacion completa entre la
epidermis y la dermis para resistir las potentes fuerzas de cizallamiento y friccion que

se producen al andar (Young & Heath, 2000).

El color de la piel humana depende de tres factores principales: primero, la piel
posee un color amarillento propio, debido en parte a la presencia de varios pigmentos
caroténicos localizados en la grasa subcutanea; segundo, la concentracion y el estado
de oxigenacion de la hemoglobina, y la existencia de otros pigmentos como los biliares
de la sangre, que se reflejan en el color de la piel; y tercero, el color cutaneo viene dado
por la cantidad de pigmento melanina que se presenta en la epidermis. Esta es
precisamente la variable mas importante entre las diferentes partes del cuerpo, entre los
individuos de la misma raza y entre los de razas diferentes. La melanina se sintetiza en

los melanocitos, Figura 26. Desde un punto de vista ontogénico, las células de la cresta
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neural dan lugar a los melanoblastos. Estos migran a varios destinos, donde se
diferencian en melanocitos (LaBonne & Bronner-Fraser, 1998). Durante el desarrollo de
los melanoblastos intervienen un cierto numero de factores de crecimiento y receptores
(Baynash et al., 1994; Hosoda et al., 1994; Lahav et al., 1996; Wehrle-Haller et al., 1996).
Los melanocitos se localizan en la capa basal de la epidermis, encontrandose
ocasionalmente en la dermis. También los podemos ver en el ojo (epitelio pigmentario
de la retina, tracto uveal), matriz del pelo, oreja (estria vascular), oido, membranas
mucosas Yy sistema nervioso central (leptomeninges). EI melanocito tiene un tamario
pequefio y presenta unas prolongaciones dendriticas, mas 0 menos numerosas, que lo
ponen en intimo contacto con los queratinocitos circundantes, cargadas de granulos de
melanina o melanosomas maduros, donde esta confinada mayoritariamente la enzima
tirosinasa. Cada melanocito contacta con 30-40 queratinocitos constituyendo lo que se
denomina una “unidad epidérmica de melanina”. Con el bulbo piloso ocurre o mismo y
por analogia se le denomina “unidad folicular de melanina” (Ortonne & Prota, 1993). El
melanocito, ademas, posee un nlcleo pequefio y una estructura denominada complejo
de GERL, en el que participan el aparato de Golgi, el reticulo endoplasmatico y los
lisosomas (Novikoff et al., 1971). La verdadera fabrica de melanina es el melanosoma.
Este organulo tiene una gran importancia, ya que mantiene en su interior a los
intermedios de la melanogénesis, compuestos altamente reactivos y citotoxicos
(Pawelek & Lerner, 1978). Una vez que la melanina es producida en el melanosoma es
transferida a los queratinocitos vecinos. El tamafio de estas organelas y su nimero son
importantes para determinar el grado de pigmentacién. Sobre la transferencia del
melanosoma se sabe poco (Hearing, 2005). Se ha observado que la asociacion del
melanosoma con microtibulos y filamentos de actina, via proteinas motoras como
quinesina, dineina y miosina V, es importante para el movimiento del melanosomay la
transferencia a queratinocitos (Hara et al., 2000; Lambert et al., 1998; Provance et al.,
1996; Sharlow et al., 2000; Vancoillie, Lambert, Mulder, et al., 2000; Vancoillie, Lambert,
Naeyaert, et al., 2000; Wu et al., 1997). La degradacion de los melanosomas ocurre por

la accion de la hidrolasa acida lisosomal presente en los queratinocitos.

1.1.4.3. Melaninas de mamiferos

La melanina es el principal pigmento responsable de las diversas
pigmentaciones que se encuentran en la piel, el cabello y los ojos. Las melaninas son
muy diversas (J. Y. Lin & Fisher, 2007; Quevedo et al., 1985; Sturm, 2009; Sulem et al.,
2007), aunque otras biomoléculas como los carotenoides, la hemoglobina y los factores
nutricionales también pueden contribuir al color de la piel, el cabello y el tono de los ojos
(G. Britton, 1995; Myriam et al., 2006; Samson et al., 2010). Obviamente, los colores de
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piel en el mundo animal son mucho mas ricos que en la raza humana. Basicamente, la
mayoria de las melaninas son oscuras, de negro a marrén, pero otras melaninas son
rojizas o amarillentas (Simon & Peles, 2010). De acuerdo con esto, las melaninas
animales se dividen en dos grandes grupos, eumelanina (eu = buena) y feomelanina
(pheo = nublado o oscuro). Ambos tipos se sintetizan a partir del amino&cido L-tirosina.
con la participacion de la tirosinasa, la enzima clave de la melanogénesis en animales y
muchos microorganismos. Por lo tanto, la L-tirosina debe considerarse el principal
monofenol precursor de la melanina (Figura 11(a)), aunque no el Gnico. La eumelanina
proporciona principalmente colores oscuros, de marrén a negro. Pequefias cantidades
de eumelanina pueden dar lugar a colores grises, como en el cabello humano en edad
madura (Robbins, 2012). Debido a la falta de disponibilidad de melanina cristalizada, la
estructura no pudo ser determinada por difraccién de rayos X. Alternativamente, también
se han llevado a cabo algunos estudios de RMN de estado sélido para explorar el cabello
y la estructura de melanina de sepia (Adhyaru et al., 2003; Ghiani et al., 2008; Thureau
et al., 2012), pero en general, estos intentos han ofrecido informacién bastante limitada
sobre la estructura molecular del polimero. Cualquier tratamiento quimico para disolver
la eumelanina altera su estructura nativa y rompe el polimero inicial en fragmentos,
mientras que la digestién enzimatica es incluso relativamente ineficaz para eliminar el
contenido de proteinas y lipidos de las muestras naturales (Ghiani et al., 2008). La
degradacion quimica generalmente se puede realizar por calor, oxidacién con
permanganato o peréxido de hidrogeno en medio alcalino. Los principales fragmentos
son los &cidos carboxilicos pirrdlicos PDCA, PTCA y unidades de
aminohidroxifenilalanina (AHP). De todos modos, la eumelanina de diferentes fuentes
es heterogénea en tamafio y en su estructura quimica fina. Segun la mayoria de los
datos experimentales, la principal unidades o bloques de construccion son unidades de
5,6-dihidroxiindol (DHI). Las posiciones activas para la polimerizacion en esta unidad
son 2, 3, 4,y 7 (Ito, 1986; Ito & Wakamatsu, 2003; Prota, 1980, 1988). Algunas de estas
unidades estan carboxiladas en la posicion 2 (unidades de acido 5,6-dihidroxiindol-2-

carboxilico, unidades DHICA).

La relacion DHI/DHICA de la eumelanina depende de la actividad de la
dopacromo tautomerasa y/o de la presencia de trazas de iones metdlicos en los medios
de sintesis (Aroca et al., 1992; Palumbo et al., 1991). Un fragmento modelo de
eumelanina se representa en Figura 27. También es posible incorporar unidades DHI.
Las unidades DHICA tienden a polimero lineal, pero las unidades DHI tienden a ser
moléculas mas grandes y ramificadas. Unidades de L-dopa o incluso L-tirosina o

unidades indodlicas oxidadas de 5,6-indol quinona (IQ) también pueden incorporarse en
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baja proporcion al polimero durante su formacion (Figura 27(b)). Finalmente, algunos
datos también sugieren la presencia de unidades pirrélicas carboxiladas en el polimero.

Ho- \

Figura 27. Modelo para la estructura de la eumelanina. Este polimero es oscuro,
de marrén a negro segun el tamafio y la conjugacion electréonica. (a) El modelo
simplificado de tetrona para tener en cuenta la composicibn empirica
C18H1004N2. (b) En el modelo clésico, la mayoria de las unidades son unidades
inddlicas. Las unidades mas abundantes son DHI (5,6-dihidroxiindol, U1, U4y U6),
aunque también se encuentran algunas unidades del andlogo 2-carboxilado
DHICA (acido 5,6-dihidroxiindol-2-carboxilico, U2 y U5). . La relacién DHI/DHICA
depende de la actividad de la dopacromo tautomerasa y de otras condiciones
durante la formacion de la eumelanina. Las unidades oxidadas de IQ (5,6-
indolequinona, U3), las unidades de L-dopa inalteradas (U7) y los pirroles
carboxilados, debido a la degradacién parcial de los indoles durante la
polimerizacion (U8), también pueden incorporarse durante la polimerizacion. Las
unidades estan unidas por unavariedad de enlaces que involucran las posiciones
4,7, 2y 3. Las flechas indican algunos puntos posibles para el crecimiento del
polimero (Solano, 2014).
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Durante la formacién de melanina, algunos de estas unidades pueden
conjugarse con grupos tiol o amino de cadenas laterales de aminoéacidos de péptidos o
proteinas, formando melanoproteinas (Garcia-Borron et al., 1985) de estructura aun
mas indefinida. Estos conjugados fueron identificados por primera vez en
sepiamelanina, donde se identificaron varios aminoacidos diferentes en la melanina
extraida de la tinta de sepia (Piattelli et al., 1963), pero las melanoproteinas también se
describieron en otras fuentes (Mason & Peterson, 1965) debido a la reactividad de las
gquinonas con grupos quimicos de las cadenas laterales de aminoacidos (Salinas et al.,
1994). La feomelanina es mas tratable que la eumelanina, ya que la mayoria de este
pigmento se puede disolver en medios alcalinos. Feomelanina produce colores
amarillentos o rojizos, y se encuentra en cantidades relativamente grandes en pelo rojo,

pecas y plumas

La principal diferencia de eumelanina en términos quimicos es la presencia de
azufre. Durante la feomelanogénesis, el aminoécido L-cisteina, libre o en compuestos
como el glutatién, se afiade a la L-dopaquinona, el intermedio oxidado generado por
tirosinasa a partir de L-tirosina. Por lo tanto, la L-dopaquinona es el punto de ramificacién
para formar eu- o feomelanina dentro del melanocito. La presencia de azufre en
feomelaninas por adicion de L-cisteina o el glutation fue descrito por Prota (Prota, 1988;
Prota & Thomson, 1976). Cisteina se puede agregar a varias posiciones en el anillo de
L-dopaquinona, pero la 5-S-cisteinildopa (Figura 11(b)) o 5-S-glutationildopa son los
isbmeros predominantes (Ito et al., 1986; Prota, 1980). Asi, la feomelanina consiste en
oligbmeros formados por unidades que contienen azufre, principalmente benzotiazina y
benzotiazol (Figura 28), en lugar de unidades de indol (Greco et al., 2011; Napolitano et
al., 2013). Las unidades de benzotiazina se forman primero a partir de cisteinildopa,

pero su conversion al benzotiazol se ha demostrado (Wakamatsu et al., 2009).

OH  Benzothiazine

“00C

OH
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Figura 28. Modelo de estructura de feomelanina. Este pigmento es de color claro,
de rojizo a amarillento. Consta de dos unidades principales, las benzotiazinas
(U1+U2, U6+U7) vy los benzotiazoles (U4+U5). Ambas unidades derivan de la
adicién espontanea de L-cisteina a L-dopaquinona durante la via biosintética de
la melanina, y las reacciones posteriores y la ciclacion de los residuos de cisteina
originan los anillos que contienen azufre. Las cadenas laterales de L-dopaguinona
permanecen abiertas o, a veces, cicladas (como U3). Estos ultimos ciclos también
podrian dar lugar a unidades de dihidroisoquinolina. Las flechas indican posibles
puntos para el crecimiento del polimero (Solano, 2014).

De hecho, la sepiamelanina descrita por Nicolaus es un modelo de eumelanina
aceptado que tiene baja cantidad de azufre debido a la adicién de pequefias cantidades
de proteina durante la polimerizacién, adquiriendo de alguna manera naturaleza de la
melanoproteina. Por otro lado, los granulos de melanina mixta se han descrito en
neuromelaninas. En presencia de pequefias cantidades de compuestos con un grupo
tiol libre como la L-cisteina, las unidades de formacién de 5-S-cisteinildopas son
abundantes (Ghiani et al., 2008) y la feomelanina se forman en el nucleo del granulo,
pero una vez que los grupos tiol se agotan, continla la polimerizacion; la eumelanina se
forma en la superficie del granulo (Bush et al., 2006). Los tricocromos también llamados
feocromos pueden considerarse como una pequefia variante de feomelanina con un
peso molecular definido (Prota & Thomson, 1976). Son compuestos derivados de la
dimerizacion de dos unidades de benzotiazinas formadas a partir de 5-cisteinildopa.
Estos compuestos fueron aislados de pelirrojos y en plumas de pollo de Hampshire,
aunque la cantidad es muy pequefia. Hay varias formas dependiendo de la oxidacion,
el estado del anillo de tiazina y la presencia de otros grupos en posicion 3 (Figura 29).

Los tricocromos muestran un color mas brillante en comparacion a feomelaninas
mas grandes, que tienen un color turbio. Las eumelaninas son mas abundantes en los
seres humanos, especialmente en personas de piel oscura. En personas caucasicas,
se puede encontrar localizada alta concentracién cutanea de melanina en lunares,
maculas, nevus o lentigos, mientras que la feomelanina se encuentra en pecas o

pezones.
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Figura 29. Tricocromo F: este es un tricocromo tipico, pero hay otras variantes de
color naranja a violeta dependiendo de los grupos en la posicion 2 y el posible
doble enlace en la posicion 3 del anillo de tiazina. Estas moléculas son dimeros
de dos unidades de benzotiazina, y pueden considerarse pequefias feomelaninas

con una estructura bien definida (Solano, 2014).

Hiperpigmentacion o hipopigmentacion son trastornos cutaneos importantes. La
melanina también da lugar a patologias, como es el caso del melasma cutaneo o el
melanoma melandético maligno. Este tipo de cancer aparece por malignidad de los
melanocitos cutaneos. Por otra parte, la ausencia total de pigmentacion resulta en
albinismo y la ausencia parcial en la piel parcheada da como resultado vitiligo. De ese
modo, la melanina tiene implicaciones cosméticas, sociales y biomédicas. Pero las
melaninas de los mamiferos no se limitan a la piel y cabello. El pigmento también esta
presente en el tejido subyacente el iris del 0jo, manchas oculares, pigmento epitelial de
la retina (REP) (Schraermeyer & Heimann, 1999; Weiter et al., 1986) y la estria vascular
del oido interno (Meyer zum Gottesberge-Orsulakova, 1986). De este modo, la melanina
es importante para el correcto funcionamiento del vista y oido. La conexién misteriosa e

intrigante entre albinismo, ojos claros y sordera se conoce hace muchos afios.

La melanina también se encuentra en ciertas regiones del cerebro y glandula
suprarrenal de algunos mamiferos. La neuromelanina es un pigmento de color oscuro
producido en poblaciones especificas de neuronas catecolaminérgicas en el cerebro,
ubicadas principalmente en la sustancia negra y en menor proporciéon en el locus
coeruleus. Aparece en mayor cantidad en el cerebro humano y en cantidades menores
en algunos otros primates no humanos, pero estd ausente del cerebro en muchas
especies inferiores. La presencia especifica de neuromelanina en el cerebro humano
aumento el interés por este pigmento y su papel. Puede jugar papeles cruciales en la
apoptosis, la neurodegeneracion y los procesos relacionados enfermedad de Parkinson

(Fedorow et al., 2005; Graham, 1979). La neuromelanina es una mezcla de feomelanina
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y eumelanina, ya que derivan de la dopamina y la 5-escisteinildopamina, identificadas
por métodos analiticos (Ito et al., 1986) (Figura 11(c)). Los granulos de neuromelanina
deben tener feomelanina en el nucleo y la eumelanina en la superficie, que es
compatible con un agotamiento ocasional del glutatién o la cisteina durante la formacion
de neuromelaninas (Carstam et al., 1991). En principio, la neuromelanina parece ser un
producto de desecho del metabolismo de las catecolaminas, se encontré6 que aumenta
progresivamente con la edad del cerebro (Graham, 1979). A pesar de los miles de
articulos publicados sobre la neuromelanina, la funcién biolégica sigue siendo en su
mayoria desconocida, aunque se ha demostrado que la neuromelanina humana une
metales de manera eficiente como el hierro, asi como otras moléculas potencialmente
téxicas (Marszalt et al., 2013). Finalmente, en los mamiferos, hay formacion ectopica de
melanina incluso en algunos otros tejidos diferentes de la piel, ojo, oido interno y
cerebro, como en el tejido adiposo (Randhawa et al., 2009). Se ha detectado ARN de

tirosinasa en muestras de este ultimo tejido, aunque la actividad enzimatica es baja.

Aparte de los mamiferos, las plumas de las aves contienen los dos tipos de
pigmentos de melanina, asi como una variedad de carotenoides, aunque las cantidades
relativas de cada pigmento difieren con la especie aviar (McGraw et al., 2004). Como en
el pelo de los mamiferos, la melanina en la pluma generalmente se une a las queratinas
formando la proteina matriz del pelo y pluma, respectivamente. En la mayoria de los
casos, las melaninas de las plumas son una mezcla de eu y feomelanina. La melanina
también se encuentra en reptiles, anfibios y peces. Estos animales pueden cambiar de
color de forma rapida para camuflarse frente a entornos cambiantes (Hadley & Oldman,
1969), por lo que que la melanina es mas verséatil y ofrece distinta tonalidad debido a la
existencia de cromatoéforos e iridoforos ademas de los melanocitos. En estas especies,
los melanosomas y los organulos subcelulares que sintetizan y acumulan la melanina
estan bajo control hormonal y neural, y puede ser transportado rapida y reversiblemente
a ciertas regiones debido a la MCH (hormona concentradora de melanina), que es
mucho mas activa en estos animales que en los mamiferos (Baker, 1993). El control
hormonal de la melanizacién por MSH (hormona estimulante de melanocitos) también
es importante en estos animales, asi como en aves y mamiferos. Las melaninas en
estos animales son generalmente eumelaninas, aunque se ha descrito la presencia de
feomelanina en tortuga (Roulin et al., 2013). Como se indic6 anteriormente, la tinta de
la sepia contiene un tipo especial de melanina llamada sepiamelanina. Las melaninas
también producen la coloracién negra en la tinta de pulpo, calamar, y otros cefalépodos.
Esta melanina es principalmente eumelanina (Pezzella et al.,, 1997). Durante la

formacion de melanina en estos sistemas, hay evidencias claras sobre la formacion de
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peroxido de hidrégeno y radicales libres durante el proceso de polimerizacién (José Luis
Mufioz-Mufioz, Garcia-Molina, Varén, et al., 2009). De todos modos, la sepiamelanina
ha sido un excelente modelo para el estudio de estructura y propiedades de la
eumelanina, debido a su facil extraccion en cantidades significativas.
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1.2. ACTIVIDADES CATALITICAS DE TIROSINASA

Tirosinasa (E.C.1.14.18.1) es una oxidorreductasa capaz de hidroxilar
monofenoles a o-difenoles y oxidar estos a o-quinonas con la participacion de oxigeno

molecular. (Sanchez-Ferrer et al., 1995; Solomon et al., 1996).

1.2.1. Consideraciones generales

Tirosinasa es una enzima con una amplia especificidad de sustrato, el sitio activo
esta cerca de la superficie de la proteina y asi muchos sustratos con distinta estructura
gquimica son accesibles. Esto lleva consigo que tirosinasa, ademas de las actividades
principales que se han descrito anteriormente, puede mostrar otras actividades
cataliticas como: catalasa (Garcia-Molina et al., 2005), pseudoperoxidasa (Jiménez &
Garcia-Carmona, 1996), ascorbato oxidasa (Ros et al., 1996; Ros et al.,, 1995),
NADHoxidasa (F. Garcia-Molina et al., 2010), acido tetrahidrofélico oxidasa (Garcia-
Molina et al., 2011), tetrahidropteridina oxidasa (Mufioz-Mufioz et al., 2011), y catalizar

la oxidacion de o-aminofenoles y aminas aroméaticas (Mufioz-Mufioz et al., 2011).

En esta tesis, centraremos nuestra atencion en el estudio de la actividad

monofenolasa y en la accién de inhibidores sobre la catélisis de la enzima.

1.2.2. Actividad difenolasa

Esta actividad es la mas conocida de tirosinasa, la enzima oxida dos moléculas
de un o-difenol a o-quinona, consumiendo una molécula de oxigeno. En animales, el o-
difenol fisiolégico mas importante es L-dopa, que es oxidado por la enzima a o-
dopaquinona. Esta quinona es inestable y evoluciona hacia la formacién de L-

dopacromo y, a tiempos mas largos, hacia la formacion de melaninas (ver Figura 30).

Una representacion de esta actividad se muestra en la Figura 30A, dos
moléculas de L-dopa son oxidadas por tirosinasa, originando dos moléculas de o-
dopaquinona. La enzima se encuentra en el ciclo catalitico en tres formas:
metatirosinasa (Cu*2Cu*?), desoxitirosinasa (Cu*Cu*?) y oxitirosinasa (Cu*?Cu*?03™). En
la Figura 30B se muestra la evolucion quimica de o-dopaquinona, que tiene una gran
importancia en la expresion de la actividad monofenolasa sobre L-tirosina. (Garcia-
Molina et al., 2022).
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Figura 30. A) Actuacidon de tirosinasa sobre L-dopa. B) Evolucion puramente

quimica de o-dopaquinona (Garcia-Molina et al., 2022).

1.2.3. Actividad monofenolasa

La actividad monofenolasa de tirosinasa se muestra en la Figura 31. La enzima
hidroxila L-tirosina a L-dopa, posteriormente lo oxida a o-dopaquinona; esta evoluciona
guimicamente mediante una reaccién de ciclacion y posteriormente de oxidacion-
reduccion, acumulando L-dopa en el medio (Figura 30 A y B). Esta acumulacion de L-
dopa lleva consigo que el estado estacionario lo consigue la enzima realizando dos
vueltas por el ciclo monofenolasa por cada vuelta en el ciclo difenolasa (Garcia-Molina
et al., 2022).
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Figura 31. Accion de tirosinasa sobre L-tirosina (Garcia-Molina et al., 2022).

1.2.3.1. Medida de la actividad monofenolasa

Se han descrito distintos métodos para medir la actividad monofenolasa de
tirosinasa. Nosotros propusimos métodos espectrofotométricos basados en la reaccién
del MBTH con las o-quinonas generadas por la enzima, debido a la alta absortividad
molar de los aductos originados los métodos fueron muy sensibles (Espin et al., 1998;
Garcia-Molina et al., 2007; Rodriguez-lopez et al., 1994). Recientemente, se han
propuesto una serie de métodos fluorimétricos basados en la medida de desaparicién
de L-tirosina (Du et al., 2021; Guo et al., 2020; Zhang et al., 2021). La comparacion de
los métodos espectrofotométricos que miden la aparicion de producto en el medio y los
fluorimétricos que miden la desaparicion de sustrato se llevé a cabo en una publicacién

reciente (Garcia-Molina et al., 2021).

1.2.3.2. Mecanismo molecular de la actividad monofenolasa

El mecanismo de hidroxilacion de monofenoles por tirosinasa es complejo. Se
ha avanzado mucho en el estudio de la etapa limitante que es la desprotonacién del
monofenol y el ataque nucleofilico al atomo de Cu. Una propuesta de como podria
llevarse a cabo esta serie de reacciones se muestra en la Figura 32. La participacion de
residuos de aminoéacidos del centro activo como &cido glutamico, asparragina e histidina

es necesaria (ver Figura 32).
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Figura 32. Actividad monofenolasa (ciclo verde) y difenolasa (ciclo rojo) de PPO.
A) La forma desoxi del centro de cobre tipo Ill (Cu*'Cu*?) es el punto de partida
para ambas actividades. Esta se une al oxigeno molecular y, por lo tanto, cambia
a la forma oxi cataliticamente activa (Cu*?Cu*?052). B) Actividad monofenolasa
(verde). C1), C2), C3) residuos ubicados dentro o alrededor del sitio activo
(HisB1+1, HisB,+1 y el residuo controlador del agua) mejoran la basicidad de las
histidinas conservadas, coordinadas al CuA y CuB (HisB1, HisB2 e HisA2), que
luego ayudan a la desprotonacion de los sustratos monofendlicos entrantes. D)
El monofenol desprotonado esté listo para la reaccion catalitica e interactia con
la forma oxi del centro de cobre tipo Illl. E) La ortohidroxilaciéon del fenolato,
mediante una sustitucion aromatica electrofilay la subsiguiente oxidacion de dos
electrones del intermediario difendlico, producen el producto final o-quinona y
una molécula de agua. Durante el paso de oxidacion de dos electrones, el centro
de cobre de la PPO se reduce a su forma desoxi, cerrando el ciclo catalitico de la
monofenolasa. Actividad difenolasa (roja): C) El sustrato difendlico se oxida a la
o-quinona correspondiente por el centro dicuprico y se originala transicion de la
forma oxi a la met. D) La forma met acepta sustratos o-difendlicos y los convierte
en las o-quinonas correspondientes. E) De manera similar a la actividad
monofenolasa, el centro de cobre de la PPO se reduce a su forma desoxy durante
la oxidacion del sustrato, cerrando asi el ciclo catalitico de la actividad difenolasa
(Kampatsikas & Rompel, 2021).
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Las seis histidinas (HisAl, HisA2, HisA3, HisB1, HisB2 y HisB3) coordinan los
dos iones de cobre y se conservan entre todas las proteinas de cobre tipo Ill. Las
investigaciones cristalograficas demostraron que los dos iones de cobre son flexibles y,
por lo tanto, pueden asumir diferentes posiciones dentro del centro activo. Debido a esta
flexibilidad, las histidinas conservadas pueden perder temporalmente sus interacciones
con los iones de cobre. CuA y CuB se encontraron en tres y dos posiciones diferentes,
respectivamente. AbPPO4PDB ID: 40UA también muestra una conformacién
alternativa, que esta estabilizada por el séptimo residuo de His (HisB3 -1, Figura 33). El
séptimo residuo His, que se conserva en PPO de plantas, hongos y bacterias, esta
involucrado en la unién de CuB en AbPPO4. Por lo tanto, CuB interactla con cuatro
histidinas, y la séptima His también puede estar involucrado en la union de CuB
(Kampatsikas & Rompel, 2021).

Se ha descrito por primera vez una séptima histidina en PPO de Ralstonia
solanacearum, una bacteria patdbgena gram-negativa que se une al suelo. La séptima
His esta presente en PPOs de plantas, hongos y bacterias, asi como en tirosinasa
humana, y esta localizada antes de la tercera histidina coordinada al CuB (HisBs-1,
Figura 33). Algunas otras PPO, asi como las proteinas 1 y 2 relacionadas con la
tirosinasa humana (TRP1 y TRP2), tienen una Leu26 en esta posicion, mientras que las
PPO de insectos tienen una Val (MsproPO) o un Trp (AgproPQO). En particular, las
enzimas PPO que contienen una séptima His en esta posicibn muestran una alta
afinidad por los sustratos con cola carboxilica (Hernandez-Romero et al., 2006),
mientras que las PPO que contenian Leu en esta posicién mostraron una mayor afinidad
por los sustratos con cola descarboxilada. La estructura cristalina de AbPPO4 revel6 la
gran flexibilidad de la posicibn CuB por lo que los autores propusieron que la séptima
His frena el ibn CuB aparentemente flexible en AbPPO4. En su posicion alternativa en
AbPPO4, CuB esta coordinado por las tres histidinas conservadas y la séptima His,
exhibiendo una geometria de coordinacion piramidal trigonal (casi tetraédrica) (Figura
6) (Kampatsikas & Rompel, 2021).
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Figura 33. Residuos cataliticos dentro y alrededor del sitio activo de PPO. La
estructura cristalina de tirosinasa de Juglans regia (JrPPO1, PDB ID: 5CE9) se
utiliza como ejemplo representativo. Las seis histidinas conservadas HisAl,
HisA2 y HisA3 de CuA e HisB1, HisB2 e HisB3 de CuB se representan como palos
(carbon: blanco y nitrégeno: azul). Estan resaltados la séptima His, HisB3-1 (verde
claro), residuo guardian (naranja), residuo guardian (amarillo) y los dos
controladores de actividad, HisB1 +1 (gris) y HisB2 +1 (purpura). El puente tioéter
(rosa) conecta la segunda histidina conservada de CuA (HisA2) a un residuo de
cisteina adyacente, mientras que los dos enlaces disulfuro estan representados
en rojo (Kampatsikas & Rompel, 2021).

En el caso de tirosinasa humana de tipo salvaje se expresoé y purific6 como una
enzima funcional, mostrando claras actividades de hidroxilacion y oxidacion, y seis
mutantes mostraron actividades mas bajas que el tipo salvaje. La mayoria de las
enzimas mutantes, excepto para el mutante H389A, mostré una actividad de tirosina
hidroxilasa (monofenolasa) significativamente mas baja para el sustrato L-tirosina, lo
gue sugiere que estos residuos sustituidos son necesarios para la actividad de
hidroxilacién, mientras que la actividad de dopa oxidasa (difenolasa) se redujo
significativamente en cuatro mutantes (H363A, H367A, H389A y H390A) alrededor del
sitio CuB. Tres mutantes (H180A, H202A y H211A) alrededor del sitio CuA retuvieron
actividad hasta 88%, 76% y 89%, respectivamente, para la reaccion de oxidacion de

dopa en comparacién con la de tipo salvaje. Este hallazgo sugiri6é que la unién al cobre
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de los tres residuos de histidina alrededor de CuA es esencial para unirse al sustrato
aromatico, L-tirosina. Ademas, el modelado de la estructura de la tirosinasa humana
usando la estructura de TPR1, que ya se resolvid con cristalografia de rayos X, predijo
gue estos tres residuos también estan involucrados en la unién directa con el &tomo de
cobre (Figura 34) (Noh et al., 2020).

=
.A ,,.A/‘({\g;/‘\
" & /J

Figura 34. Estructura tridimensional propuesta para tirosinasa humana. El sitio
dicuprico se encuentra en el centro del haz de cuatro hélices. Los residuos H180,
H202 y H211 se unen directamente con el a&tomo de cobre en el sitio CuA, y H363,
H367 y H390 estan directamente coordinados con el &tomo de cobre en el sitio
CuB. Sin embargo, H389 se encuentra alrededor del sitio CuB sin unién directa
(Noh et al., 2020).

Se propuso por primera vez que una asparragina es la responsable de la
diferencia entre tirosinasa y catecol oxidasa (Solem et al., 2016).
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Figura 35. Izquierda: actividades de tirosinasa (arriba) y catecol oxidasa (abajo).

Derecha: Centro de cobre tipo 3 de VVPPOg de uva para vino en su forma met con
atomos de cobre Ay B, y las seis histidinas proporcionadas por las cuatro hélices
o (Solem et al., 2016).

En la Figura 36 se muestra la contribucion de la asparragina a la desprotonacion

del fenol, a través de una molécula de agua.
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Figura 36. Desprotonacion de un sustrato fendlico en el ciclo de la tirosinasa. Se
muestra la participacién de los aminoacidos glutamato y asparragina en la

desprotonacion del monofenol (Solem et al., 2016).
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1.2.3.3. Demostracion de la existencia de un complejo ternario en la

reaccion de hidroxilacion de monofenoles
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Figura 37. Esclarecimiento del intermedio ternario tirosinasa/ O/ monofenol que
muestra el mecanismo de monooxigenacion en la biosintesis de melanina. (A) La
etapa limitante en la catdlisis de la ruta de biosintesis de melaninas es la
hidroxilacion de L-tirosina a L-dopa, la cual va seguida por la posterior oxidacién
de L-dopa a L-dopagquinona; ambas etapas estan catalizadas por tirosinasa. (B)
Esquema cinético para el ciclo catalitico (monooxigenacién de monofenoles y
reacciones de oxidacion de o-difenol). Accién de tirosinasa hacia monofenoles
sustituidos en para, con el efecto del borato atrapando el producto, o-difenol, que
se libera. El complejo ternario intermedio se muestra entre paréntesis (Kipouros
et al., 2022).

Estudios espectroscépicos, cinéticos y de mecanica cuantica han puesto de
manifiesto la existencia del complejo ternario (tirosinasa / O, / monofenol). El monofenol
entra al sitio activo totalmente protonado, el sustrato desplaza a una molécula de agua
del sitio activo y se originan enlace de puente de hidrégeno entre el peréxido y el grupo

hidroxilo del sustrato; estas interacciones llevaran consigo que se transfiera el proton y
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el fenolato originado interacciona con un Cu y, posteriormente, ocurre la o-hidroxilacién
por el p-oxo desprotonado. Notese que en el esquema propuesto en la Figura 38
participan tres moléculas de agua.

Ser206
oxy.Ty Ser206 1P Ser206 2P - A‘ 4‘?00‘:“: .
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Figura 38. Los sitios activos de las estructuras optimizadas QM/MM de oxi-
tirosinasa en S. castaneoglobisporous y sus posibles intermediarios ternarios
(Tirosinasa / O, / 4-COOCHs ; 1P a 5P). Los residuos clave del sitio activo y el
sustrato unido (4-COOCHs;) se muestran como barras, los sitios de Cu y el u-nn?
peréxido se muestran como esferas. Los enlaces de coordinacién de Cu se
muestran como lineas grises continuas y las interacciones de los enlaces de H se
muestran como lineas amarillas discontinuas. El marcaje del protén fendlico en
cada estructura ternaria se destaca en amarillo. Nétese la evolucion del protén

fendlico desde el sustrato a la His63 (Kipouros et al., 2022).

1.2.4.Actividad monofenolasa de tirosinasa en presencia de

peroxido de hidrogeno

En presencia de perdxido de hidrogeno, tirosinasa es capaz de hidroxilar
monofenoles, como es el caso de hidroquinona (Garcia Molina, Mufioz Mufoz, et al.,
2014). En el ciclo catalitico de tirosinasa se originan tres formas enzimaticas:
metatirosinasa (Em), desoxitirosinasa (Ed) y oxitirosinasa (Eox). Para que la enzima

actie sobre monofenoles hace falta que se origine la forma Eox, esto se puede
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conseguir de varias formas, una de ellas es a través de la reaccion de Em con peréxido
de hidrégeno, como se muestra en la Figura 39. La forma metatirosinasa reacciona con
perdxido de hidrégeno originando la forma oxitirosinasa, la cual es capaz de hidroxilar a
hidroquinona en la posicion orto originando el complejo EmMHHQ, a partir de este
complejo se puede liberar una o-quinona que isomeriza a p-quinona (HPB). Al mismo
tiempo, el complejo libera HHQ que es oxidado por el oxigeno del medio a HPB y origina
metatirosinasa que es inactiva sobre hidroquinona, formando el complejo EmHQ. Hace
falta la presencia de peréxido de hidrogeno para que reaccionando con metatirosinasa
vuelva a originar oxitirosinasa y asi cierra el ciclo catalitico. En ausencia de peroxido de
hidrégeno, la enzima es inactiva sobre hidroquinona puesto que el o-difenol que se libera
(HHQ) es oxidado por el oxigeno de la disolucion; esto ha llevado consigo a describir
hidroquinona como un inhibidor de tirosinasa y, por lo tanto, proponer su empleo en
cremas despigmentantes, lo cual es erréneo. La posibilidad de que hidroquinona sea un
sustrato de tirosinasa podria explicar los efectos citotoxicos descritos por su uso
(Penney et al., 1984; Stratford et al., 2012).

/‘ H202

§;§\ 2

M’\.. 2
ky ]

k4 E,

Figura 39. Mecanismo estructural propuesto para explicar la ruta catalitica de
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tirosinasa en su accién sobre hidroquinona (HQ) en presencia de peroxido de
hidrégeno (H:02). Em (metatirosinasa), EmHQ (complejo metatirosinasa con
hidroquinona enlazado axialmente al 4&omo de cobre con la base protonada
(B1H)), Eox (oxitirosinasa), EoxHQ (complejo oxitirosinasa con hidroquinona
enlazada al &tomo de cobre con la base protonada (B1H) y el protén transferido al
peréxido), EmHHQ (complejo metatirosinasa 2-hidroxihidroquinona), Ed
(desoxitirosinasa), HQ (hidroquinona), HHQ (2-hidroxi-hidroquinona) HPB (2-
hidroxi-p-benzoquinona) (Garcia Molina, Mufioz Mufioz, et al., 2014).

Otra posibilidad de mostrar que hidroquinona es un sustrato de tirosinasa puede
hacerse llevando a cabo la reaccién en ausencia de peroxido de hidrogeno, pero en
presencia de acido ascorbico, como se muestra en la Figura 40.

k;)
HHQ7'T——>HPB
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Figura 40. Accion de tirosinasa sobre hidroguinona en presencia de &cido
ascorbico, donde: HQ (hidroquinona), HHQ (2-hidroxi-hidroquinona), HPB (2-
hidroxi-p-benzoquinona), AH; (acido ascérbico), A (acido dehidroascérbico), Em
(metatirosinasa), Ed (desoxitirosinasa) y Eox (oxitirosinasa) (Garcia Molina,
Mufioz Mufioz, et al., 2014).

En presencia de &cido ascérbico, la forma metatirosinasa es reducida a
desoxitirosinasa y esta, a su vez, con el oxigeno del medio pasa a oxitirosinasa, la cual
es activa sobre hidroquinona. Ademas, el &cido ascorbico a bajas concentraciones no
reduce a la 2-hidroxi-p-benzoquinona y asi puede seguirse la reaccion midiendo la

aparicion de esta quinona roja.

La actividad tirosinasa sobre hidroquinona también puede ponerse de manifiesto
utilizando cantidades cataliticas de 4-tert-butilcatecol (TBC). En presencia de este

compuesto, la forma metatirosinasa pasa a desoxitirosinasa que con el oxigeno del

Pablo Garcia Molina 61



Tesis Doctoral 1. Introduccién

medio se transforma en oxitirosinasa, la cual es capaz de reaccionar con hidroquinona.
La cantidad catalitica de TBC se puede mantener constante con la adicion de acido
ascorbico, que es capaz de reducir a la o-tertbutilquinona (o-TBC) y no reduce a la 2-
hidroxi-p-benzoquinona (Figura 41) (Garcia Molina, Berna, et al., 2014).

o-TBC TBC

0-TBC + AH;L TBC+ A

Figura 41. Accion de tirosinasa sobre hidroquinona en presencia de o-difenol
catalitico. Donde: hidroquinona (HQ), 4-tertbutilcatecol (TBC), o-tertbutilquinona
(o-TBC), 2-hidroxi-hidroquinona (HHQ), 2-hidroxi-p-benzoquinona (HPB), &acido
ascorbico (AHz), acido dehidroascorbico (A), metatirosinasa (Em),

desoxitirosinasa (Ed) y oxitirosinasa (Eox) (Garcia Molina, Berna, et al., 2014).

1.2.5.0tras actividades cataliticas de tirosinasa

Tirosinasa tiene amplia especificidad de sustrato y como consecuencia muestra
distintas actividades cataliticas como son: actividad catalasa (F. Garcia-Molina et al.,
2005), actividad ascorbato oxidasa (Ros et al., 1995), NADH oxidasa (F. Garcia-Molina
et al., 2010), tetrahidropteridina oxidasa (F. Garcia-Molina et al., 2009, 2011; José Luis
Mufioz-Mufioz, Garcia-Molina, Garcia-Ruiz, et al., 2011). Como un ejemplo se describe

la actividad catalasa.
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1.2.5.1. Actividad catalasa de tirosinasa

La actividad catalasa de tirosinasa se muestra en la Figura 42. La enzima, en el
ciclo catalitico, utiliza dos moléculas de peréxido de hidrégeno liberando oxigeno y agua.
Segun la estequiometria:
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2H202 —_— 02 + 2H20

B H,0, BI fﬂtiu
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Figura 42. Mecanismo estructural propuesto para explicar el ciclo catalitico de la
actividad catalasa de tirosinasa. Em, Metatirosinasa; Eox, oxitirosinasa; Ed,
desoxitirosinasa; B, catalizador acido-base; S, peroxido de hidrégeno; EmS,
complejo entre Em y S; EdS, complejo entre Ed y Sy Ei es la enzima inactiva (F.
Garcia-Molina et al., 2005).

El ciclo catalitico comienza con la union de una molécula de H>O; a la forma Em
(Etapa 1). Em contiene una base, posiblemente una histidina que a pH = 7.0 esta
desprotonada, de esta manera facilita la interaccion, formando un enlace de puente de
hidrégeno con H>O- e incrementa la posibilidad de un ataque nucleofilico sobre el Cu
del sitio activo (Cu?*) a través del oxigeno (Etapa 2) y, posteriormente, la pérdida de un
protén completa la formacion de Eox. Se libera oxigeno bajo condiciones anaerobias

(Etapa 3), generando Ed. En esta especie enzimatica, la base esté protonada y no ayuda
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a la desprotonacién de H.O: (Etapa 4). La formacion de un enlace de hidrogeno entre
la base protonada y uno de los atomos de oxigeno del peroxido da lugar a la polarizacién
del enlace O—O, facilitando la oxidacion concertada de los dos 4&tomos de Cu del sitio
activo (Etapa 5), y la subsiguiente liberacion de una molécula de agua y la formacion de
Em.

A tiempos largos, en los ensayos de la actividad catalasa, se observa una
pérdida en la actividad de la enzima. A nivel de mecanismo, la inactivacién de la enzima
puede ser explicada por la Etapa 7. Si la oxidacion de los dos 4&tomos de Cu no es
concertada, puede formarse una especie enzimatica inactiva, Ei (Figura 42) (F. Garcia-
Molina et al., 2005).

1.2.5.2. Discriminacion entre sustratos alternativos e inhibidores

En la bibliografia se han descrito numerosos monofenoles como inhibidores de
tirosinasa (Mahdavi et al., 2022; Searle et al., 2020). Nosotros hemos puesto de
manifiesto que los monofenoles, que tienen un OH libre y las posiciones orto no
ocupadas, pueden ser sustratos alternativos de tirosinasa, desviando la ruta de
biosintesis de melaninas hacia la formacion de otras quinonas que muestran una
evolucion distinta a la orto-dopaquinona (P. Garcia-Molina et al., 2023; P. Garcia-Molina,
Mufioz-Mufioz, Rodriguez-Lopez, et al., 2021). Para que la enzima muestre actividad al
actuar sobre estos monofenoles, se requiere que la forma oxytirosinasa se regenere en
el medio; esto se puede conseguir mediante la accion de un o-difenol (pasa de Em a
Ed), acido ascorbico (pasa de Em a Ed), o bien perdxido de hidrégeno (pasa de Em a
Eox).
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1.3. APLICACIONES BIOTECNOLOGICAS DE
TIROSINASA

Tirosinasa tiene una amplia especificidad de sustrato, tanto la de hongo
(Agaricus bisporus) como la de bacterias (Bacillus megaterium). Estas caracteristicas
amplian las aplicaciones biotecnolégicas de la enzima, puesto que puede atacar a un
gran numero de monofenoles, o-difenoles, o-aminofenoles y o-diaminobenceno. Por
otra parte, el producto de estas reacciones enzimaticas tiene una estructura quinénica,
facilitando la polimerizacion (Espin et al., 2000; Solomon et al., 2014). La reaccién méas
caracteristica de tirosinasa es la o-hidroxilacion selectiva de para y meta-fenoles (Fenoll
et al., 2000), esta caracteristica va a ampliar sus aplicaciones biotecnoldgicas; puesto
que, de acuerdo con el mecanismo, pueden obtenerse o-difenoles como L-dopa (Marin-
Zamora et al., 2009).

1.3.1. Obtencion de L-dopa y otros o-difenoles, mediante rutas
biosintéticas

El L-dopa se utiliza en farmacologia para el tratamiento del Parkinson. Se
consumen cada afio unas 250 toneladas de este medicamento. El L-dopa puede
obtenerse por sintesis quimica mediante un proceso muy laborioso (Reinhold et al.,
1987). Una alternativa a la sintesis quimica es la obtencién de L-dopa a partir de L-
tirosina catalizada por tirosinasa. El método necesita la presencia de acido ascorbico
para reducir la o-dopaquinona, ya que la enzima cataliza el paso de L-tirosina a L-dopa
y de este ultimo a L-o-dopaquinona (Figura 43). Al elevarse la concentracion de L-dopa
en el medio, la enzima hace ciclos fltiles oxidando L-dopa a L-o-dopaquinona, con lo
cual los rendimientos son bajos (Faria et al., 2007). Investigaciones posteriores
confirman el bajo rendimiento obtenido por este método (Algieri et al., 2012; Donato et
al., 2012). Ademas, el acido ascorbico es sustrato de la enzima (Ros et al., 1993, 1995)
y, por lo tanto, actia como un sustrato competitivo con L-tirosina y L-dopa. También se
ha descrito que el acido ascoérbico es un sustrato suicida de tirosinasa, mostrando
estereoespecificidad en la inactivacion suicida; la enzima tiene mas afinidad por L-
ascorbico que por el D-ascoérbico, pero la rapidez del proceso de inactivacion es el
mismo, porque esta depende de los desplazamientos quimicos de los atomos de

carbono en C-2 (82) y C-3 (83), que gobiernan la capacidad de ataque nucleofilico, los
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cuales son iguales por tratarse de isomeros (José Luis Mufioz-Mufioz, Garcia-Molina,
Garcia-Ruiz, et al., 2009).
Acido

dehidroascérbico

I Dopaquinona ]

Ciclacién
rapida

Q"‘rﬁmi«m

l Leuco dopacromo J W)opacromo ] [ Mohnlnu]

Figura 43. Esquema simplificado de la accidn de tirosinasa sobre L-tirosinay L-

dopa en presencia de 4cido ascérbico (Marin-Zamora et al., 2009).

Utilizando tirosinasa inmovilizada sobre zeolita (Donato et al., 2012) y sobre
poliamida (Algieri et al., 2012), se consigue la sintesis de L-dopa pero con rendimientos
muy bajos, del 5 y del 10%, respectivamente. Utilizando altas concentraciones de acido
ascorbico (Xu et al.,, 2012) consiguen hasta un rendimiento del 53%. Un método
electroquimico, con tirosinasa inmovilizada en un electrodo, consigue la reduccién de o-

dopaquinona a L-dopa, sin ser necesaria la adicion de &cido ascorbico (Min et al., 2010).

Para la obtencion de o-difenoles a partir de monofenoles se ha utilizado la técnica
layer-by-layer con tirosinasa inmovilizada en nanotubos de carb6n (Subrizi et al., 2014).
También se han utilizado microorganismos (Bacillus sp. JPJ) (Surwase & Jadhav, 2011);
(Brevundimonas sp. SGJ.) (Surwase et al., 2012) para la obtencién de L-dopa a partir

de L-tirosina.

Nuestro grupo de investigacion (GENZ) ha llevado a cabo la produccién de L-
dopa a partir de L-tirosina, mediante tirosinasa inmovilizada en un medio de reaccion de

tampodn borato (Marin-Zamora et al., 2009), que dio lugar a la publicacién de una patente
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para la biosintesis de L-dopa (Garcia-Ruiz et al., 2009). El disefio del método se

presenta en la siguiente figura.
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Figura 44. Mecanismo cinético de reaccion propuesto para explicar la
transformacién de monofenol (M) a o-difenol (D). A. Etapas enzimaticas. B. Etapas
no enzimaticas. Em, metatirosinasa; Ed, desoxitirosinasa; Eox, oxitirosinasa; M,
monofenol; D, o-difenol; Q, o-quinona; N, hidroxilamina; AH,, acido ascérbico; B,
borato; EmM, complejo de Em con M; EmD, complejo de Em con D; EmN, complejo

de Em con N; EoxM, complejo de Eox con M; EoxD, complejo de Eox con D; Eox—
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M, complejo de Eox unido covalentemente a M; DB, complejo de borato con Dy

AH2B, complejo de borato con AH, (Marin-Zamora et al., 2009).

La presencia de borato en el medio protege al o-difenol de su oxidacién por la
enzima, logrando disminuir los ciclos ftiles que hace tirosinasa en ausencia de borato.
El acido ascoérbico es necesario porque reduce la o-dopaquinona a L-dopa. La
hidroxilamina es necesaria para cerrar el ciclo catalitico, reduciendo Em a Ed, y esta con
oxigeno origina la forma Eox, que es activa sobre monofenoles. Los rendimientos de la
formacion de L-dopa y otros difenoles a partir de sus respectivos monofenoles mejoran

muchisimo, como se muestra en la Figura 45 (Marin-Zamora et al., 2009).
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Figura 45. Biosintesis de distintos o-difenoles con tirosinasa inmovilizada en
presencia de tampon borato. A: 4-Metoxi-catecol (), acido
dihidroxifenilpropionico (¥) and 4-tert-butil-catecol (®) originado por tirosinasa de
champifién inmovilizada frente al tiempo de reaccion. Insertada B: 4-Metil-catecol
(m) y Acido dihidroxifenilacetico (+) originado por tirosinasa de champifion
inmovilizada frente al tiempo de reaccion. Datos expresados en porcentaje
respecto de la cantidad méxima que se podria originar (1 mM) (Marin-Zamora et
al., 2009).

Por lo tanto, el método es muy util para distintos tipos de monofenoles; se
obtienen o-difenoles con un alto rendimiento (88-96%) en un reactor continuo (Marin-
Zamora et al., 2009). A modo de comparacion, en la Tabla 3 se muestran los distintos
rendimientos obtenidos con tirosinasa inmovilizada en diferentes soportes vy libre (Min et
al., 2019). También se ha utilizado recientemente una tirosinasa de Bacillus megaterium

para la biosintesis de L-dopa (Cha et al., 2022).
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Tabla 3. Biosintesis de L-dopa por la accion de tirosinasa inmovilizada y libre (Min et

al., 2019).

Source

Agaricus

bisporus

Agaricus

bisporus

Agaricus

bisporus

Agaricus

bisporus

Agaricus
Immobilized bisporus

Aspergillus
niger PA2
Agaricus
bisporus
Agaricus
bisporus
Agaricus
bisporus
Agaricus
bisporus

Aspergillus

oryzae
Agaricus
bisporus
Free

Agaricus
bisporus
Agaricus

bisporus

Reactor type

Batch (Chitosan beads)

Batch (zeolite)

Batch (nylon 6,6 membrane)

Batch (cross-linked enzyme
aggregate)
Packed bed reactor (Cu-alginate
gel entrapment)
Batch (Chistosan-gelatin

composite)
Batch (DEAE-Granocel)

Continuous (Polyamide

membrane)

Batch (carbon-felt electrode)

Batch (carbon paste electrode)

Batch (whole-cell biocatalyst)

Batch

Batch

Batch

Reducing

reagent

Ascorbic acid

Ascorbic acid

Ascorbic acid

Ascorbic acid

Ascorbic acid

Ascorbic acid

Ascorbic acid

Ascorbic acid

Electricity

Electricity

Ascorbic acid

Electricity

Electricity

Conversion
(%)

44.9

58

53

56.6

30.6

95.9

7.7

143.2

49.5

56
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También se ha utilizado tirosinasa de champifion para la biosintesis de
hidroxitirosol a partir de tirosol (Figura 46) (J. Britton et al., 2019).

HO

HO ]
HO

o o

HO OH
Dehydroascorbic acid Ascorbic acid
HO HO HO
Tyrosinase Tyrosinase
x 0, 2H,0 oH 0, 2H,0 o
. Monophenolase oH Diphenolase s
i iy
Tyrosol acEy Hydroxytyrosol Ry 3,4-quinonephenylethanol

Figura 46. Produccion de hidroxitirosol mediante la accion de tirosinasa sobre
tirosol en presencia de acido ascorbico (J. Britton et al., 2019).

Recientemente, se ha llevado a cabo la biosintesis de 3-hidroxitirosol utilizando
Saccharomyces cerevisiae con un alto rendimiento (H. Liu et al., 2022).

1.3.2. Biosensores enzimaticos paraladeteccion de compuestos

fenodlicos

La construccion de biosensores es una de las aplicaciones de tirosinasa para
detectar y cuantificar compuestos fendlicos en distintas muestras. Para mejorar el limite
de deteccion y la sensibilidad, se han integrado diversos materiales con tirosinasa. El
progreso reciente en nanotecnologia ha acelerado la fabricacion de electrodos basados
en nanomateriales. La Tabla 4 resume los rendimientos de los biosensores basados en
la utilizacion de tirosinasa descritos recientemente. Los biosensores basados en
tirosinasa suelen analizar contaminantes fendlicos como el bisfenol A en el agua (Reza
et al., 2015), detectan ingredientes aromaticos en alimentos y bebidas, por ejemplo,
tirosol en la cerveza y catequina en el té (Cerrato-Alvarez et al., 2019), y se utilizan en

analisis farmacéuticos para el diagnostico (Min & Yoo, 2009). En esta seccion, se
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muestran analitos descritos recientemente que pueden ser detectados por biosensores
basados en tirosinasa Tabla 4 (Min et al., 2019).

Fang et al. (2016) tuvieron como objetivo detectar la infeccion por plagas y
patdgenos en los cultivos y, para ello, construyeron un sensor amperomeétrico
bienzimatico para detectar salicilato de metilo, que es el compuesto organico volatil mas
importante liberado de las plantas durante el estrés bidtico (por ejemplo, infeccién por
patdgenos fungicos). Para mejorar la sensibilidad, se utilizaron salicilato hidroxilasa y
tirosinasa para construir una reaccion en cascada enzimatica: la salicilato hidroxilasa
reacciona con el salicilato de metilo mediante hidrélisis y genera catecol como
intermediario. Luego, tirosinasa oxida el catecol para convertirlo en 1,2-benzoquinona,
que puede reducirse electroquimicamente a catecol nuevamente. Por lo tanto, el
salicilato puede detectarse amperométricamente mediante la medida de la corriente de
reduccion de la 1,2-benzoquinona, lo que da como resultado una gran sensibilidad (30,6
pHAcm™ + 2,7), un limite de deteccién y un limite de cuantificacion de 13 nM y 39 nM,
respectivamente, sin interferencia de otros compuestos volétiles de plantas (Fang et al.,
2016).

Dado que la tirosinasa es capaz de oxidar diversas aminas aromaticas y o-
aminofenoles, se describié recientemente un sensor amperométrico basado en
tirosinasa para detectar y cuantificar sulfametoxazol (SMX), que es el farmaco mas
utilizado en la familia de las sulfonamidas para prevenir infecciones bacterianas. Para
analizar SMX in situ en muestras de agua, se utilizé tirosinasa unida a un electrodo de
carbono modificado con nanoparticulas de oro. El biosensor exhibié un limite de
deteccion de 22,6 uM y un rango lineal de 20-200 uM, lo que resulté prometedor para
la determinacién de los niveles de SMX en varias muestras de agua (del Torno-de
Romén et al., 2016).

Bertolino et al. (2011) introdujeron una reaccion competitiva en un biosensor
basado en tirosinasa para analizar indirectamente el acido pipemidico (PA), que es una
quinolona sintética utilizada como reactivo antibacteriano. Debido a que PA es
competitivo con la reduccion electroquimica de o-benzoquinona que se puede producir
por oxidacion de catecol por tirosinasa, la corriente méxima de la reduccion de o-
benzoquinona se reduciria proporcionalmente cuando se incremento la concentracion
de PA. El biosensor fue capaz de detectar PA en un rango de 0,2 a 70 uM con un limite
de deteccion de 18 nM vy, por lo tanto, se aplic6 con éxito para analizar PA en

formulaciones farmacéuticas (Bertolino et al., 2011).
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La atrazina (2-cloro-4-(etilamino)-6-(isopropil-amina)-1,3,5-triazina) es el
herbicida mas utilizado y uno de los inhibidores de la catélisis de tirosinasa. Ademas, la
atrazina parece causar un riesgo grave para la salud incluso a un nivel muy bajo (rango
de ppb) y, por lo tanto, el control o la deteccién de la atrazina es un problema importante.
Sobre la base de este efecto inhibidor, Guan et al. (2016) construyeron un biosensor de
atrazina basado en tirosinasa, atrapando tirosinasa in situ en un polimero de L-dopa
originado por tirosinasa en un electrodo de oro. El biosensor detecté atrazina en
muestras de agua reales de rios, lagos y tierras de cultivo con un rendimiento excelente,

como se muestra en la Tabla 4 (Guan et al., 2016).

La tiramina es un tipo de amina biogénica obtenida de la descarboxilacion de la
tirosina y se encuentra cominmente en alimentos y bebidas fermentados. Debido a que
los alimentos que contienen tiramina pueden causar una intoxicacion grave cuando se
ingieren en grandes cantidades, el control y la medicion de la tiramina son importantes
para la seguridad alimentaria. Para determinar la tiramina, los biosensores enziméticos
se han investigado durante mucho tiempo. Recientemente, da Silva et al. (2019)
construyeron un biosensor amperomeétrico basado en tirosinasa con un electrodo de
carbono vitreo modificado con acido poli(8-anilino-1-naftaleno sulfénico) con
nanoparticulas de oro. El biosensor exhibié una sensibilidad excepcional para la tiramina
(19nAcm~2uM™1), asi como una estabilidad y reproducibilidad a largo plazo. Ademas, el
biosensor tenia una buena selectividad por la tiramina sin ninguna interferencia critica
con la existencia de xantina, hipoxantina, L-tirosina y dopamina. Por lo tanto, el
biosensor se utilizé con éxito para cuantificar la tiramina en productos lacteos (yogur y

queso) y bebidas fermentadas (vino tinto y cerveza) (da Silva et al., 2019).

Dado que no solo se han investigado biosensores amperométricos basados en
tirosinasa para analizar varios derivados fendélicos durante mucho tiempo, sino que
también se han acelerado los avances recientes en nanotecnologia para mejorar el
rendimiento de la bioelectronica mediante la combinacion de nanomateriales y
biomoléculas, se esperan grandes avances en biosensores basados en tirosinasa (Min
et al., 2019).
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Tabla 4. Puesta a punto de biosensores amperométricos basados en lainmovilizacion de tirosinasa

(Min et al., 2019).

Electrode

Carbon nanotube

Graphene oxide

MWNT

Screen printed / Au-

nanocube

Screen printed / Au-

nanopatrticle

Au-disk microeletrode

Polypyrrole film

TiO2 nanotubes on
Graphene
nanoplatelets
Nanodiamond-

potatostarch thin film
Microplate at 475 nm

Functionalized carbon
black

Modified sol-gel TiO2

matrix

Screen-printed Au
nanoparticle
Graphene oxide

modified glassy carbon

Sensitivity
Analyte (LA cm™
uM)
Methyl salicylate
Bisphenol A 83,300
Catechol 8.15
13.72 pA
Catechol
uM-
Sulfamethoxazole
Dopamine
Tyramine 0.107 AM1?
Catechol
Catechol
L-DOPA
0.539 pA
Catechol
HMt
Bisphenol A 3.26
Tyrosol
0.34 pA
Catechol
pm-

Limit of

detection (

HM)

0.013

0.00074

1.66

0.0004

22.6

0.24

0.57

0.055

0.39

0.087

0.066

1.8

0.030

Linear Range (UM)

Purpose

Detecting pest and

0.01-50 .
pathogen in crops
Quantifying
0.01-50 bisphenol A in
drinking water
Pharmaceutical
10-120 )
analysis
Detection of catechol
0.010-80 )
in tea
In situ analysis of
20-200 sulfamethoxazole in
water
Detection of
20-300 dopamine in
pharmaceuticals
Detection of
4-80 o
tyramine in food
0.3-390
Detection of catechol
5.0-740 o
in river and tap wéter
Diagnosis of
10-1000
Parkinson’s disease
Sensing catechol in
1-20 i
water
Detecting bisphenol
0.28-45.1 A'in food or drinking
package
Detecting tyrosol in
2.5-50 9y
beer
0.05-50
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SWNT-conducting

polymer composite

Titania-gel modified
MWNT

Au-electrode

Modified Au electrode

Carbon screened

electrode

Au nanopatrticles and
polymer modified

glassy carbon

Dopamine 2.4 0.1-0.5
Detecting benzoic
) . acid in food,
Benzoic acid 3.79*103 0.030 0.01-2.46 )
beverage, cosmetic,
and pharmaceutical
Detecting
) o ) pipemmidic acid in
Pipemmidic acid 0.018 0.02-70 )
pharmaceutical
samples
_ Detecting atrazine in
Atrazine 0.046 0.25-139.1 i
water
) 0.217 pA Detecting catechin in
Catechin 0.03
puM-1 tea
Determining
) tyramine in
Tyramine 0.019 0.71 10-120

fermented food and

beverages

Los plaguicidas organofosforados (OP) se han utilizado ampliamente como
agentes de contr ol de plagas agricolas y domésticas durante casi cinco décadas y
permanecen en nuestros recursos hidricos, frutas, verduras y alimentos procesados.
Estos compuestos son peligrosos para la salud y el medio ambiente. Por lo tanto, la
deteccion de estos pesticidas OP es importante (Pundir et al., 2019). La revision
describe en detalle el principio y la estrategia de varios biosensores OP, incluidos
biosensores  electroquimicos  (amperométricos, potenciométricos), térmicos,
piezoeléctricos, 6pticos. Los biosensores electroquimicos generalmente se basan en la
inhibicion de enzimas, acetilcolinesterasa (AChE), butirilcolinesterasa (BChE), tirosinasa
y fosfatasa alcalina o la reaccion catalizada por enzimas (organofosforado hidrolasa,
OPH). También se compararon los limites de deteccion y el rango de linealidad de varios
biosensores OP. Los biosensores OP amperométricos basados en la inhibicion de AChE
exhibieron el limite de deteccién mas bajo de 1 x 10-** uM con un rango de linealidad de

1,0 x 101t - 1,0 x 10 yM (Pundir et al., 2019).
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Figura 47. Representacion de biosensores empleados para la deteccién de

compuestos organofosforados (Pundir et al., 2019).

La deteccién de compuestos fendlicos es relevante no solo por sus posibles
beneficios para la salud humana, sino también por su papel como contaminantes
guimicos. El seguimiento de dichos compuestos en el sitio o en el analisis de campo se
puede realizar con biosensores electroquimicos hechos con polifenol oxidasas (PPO).
Estos biosensores contienen las oxidasas tirosinasa y lacasa, ademas de extractos
crudos y tejidos de plantas como fuentes de enzimas. Hay avances significativos para
obtener biosensores sensibles y robustos que surgen de la sinergia alcanzada con una
diversidad de nanomateriales empleados en la matriz. Estos nanomateriales son en su
mayoria nanoparticulas metalicas y nanoestructuras de carbono, que ofrecen un
entorno adecuado para preservar la actividad de las enzimas y potenciar el transporte
de electrones. Estos biosensores interesan especialmente para aplicaciones
biomédicas (Tabla 5) (Raymundo-Pereira et al., 2020).
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Tabla 5. Caracteristicas analiticas de los biosensores electroguimicos basados en la actividad de

polifenoloxidasa en tejidos (Raymundo-Pereira et al., 2020).

Linear range

Analyte PPO source Electrode Technique
(mol L)
Catechol Banana CPE SWV 12.7-142 x 10®
Catechol Mushroom GCPE Chronoamperometry = Up to 35 x 106
M. acuminata
] 9.3 x 106-8.3 x
Catechol (Green-yellow PVC/GE Potenciometry 102
banana)
P. Americana ) 0.25-4.00 x 10
Catechol PPI/ITO Potenciometry
(Avocado) e
Chlorogenic A. squamosa 3.48-49.5 x 10
) Ch-IL/CPE SWV
acid (sugar apple) 6
Dopamine Banana CPE Chronoamperometry = 0.5-3.0 x 10
Dopamine Banana CPE PIA 0.5-2.0x 10*
P.
Epinephrine chrysosporium | Gelatin/PtE CVv 5.0-100 x 10-®
(Fungus)
|. batatas (L) ]
] Graphite- 0.250-3.0 x 10
Hydroquinone Lam. (Sweet ER LSV .
Potato)
P. Americana
Paracetamol CPE Chronoamperometry = 0.12-5.8 x 103
(Avocado)
Salicylic acid Banana PPy/GDE DPV 0.1-100 x 106
. M. cavendish HCF- )
L-Tyrosine ) Potenciometry 0.05-600 x 106
(Banana) SiNPs/SPE

La regulaciéon de los

sistemas nervioso y cardiovascular

LOD (mol Long-term
LY stability
9.1 x107 24 days
4.1 x107 4 months
Limited-
7.3x 107 ]
disposable
Not
Not reported
reported
9.15 x 107 8 days
1.05 x 10° Not reported
2.6 x 106 Not reported
1.04 x 106 Not reported
3.8x 10° 6 months
8.8 x 10° ND
8.9x 108 Not reported
2.6 x 108 2 months
y algunos

comportamientos relacionados con el cerebro, como el estrés, el panico, la ansiedad y

la depresion, dependen estrictamente de los niveles de las principales catecolaminas de

interés clinico, dopamina (DA), epinefrina (EP) y norepinefrina (NEP). Por tanto, existe

una necesidad urgente de un dispositivo de deteccion fiable capaz de controlarlos con

precision en fluidos biol6gicos para el diagndstico precoz de las enfermedades
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relacionadas con sus niveles anormales. El primer biosensor de tirosinasa (Tyr) basado
en nanoparticulas de quitosano (ChitNP) para la deteccion de catecolaminas totales
(CA) en muestras de orina humana se muestra en la Figura 48. EI nanocompuesto
Tyr/EDC-NHS/ChitNPs mostré buena conductividad y biocompatibilidad con la enzima
Tyr, como lo demuestra su alta actividad biocatalitica hacia la oxidacion de DA, EP y
NEP a sus derivados o-quinénicos correspondientes, reducidos electroquimicamente en
el electrodo modificado. El biosensor basado en Tyr/EDC-NHS/ChitNPs resultante
realiza una deteccion de catecolaminas totales sin interferencias, expresada como una
concentracion de DA, con un LOD muy bajo de 0,17 uM, una excelente sensibilidad de
0,583 pAuM~1cm, buena estabilidad y un tiempo de respuesta rapido (3 s). El biosensor
fue evaluado sucesivamente en muestras de orina humana, mostrando resultados
satisfactorios y demostrando asi la aplicacion del biosensor propuesto para el analisis
de CA total en muestras fisiologicas (Gigli et al., 2022). Para mejorar la eficacia del
biosensor basado en Tyr, se investigo la estrategia de inmovilizacién covalente de Tyr

utilizando EDC-NHS como agente de reticulacién. (Gigli et al., 2022).

Tyrosinase
o A
M $ AT. #2

Catecholamine, Catecholamine,,
R R
~

Tyrosinasc _ » ﬁ?___, OH 0]
g b ]

ChitNPs
L 'L"-./

’ '\'_l'\"r."" :::"" ﬂ! i
i "i',-?," k'::. ’
i‘ e Ps

Graphene SPE

Figura 48. Representacion esquemaética de la plataforma electroquimica Tyr/EDC-
NHS/ChitNPs/GPH-SPE y el mecanismo biosensor CA (Gigli et al., 2022).

El biosensor basado en Tyr/EDC-NHS/ChitNPs/GPH/SPE, que mostro el mejor
rendimiento, se utiliz6é para la deteccion de EP y NEP. Los experimentos
cronoamperomeétricos se realizaron con un potencial aplicado de 0 V frente a Ag/AgCl,

ya que EP y NEP dieron picos catédicos con el mismo potencial redox de DA (no se
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muestran las curvas). Los graficos de calibracion correspondientes se muestran en la
Figura 49, junto con el gréfico de calibraciéon de DA (curva negra) como comparacion.
La Tabla 6 resume las caracteristicas cinéticas del biosensor propuesto para las tres
catecolaminas estudiadas, incluido el rango lineal, LOD, sensibilidad, intensidad de
corriente maxima y K;‘,[pp. La sensibilidad del biosensor para DA fue 5 veces mayor que
la de EP y NEP. Los valores de Ki\’,f’p siguen el siguiente orden: DA < NEP < EP, lo que

demuestra la mayor afinidad y union de la enzima Tyr a la DA, lo que conduce a una
mayor actividad catalitica (Florescu & David, 2017).

0.8 1
ina
[]
[}
[ %
0.6 [} 3
[}
< []
204+ [}
<
[]
) . )
0.2 4 [ L
L 3
¥
[
PE
00 T T T T 1
0 10 20 30 40
[CA]/uM

Figura 49. Curvas de calibraciéon de Tyr/EDC-NHS/ChitNPs/GPH/SPE en funcién
de la concentracién de catecolaminas: DA (curva negra), EP (curva azul) y NEP

(curva verde). Recuadro: la ampliacién del rango lineal (Gigli et al., 2022).

Los resultados cinéticos se muestran en la Tabla 6 (Gigli et al., 2022).
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Tabla 6. Comparacién de las caracteristicas cinéticas y analiticas de biosensores
Tyr/EDC-NHS/ChitNPs/GPH/SPE con diferentes catecolaminas (Gigli et al., 2022).

Linear Sensitivity
. a Jmax LOD
Catecholamine Ky'P (UM) Range (MA pM? R?
-2

(HA cm™) (uM) 5

(M) cm)
DA 9.51 £ 0.544 9.16 + 0.009 0.5-5 0.17 0.583 0.996
EP 2546 £1.095 4.95 £ 0.099 2-11 0.71 0.125 0.998
NEP 20.83 £2.2807 4.74 +0.323 1-11 0.40 0.132 0.995

1.3.3. Eliminacion de compuestos fendlicos y biorremediacion

La presencia de compuestos fendlicos en el agua potable y de riego o en las
tierras cultivadas representa un peligro significativo para la salud y el medio ambiente.
Recientemente, los métodos para la eliminacién y transformacion de compuestos
fendlicos han recibido atencion. Se han utilizado numerosos métodos convencionales
para eliminar los fenoles de las aguas residuales industriales; estos métodos se basan
en principios quimicos o fisicos, como la extraccion con disolventes adecuados, la
oxidacién quimica y la adsorcidén en carb6n activado (S.-G. Lee et al.,, 1996). Sin
embargo, estos métodos generalmente involucran altos costos operativos y de capital y
no eliminan el fenol por completo (Loh & Tan, 2000). Ademas, pueden generar
problemas de efluentes secundarios. Por ejemplo, los fenoles clorados que se producen
mediante procesos quimicos pueden ser mas toxicos que los compuestos originales
(Toscano et al., 2003). Algunos métodos quimicos y fisicos, como la oxidacion y la
adsorcion, funcionan de manera rentable solo en aguas con altas concentraciones de

fenoles (Faria et al., 2007).

Debido a las desventajas de los métodos fisicos y quimicos, se han investigado
métodos microbianos y enzimaticos (Chiacchierini et al.,, 2004). Los procesos
enzimaticos tienen varias ventajas potenciales sobre los tratamientos biol6gicos
convencionales pero sobre todo es que son altamente especificos y no generan

productos secundarios no deseados (Bevilaqua et al., 2002).
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Los métodos enziméticos se basan en enzimas oxidativas como las peroxidasas
y las fenoloxidasas (Durdn & Esposito, 2000). Las peroxidasas requieren peréxido de
hidrégeno como cosustrato, lo que complica el proceso y aumenta los costos (Ensuncho
et al., 2005). Se utilizan comercialmente, pero los costos de estos procesos son
elevados (Ensuncho et al., 2005; lkehata & Nicell, 2000). Las fenoloxidasas incluyen
lacasas y tirosinasas. Estas tienen la ventaja de que pueden reaccionar con el oxigeno
molecular sin necesidad de cosustratos suministrados externamente, lo que reduce los
costos. Ademds, cuando las tirosinasas oxidan los fenoles y otros compuestos
arométicos en las aguas residuales, normalmente el producto generado se polimerizara
en compuestos insolubles que se pueden eliminar por filtracibn o precipitacion
(Chiacchierini et al., 2004).

Debido a estas caracteristicas, las tirosinasas se han estudiado para la
eliminacion de fenoles de las aguas residuales. Varios estudios han involucrado
tirosinasas de hongos. Por ejemplo, Edward-wards et al. (Edwards et al., 1999)
inmovilizaron tirosinasa de hongo comercial en membranas capilares de polisulfona
recubiertas de quitosano dentro de un biorreactor capilar y usaron este sistema para
oxidar una variedad de fenoles presentes en efluentes industriales y sintéticos. La
eliminacion fue eficiente incluso a bajas concentraciones de fenoles, que normalmente
causan problemas con los métodos fisicos y quimicos. Ademas, el quitosano adsorbid
las o-quinonas generadas durante la reaccién, lo que ayudé a reducir la inactivaciéon de
la enzima. En otro ejemplo, Ensuncho et al. (Ensuncho et al., 2005) utilizaron tirosinasa
de Agaricus bisporus, inmovilizada en un soporte de quitosano-alginato, tanto en
biorreactores a escala de banco como a escala piloto, en los que se burbujeaba aire a
través del sistema. Mas del 92 % del fenol se eliminé en el reactor a escala de banco y

el 60 % en el reactor a escala piloto (Faria et al., 2007).

Tabla 7. Las enzimas libres e inmovilizadas se utilizan para el tratamiento de diferentes

muestras de aguas residuales (Salehi et al., 2021).

) Forms of the ) Reaction
Biocatalysts Targeted Pollutants Enzyme Carriers )
Enzyme* time (h)
_ _ 2,4-Dichlorophenol Nano-spray dried ethyl
Horseradish peroxidase I _
(97.7%) cellulose particles
_ _ 2,4-Dichlorophenol Modified magnetic
Horseradish peroxidase I ) 4.17
(80%) nanoparticles
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Laccase

Laccase

Horsereadish

peroxidase

Horseradish peroxidase

Laccase

Soybean hulls

peroxidase

Laccase

Glucose oxidase and

versatile peroxidase

Horseradish peroxidase

Jicama Skin Peels
Peroxidase

Laccase

Tyrosinase

Tyrosinase

F&l

Carbamazepine (10%)
Bisphenol A (~100%)

Bisphenol A (85-88%)

2-Methoxyphenol
Phenol (99%)

Phenol (~92%)

Bisphenol A (59.7%)
Phenol (80%)

Triclosan (98%)

Bisphenol A (100%)
Nonylphenol (~100%)
Bisphenol A (~96%)

Triclosan (~26%)

Phenol (99.9%)

Phenol (~97%)

Bisphenol A (100%)
Bisphenol F (100%)
Bisphenol S (40%)

Phenol (90%)

Phenol (87%)

Para-cresol (74%)

Phenyl acetate (91%)

Titania nanoparticles

Metal-ion-chelated

magnetic microspheres

Hydrous titanium

Enzymes aggregates

Polyacrylonitrile (PAN)-

based beads

Hippospongia communis

spongin-based scaffold

Modified diatom biosilica
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. Phenol (>90% by F and
Tyrosinase F&l PAN-based beads
>85% by 1)

. Aminopropyl-controlled
Tyrosinase I Phenol (100%)
pore glass

Laccase F Bisphenol A (>97%) -

) Chitosan-halloysite
2,4-dichlorophenol )
Laccase I hybrid porous
(76%) .
microspheres

Bisphenol A (90%) .
Laccase | Silica beads
Nonylphenol (30%)

|
Laccase Phenol (95%) Alginate beads
(entrapment)

2,4-dichlorophenol
Horseradish peroxidase F&l (>90% by F and ~80% Activated beads

by I)

*|: immobilized enzyme, F: Free enzyme.

La combinacion de tirosinasa y peroxidasa es muy eficiente en la eliminacion de
compuestos fendlicos, tiene el inconveniente que hay que afiadir perdxido de hidrégeno
(Lépez-Molina et al., 2003). Utilizando extractos de hojas de alcachofa, que son muy
ricos en tirosinasa y peroxidasa, se estudié la eliminacién de 4-clorofenol en soluciones
acuosas. Los datos experimentales demostraron que la actuacion conjunta de ambas
enzimas elimina antes el 4-clorofenol que cualquiera de ellas por separado, poniendo
de manifiesto la eficacia de tirosinasa y peroxidasa en la eliminacion de compuestos

fendlicos (Lépez-Molina et al., 2003).

Estudios con los extractos de hojas de alcachofa, que es un producto que se
desecha en las fabricas de conservas, dieron lugar a la obtencién de una patente para

eliminar compuestos fendlicos en aguas (Rodriguez-Lépez, Tudela, et al., 2000).
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1.3.4. Produccion de biopolimeros

La industria alimentaria tiene interés en desarrollar nuevos biopolimeros con
propiedades especiales para su uso, no solo como emulsionantes y espesantes sino
también en alimentos bajos en calorias y grasas. El entrecruzamiento de polimeros
naturales por la tirosinasa de hongo tiene la propiedad de producir estos nuevos

biopolimeros.

La tirosinasa forma o-quinonas a partir de tirosina y estas o0-quinonas
entrecruzan proteinas al reaccionar con sus grupos amino y sulfhidrilo (Matheis &
Whitaker, 1987). Halaouli et al. usaron esta capacidad para formar una red de proteinas
entrecruzadas a partir de caseina, usando la tirosinasa de Pycnoporus sanguineus
(Halaouli et al., 2005). El 4cido cafeico se suministr6 como una fuente fendlica externa
que fue oxidado por tirosinasa, con el producto o-quinona actuando luego como el
entrecruzante en la produccién de conjugados proteina-proteina elaborados con
lisozima, a-lactalbumina y p-lactoglobulina (Thalmann & Loétzbeyer, 2002). Anghileri et
al. (Anghileri et al., 2007) utilizaron tirosinasa para producir conjugados a partir de
sericina, un péptido que se encuentra en las aguas residuales de las industrias textiles
de seda. Ademas, se obtuvo un biopolimero de polisacarido-proteina a partir de gelatina
y quitosano, mediante entrecruzamiento con tirosinasa (T. Chen et al., 2002). En este
proceso, la tirosinasa oxidd los residuos de tirosina de la gelatina, que luego
reaccionaron con los grupos amino disponibles del quitosano. Los geles de gelatina-
guitosano formados tenian propiedades quimicas y fisicas diferentes a las de los geles

de gelatina.

1.3.5. Aplicacion de tirosinasa en sintesis organica

La tirosinasa producida por Agaricus bisporus ha sido ampliamente explorada en
biotecnologia, principalmente debido a su disponibilidad comercial (Fairhead & Thony-
Meyer, 2012). Sin embargo, su baja estabilidad a los disolventes y su baja tolerancia a
las fluctuaciones de temperatura han originado la necesidad de obtener tirosinasas
alternativas, que puedan usarse como sustituto en las reacciones de biocatalisis
(Fairhead & Thony-Meyer, 2012; Subrizi et al., 2014)

Se ha encontrado que las tirosinasas bacterianas, como en el caso de otras
enzimas oxidativas bacterianas, poseen caracteristicas bioquimicas que tipicamente las
hacen mas adecuadas para aplicaciones que requieren condiciones operativas

especiales, tales como pH alcalino, temperatura alta o baja, presencia de disolventes
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organicos y la presencia de inhibidores. Aunque se sabe mucho sobre las tirosinasas
fungicas, las tirosinasas bacterianas siguen estando muy poco exploradas para su
aplicacion potencial en la sintesis organica (Agunbiade & Le Roes-Hill, 2021). En la

Figura 50 se muestran las principales tirosinasas bacterianas utilizadas en sus distintas

aplicaciones.

Figura 50. Caracteristicas estructurales de las tirosinasas bacterianas que
muestran la coordinacion de los &tomos de cobre, asi como la estructura de las
enzimas activas. A: Streptomyces castaneoglobisporus (PDB: 2ZMX) (Matoba et
al., 2006). B: Streptomyces avermitilis (PDB: 6J2U; no publicado) (cobre sustituido
por zinc). C: Bacillus megaterium (PDB: 3NM8) (Sendovski et al.,, 2011). D:
Pseudomonas aeruginosa (PDB: 6RRQ) (Wibowo et al., 2020). E: Burkholderia
thailandensis (PDB: 5ZRE) (Son et al., 2018). Las imagenes se crearon utilizando
Mol* (Sehnal et al., 2018) y se obtuvieron del RCSB PDB. Las cadenas de proteinas
se representan en formato de cinta. Para las imagenes A y B, las cintas verdes
representan la apotirosinasa que requiere activacién por parte de la proteina
caddy (representada en marron anaranjado), para las imagenes C y D la
diferenciacion de color muestra la cristalizacion de las proteinas en forma
homodimérica, mientras que paralaimagen E el color indico indica que la proteina

cristalizé en forma monomérica (Agunbiade & Le Roes-Hill, 2021).

Pablo Garcia Molina 84



Tesis Doctoral 1. Introduccién

1.3.6. EI papel novedoso de las tirosinasas en el
almacenamiento de cantidades significativas de carbono en los

ecosistemas de humedales

Durante los ultimos milenios, los humedales han secuestrado carbono de la
atmésfera a través de la fotosintesis a un ritmo mayor que el que lo han liberado y, por
lo tanto, han acumulado globalmente 550 x 10*° g de carbono, lo que equivale al 73 %
de la reserva de carbono atmosférico. La acumulacion de carbono orgénico en los
humedales se realiza mediante compuestos fendlicos, que suprimen la degradacion de
la materia organica del suelo al inhibir la actividad de las enzimas degradadoras de la
materia organica. Histéricamente, la eliminacion enzimética de compuestos fendlicos
por parte de las tirosinasas bacterianas se ha visto reducida por las condiciones
anodxicas en los suelos de los humedales, como resultado del anegamiento. Las
tirosinasas bacterianas son un subgrupo de oxidorreductasas que eliminan
oxidativamente compuestos fendlicos, junto con la reduccién de oxigeno molecular a
agua. Las propiedades bioquimicas de las tirosinasas bacterianas se han investigado a
fondo in vitro en las ultimas décadas. A raiz del cambio climatico, las condiciones
anoxicas en los suelos de los humedales se ven amenazadas por la reducciéon de las
precipitaciones y la prolongada sequia estival. Potencialmente, esto permite que las
enzimas tirosinasas reduzcan la concentracién de compuestos fendlicos, lo que a su vez
aumentard la liberacién de carbono almacenado a la atmdésfera. Para ofrecer pruebas
convincentes del concepto novedoso de que las tirosinasas bacterianas se encuentran
entre las enzimas clave que influyen en el ciclo del carbono en los ecosistemas de
humedales (Figura 51), se han identificado organismos bacterianos autéctonos de
ecosistemas de humedales que albergan un gen TYR dentro de su respectivo genoma
(tyr+). En segundo lugar, se demuestra que la actividad TYR bacteriana (in vitro) se
observa comunmente a valores de pH caracteristicos de los ecosistemas de humedales
(que van desde pH 3,5 en turberas y pantanos de agua dulce hasta pH 9,0 en lagos de
soda y marismas de agua dulce) y hacia compuestos fendélicos naturalmente presentes
en ambientes de humedales (acido p-cumarico, acido galico, acido protocatequiico,
acido p-hidroxibenzoico, acido cafeico, catequina y epicatequina). En tercer lugar, el
andlisis de los datos disponibles confirmé que los organismos hospedadores
bacterianos tienden a exhibir un crecimiento 6ptimo in vitro a valores de pH similares a
sus respectivos habitats de humedales. Con base en estos hallazgos, se concluye que,
debido al cambio climatico, las TYR se encuentran entre las enzimas capaces de reducir
la concentracion de compuestos fendlicos presentes en los ecosistemas de humedales,

lo que potencialmente desestabilizard grandes cantidades de carbono almacenado. en
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estos ecosistemas. Actualmente se estan realizando estudios para poder controlar este
efecto (Panis & Rompel, 2022).

Figura 51. Representacién esquematica de la participacién de las TYR bacterianas
en laacumulacién de carbono orgéanico en los ecosistemas de humedales a través
del “mecanismo de cierre” (Freeman et al., 2001). El CO, se convierte en moléculas
organicas complejas a través de la fotosintesis (1) y se almacena como materia
organica del suelo (2), que procede principalmente de la necromasa vegetal y los
desechos vegetales. La degradacion del carbono organico del suelo a través de
las hidrolasas estéd blogueada por la alta concentracién de compuestos fendlicos
(3), que son liberados por las raices de la vegetacion de los humedales (4) y se
originan en la hojarasca vegetal (5) y la necromasa vegetal (6) (Freeman et al.,
2001; Saraswati et al., 2016). Las TYR, producidos por bacterias autéctonas de
los humedales (7), son capaces de reducir la concentracién de compuestos
fenolicos y, por lo tanto, permiten la degradaciéon de la materia organica del suelo
(Panis & Rompel, 2022).
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1.4. REGULACION DE LA MELANOGENESIS

Las melaninas son pigmentos que determinan el color de la piel, los ojos y el
cabello humanos en cuanto a su cantidad, calidad y distribucién. Los melanocitos
sintetizan melanina y proporcionan proteccion epidérmica frente a diversos estimulos,
como la radiacién ultravioleta, a través del proceso complejo denominado
melanogénesis. Sin embargo, ocurren serios problemas dermatologicos cuando hay una
produccion excesiva de melanina en diferentes partes del cuerpo humano. Estos
incluyen pecas, melasma, lentigo senil, cicatrices de acné pigmentadas y cancer. A su
vez, existen procesos donde la produccién de melaninas disminuye, en este caso es
necesario el uso de activadores de la melanogénesis. Por lo tanto, controlar la
produccién de melaninas es un enfoque importante para el tratamiento de los trastornos
relacionados con la pigmentacion. En este sentido, nos centramos en los inhibidores de
la melanogénesis que se dirigen directa o indirectamente a una enzima, tirosinasa, asi
como a sus vias de sefalizacién asociadas. Por otra parte, el pardeamiento de frutas y
hortalizas es un proceso que provoca abundantes pérdidas econdmicas y que también

es necesario controlar (Pillaiyar et al., 2018).

Inhibicién
de tirosinasa

Ruta
cAMP

Inhibicién
de melaninas

Ruta
PI3K/Akt

Ruta
MAPK

Figura 52. Diagrama de la inhibicion de la formacion de melaninas a través de la

inhibicién de tirosinasa y de distintas rutas de sefializacion (Pillaiyar et al., 2018).
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La inhibicion de la formacion de melaninas se puede hacer desde distintos
enfoques. El aspecto mayoritario es la inhibicién de tirosinasa, una enzima presente en
los melanosomas y éstos a su vez estan ubicados en los melanocitos. Asi pues, la
inhibicion de tirosinasa, que cataliza la etapa limitante de la biosintesis de melaninas es
el blanco ideal de la accion de los inhibidores. A su vez, distintas rutas de sefializacion
pueden controlar la formacién de melaninas a través de su accién sobre tirosinasa. En
la Figura 53 se representa la transferencia de melanosomas desde los melanocitos a

los queratinocitos (Montaudié et al., 2014).

Tirosina

I'4
D;Pf> Tirosinasa

Dopacromo

Melanina

Figura 53. Representaciéon 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).

Tirosinasa, como se ha comentado anteriormente, muestra dos actividades
cataliticas fundamentalmente: la hidroxilacién de monofenoles a o-difenoles (actividad
monofenolasa) y la oxidacion de o-difenoles a o-quinonas (actividad difenolasa) (Figuras
30 y 31), los mecanismos de inhibiciobn posibles estan descritos: para la actividad
difenolasa en la Figura 54 y para la actividad monofenolasa en la Figura 55

respectivamente (P. Garcia-Molina, Garcia-Molina, et al., 2022).
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I I I I I |
Eml EmDI Edl Eoxl| EoxDI Eml

K1g
2QH —> D+DC+H*

Figura 54. Posibles inhibiciones en la actividad difenolasa de tirosinasa (P. Garcia-

Molina, Garcia-Molina, et al., 2022).

Kis
EoxM + | ——= EoxMI

kM Ke
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H* 2H* M 2H* 3H* QH+H20
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EmM & M +Em+D _2—_)- EmD/—Kg» Ed+0, =—>= on+0$ EoxD X Em
+ K_1 + ko + H* QH+H,0+ kg 4+ K + +
| | | | I | I
”KIO ”KM HKIZ ” Kis ﬁ Ki4 ” Kis ” Ky
EmMI Eml EmDI Edl Eoxl EoxDI Eml

k17
20H —> D+DC+H*

Figura 55. Posibles inhibiciones en la actividad monofenolasa de tirosinasa (P.

Garcia-Molina, Garcia-Molina, et al., 2022).

En las Figuras 54 y 55 se muestran las inhibiciones reversibles posibles para las
dos actividades de tirosinasa, pero esta enzima puede ser inhibida irreversiblemente por
reactivos quimicos y lo que es mas importante, por sus propios sustratos, que actdan

como sustratos suicidas (José Luis Mufioz-Mufioz et al., 2008).
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1.4.1. Inactivacion suicida de tirosinasa

En primer lugar, consideraremos la inactivacion suicida de tirosinasa. A partir de
trabajos anteriores (Garcia Canovas et al., 1987; Tudela et al., 1987) se propuso un
mecanismo cinético para explicar la inactivacion suicida de tirosinasa (J L Mufioz-Mufioz
et al., 2010; José Luis Mufioz-Mufioz et al., 2008). Los datos cinéticos obtenidos estan

indicados en la Tabla 8.

Tabla 8. Constantes cinéticas que caracterizan la inactivacién suicida de tirosinasa por diferentes o-
difenoles y los correspondientes valores de los desplazamientos quimicos obtenidos por C*-RMN

paralos atomos de carbono C1ly C2 a pH 7.0 (José Luis Mufioz-Mufioz et al., 2008).

o-Diphenol Amax X 10 (S1) ' 1 = Keae/Amax Keat(s™) K3, (mM) K22(um)  8](p.p.m.) 8}(p.p.m.)
Pyrogallol 12.01+£0.31 122093 + 2740 1280.3+47.1 1.96+0.03 55.61+2.81 135.19 148.22
Catechol 8.92 +0.27 99994 + 1604 874.1 +30.2 0.16 £0.01 38.02x261 146.59 146.59
4-Chlorocatechol 8.54+£0.25 99356 + 1788 859.2+28.3  0.60+0.03 37.31+1.62 145.04 147.35
4-Methylcatechol 8.21+0.25 98366 £ 1377 842.1 +26.1 0.10+0.01 36.622.70 144.06 146.43
4-Ethylcatechol 7.95+0.23 97562 £ 1951 802.3+£26.1 0.17+0.01 34.83+2.63 143.99 146.27
4-tert-
7.28 £0.28 88788 £ 1864 640.1 £ 28.1 145+0.12 27.82+2.52 144.09 146.24
Butylcatechol
DHPPA 6.93 £ 0.27 87646 £ 1315 607.2£25.1 0.70+£0.09 26.43+2.13 144.96 146.43
DHPAA 6.89 £ 0.37 62838 £ 1187 433.1+£25.9 1.30+0.10 18.82+1.31 144.61 146.51
Gallic acid methyl
‘ 1.70 £ 0.09 47444 + 501 80.2+3.9 0.12+0.01 3.41+0.11 141.42 147.34
ester
Gallic acid 1.57 £0.07 18666 + 466 28.2+09 0.18 £0.01 1.12+£0.11 140.64 147.29
Protocatechuic
" 0.85+0.03 10186 + 224 8.1+0.3 0.07+0.01 @ 0.34+0.02 150.00 146.04
aci
Protocatechuic
0.61 +0.02 2554 + 40 15+0.1 0.15+0.02 0.06 £0.01 155.28 146.71
aldehyde
4-Nitrocatechol 0.45+0.02 2254 £ 41 09+0.1 0.10+0.01 0.04 £0.01 155.87 148.07

Pablo Garcia Molina

90



Tesis Doctoral 1. Introduccién

Donde Anax €S la constante aparente de inactivacion maxima; r es el nimero de

ciclos que realiza un mol de enzima antes de inactivarse; k.,; €s la constante catalitica;
K3 es la constante de Michaelis correspondiente al sustrato S'y Kl?,f es la constante de

Michaelis para el oxigeno en presencia del sustrato S.

Para explicar la inactivacion suicida de tirosinasa se han propuesto
fundamentalmente dos mecanismos. En la Figura 56 se muestra el mecanismo
propuesto por nuestro grupo de investigacion (GENZ), en el se pone de manifiesto que
la transferencia de un proton es la responsable del proceso de inactivacion suicida. El
segundo mecanismo propuesto se muestra en la Figura 57. En este mecanismo se

considera gque la enzima ataca al o-difenol considerandolo como un monofenol, es lo

que se conoce por “la presentacion cresolasa del sustrato”.

Diphenolase
pathway

B,H B,H Hao | B B,
F
Re < \<\/—R; k73
B
.\,..CL 4 n,.N N, 2+ (Zt,x
N7 240 PN _Cu |
vl Vn k, Rid N
= 2 % H
HO OH o R ;
Step 8 (EM'§)3 Step 9 3 hm
B,H B, BH B, B,H . B,
k71 Ry {;_\,—a, &*I:__.; Rs Rg 0
d b » — ‘J’/ B i
N.. { H
o 250, 2 d,. M ) N L e
:;al-;(l];ﬁ:‘: N Taro i N To iy
> = D N N
X Step 7 i !
on (E ux-S)] (Ewr-s) 2
~ 0
\ B,H B, Cu’ Igu B,
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inactivation

pathway

Figura 56. Mecanismo propuesto para explicar la inactivacion suicida de la
actividad difenolasa de tirosinasa. Eox, oxitirosinasa; (Eox-S)i;, complejo

oxitirosinasa sustrato enlazado axialmente a un a&tomo de cobre y con el proton
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del grupo hidroxilo transferido al grupo peréxido; (Eox-S),, complejo oxitirosinasa
sustrato formando un enlace de hidréogeno; (Eox-S)s, complejo oxitirosinasa
sustrato unido axialmente a los dos atomos de cobre; (Eox-S)., complejo
oxitirosinasa sustrato unido axialmente a un a&tomo de cobre y al grupo hidroxilo
de C-2 desprotonado; Em, metatirosinasa; Ei, enzima inactiva (José Luis Mufioz-
Mufoz et al., 2012).

» NN H0 0
N N o oo
Cut +Cu
N‘”o N O0%7\ ~oH 0 N
NGy X

Figura 57. Mecanismo propuesto para explicar la inactivacién suicida de

tirosinasa “presentacion cresolasa” (Land et al., 2007).

Para discriminar entre los dos mecanismos propuestos, se estudié la accién de
tirosinasa sobre los o-difenoles descritos en la Figura 58. EI mecanismo propuesto por
Land et al (2007), indica que la enzima no se inactiva al actuar sobre estos sustratos ya
gue tienen las posiciones orto de los grupos hidroxilo ocupadas por (a) metilo e
isopropilo, (b) fluor y fluor y (c) metilo y tercbutilo. Sin embargo, los resultados
experimentales de tirosinasa actuando sobre estos compuestos pusieron de manifiesto
que la enzima sufre inactivacion suicida, este aspecto solamente lo puede explicar el

mecanismo de la Figura 56.

HO OH HO OH HO OH

3-isopropil-6-metilcatecol (a) 3,6-difluorocatecol (b) 3-terc-butil-6-metilcatecol (c)

Figura 58. Estructuras quimicas de los compuestos utilizados para discriminar

entre los dos mecanismos propuestos para explicar la inactivacién suicida de
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tirosinasa. 3-isopropil-6-metilcatecol (a); 3,6-difluorocatecol (b) y 3-terc-butil-6-

metilcatecol (c) (José Luis Mufioz-Mufioz et al., 2012).

1.4.2. Inhibicion reversible de tirosinasa

Ademas de la inhibicién irreversible descrita anteriormente, tirosinasa también
puede estar afectada en su actuacidon por inhibidores reversibles. Este tipo de
inhibidores pueden ser rapidos y lentos. El grupo mayoritario de inhibidores descritos en
la bibliografia son los reversibles rapidos (con subtipos, competitivo, ho competitivo,
acompetitivo y mezcla), pero existen unos inhibidores de referencia que se comportan
cinéticamente como lentos, éstos son: acido kéjico (Cabanes et al., 1994), tropolona
(Espin & Wichers, 1999) y L-mimosina (Cabanes et al., 1987).

CC (- 20U

Acido kgjico Tropolona L-mimosina

Figura 59. Estructuras quimicas del acido kdjico, tropolonay L-mimosina.

Los inhibidores lentos, normalmente corresponden al siguiente mecanismo (Figura 60).
El inhibidor se une a un intermedio del mecanismo y el complejo experimenta una
transicion lenta. En la Figura 60 se muestra la accién de un inhibidor lento sobre

oxitirosinasa en su actuacion sobre L-dopa.

L-Dopa Orthodopaguinone "DOP28  Orthodopaquinone

\ k 4
Lk_’ metD —‘1’ onv 4—k— onyD h Emet

Emet -~——
gl

2 x Orthodopaguinone —» L-Dopa + Dopachrome

Figura 60. Mecanismo propuesto para explicar la inhibicion lenta de tirosinasa.

Em, metatirosinasa; Eox, oxitirosinasa; Eoxl, complejo oxitirosinasa inhibidor;
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EoxD, complejo oxitirosinasa L-Dopa y EoxI’, complejo oxitirosinasa inhibidor

después de la transicion lenta.

En el estudio cinético de los inhibidores reversibles de tirosinasa, interesa saber
la fuerza del inhibidor y el tipo de inhibicién. La fuerza viene representada por K, y el tipo
puede ser: competitivo, no competitivo, acompetitivo y mezcla. La fuerza del inhibidor
esta asociada al parametro ICsp Y en Bioquimica, y en concreto con la enzima tirosinasa
normalmente se utiliza este pardmetro para indicar la fuerza del inhibidor; asi, a menor
ICs0, Mmas potente es el inhibidor. Existe una relacion cuantitativa entre el ICso y la K. En
un trabajo reciente, nosotros establecimos la relacién cuantitativa entre el parametro
ICso y Ki para la actividad difenolasa de tirosinasa (P. Garcia-Molina, Garcia-Molina, et
al., 2022). Ademas, propusimos una metodologia experimental para el célculo del
pardmetro ICso y la determinacion del tipo de inhibicion unido al calculo de las constantes
de inhibicién. EI mecanismo de inhibicién generalizado de la actividad difenolasa de
tirosinasa viene reflejado en la Figura 54.

1.4.2.1. Disefio experimental para el calculo del parametro ICso

Se propuso un disefio experimental junto a un andlisis de datos que permite
determinar con pocos ensayos tres aspectos: el valor de ICso, el tipo de inhibicion y el
valor de Kfpp para el mecanismo descrito en la Figura 54. Este se llevaria a cabo en las

siguientes etapas:

Etapa 1. Determinacion de los valores de i , para los distintos tipos de inhibicién, a una

concentracion de sustrato fija [D], = K2, (Tabla 9).

Tabla 9. Variacion de i a diferentes valores de [I], y con [D], = K2,

Competitiva No competitiva Acompetitiva Mezcla
(oMM} ip(%)  [o(M)  in(%) oM in(%)  [MouM) M (%) iM2(%)
0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0.00
10 14.21 10 27.10 10 15.84 10 19.82 38.66
15 19.92 15 35.79 15 22.00 15 27.05 48.59
30 33.25 30 52.71 30 36.03 30 42.61 65.37
45 42.80 45 62.57 45 45.76 45 52.70 73.89
60 49.96 60 69.03 60 52.92 60 59.78 79.04

72.50 54.70 72.50 72.92 7250 5758 7250 64.24 82.01
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100 62.50 100 78.79 100 65.16 100 71.26 86.27

200 76.95 200 88.14 200 78.87 200 83.22 92.63

300 83.37 300 91.77 300 84.84 300 88.16 94.96

- - - - - - 500 9255 96.91

- - - - - - 700 9456 97.78
Condiciones: [E]p = 10 nM; [D]y, = 0.5 mM

Etapa 2. Representacion de los grados de inhibicion i, obtenidos para cada tipo de
inhibicion reversible y rapida frente a la concentracion de inhibidor, originando un
comportamiento hiperbdlico. a, competitivo; b, acompetitivo; ¢, no competitivo; d, mezcla
(1) y e, mezcla (2).

100

80 -

60

i (%)
Ip (%)

€ 1C,“=26.9 M
40

e 1Cy,"2=159M

b 1€ =532uM

20 20

a 1C. =60.8uM d ic"M=404M

1 1 | 1 0 1 | 1
0 50 100 150 200 250 300 0 200 400 600

[, (um) [, (uM)

Figura 61. Representacién de los grados de inhibicién de ip obtenidos para cada
tipo de inhibicidén reversible y rapida que dan un comportamiento hiperbdlico,
frente a la concentracion de inhibidor. A. a, competitivo; b, acompetitivo; c, no
competitivo. B. d, mezclatipo (1) y e, mezclatipo (2). Condiciones: a. Competitivo:
[E]o = 10x107° M, [E,xlo = 0.3x[Elo, [Elo = 0.7x[Elo; [D]o = 0.5x1073 M; [0,], =
0.26x1073 M, y la concentracion de inhibidor se vario de acuerdo a (uM): 0, 10, 15,
30, 45, 60, 72.5, 100, 200 y 300. Las constantes de velocidad fueron: k, =
5x10°M~1s1 k_,=10s"1, k3 =900s7!, kg =2.16x10°M~1s™1 k_ =10s"1,
k, =108s71, kg =2.3x10’ M~1s71, k_g=1.03x103s71, k;; =10°M~1s7! k_;; =
10s!, k;, =10°M1s71 k_,, =2.68s"1 k,;,=10s"1. b. Acompetitivo. Las
condiciones de simulacién son las mismas que en el caso anterior, pero las

nuevas constantes de inhibicion son: kq; = 10°M~1s71 k_;, =10s71, kyy =
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10°M~1s7! k_14, =2.68s71, kys =10°M~1s71 k_,. =3s~1. c. No competitivo.
Las condiciones de simulacion son las mismas que en el primer caso, pero las
constantes de inhibicion son: ky; = 10°M~1s71 k_;, =10s7!, ks = 10° M~ 1s71,
k_;5 = 3 s~ L. d. Mezcla tipo (1). Las condiciones de simulaciéon son las mismas
gue en el primer caso, pero las concentraciones de inhibidor fueron (uM): 0, 10,
15, 30, 45, 60, 72.5, 100, 200, 300, 500 y 700. Las constantes de inhibicion fueron:
ky; =10°M~1s71  k_;;=10s71!, k{3 =10°M"1s71, k_;,=10s71, Kky,=
10°M~1s7! k_;, =2.68s71, ks =10°M~1s71 k_, =30s71. e. Mezcla tipo (2).
Las condiciones de simulacion fueron las mismas que en el caso anterior, pero
las constantes de inhibicion fueron: ky; =10°M~1s7 1 k_;; =30s7!, kq, =
10°M~1s71 k_;,=10s7!, k4, =10°M~1s7 ! k_,, =2.68s7! kys=10°M"1s71
k_s=10s71

Etapa 3. Analizar los datos de ip vs [I], por regresion no lineal segun la ecuacion (1).
Se determina ICs, para cada inhibidor: competitivo (IC,); no competitivo (ICYO);

acompetitivo (IC£,); mezcla tipo 1 (ICISVE) y mezcla tipo 2 (ICE’BZ) (Tabla 10).

i = (Mo
D™ 1Cgo+To

x 100 (1)

Tabla 10. Determinacion de los valores de IC;y para los diferentes tipos de

inhibicion.
Tipo IC50(LM)
Competitiva ICS, = 60.8
No competitiva ICN¢ = 26.9
Acompetitiva ICA§ = 53.2
Mezcla tipo (1) IChy = 404
Mezcla tipo (2) ICe = 15.9

Etapa 4. Determinacion de i, para [D], = 2K2, y con [I], fija (Tabla 11).
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Tabla 11. Valores de ip para [D], = 2K,

Tipo (%)[Dloip

Competitiva [D]o, = K&, 49.96
[D], = 2KD, 40.40

No competitiva [D], = K&, 69.03
[D], = 2K2, 69.45

Acompetitiva [D], = KR, 52.92
[D], = 2KD, 60.34

Mezcla tipo (1) [D], = KD 59.78
[D], = 2KD, 55.88

Mezcla tipo (2) [D], = KD 79.04
[D], = 2KD, 81.39

Condiciones: [E], = 10 nM; [D], = 0.5 mM y [I], = 60 pM

Etapa 5. Posibles tipos de inhibicién:

A. i2Km < KR, nodria ser competiti
il Sm:p petitivo.

D D .y .
B. i7" ™ = i;™: es no competitivo y Ki"P = ICN¢

,2KkD KD . ..
C. ip ™ > ip,™: podria ser acompetitivo

D D
D. i2m < ikm: ambigiiedad entre competitivo y mezcla tipo 1.

D D
E. i2"m > k™. ambigiiedad entre acompetitivo y mezcla tipo 2.

En el caso B, no hay ambigliedad entre los tipos de inhibicion, se trataria de un
inhibidor no competitivo, con ICYS = KPP, a partir del valor de ICYY (Tabla 10) y con
valor de ip constante, al variar la concentracion de sustrato, se determina el tipo de
inhibicion no competitivo y la fuerza del inhibidor viene reflejada por K;*P (26.9 pM),

ecuacion (2). En los demas casos, existe ambigledad, que es necesario resolver.

IC5y = KPP )

Pablo Garcia Molina 97



Tesis Doctoral 1. Introduccién

Etapa 6. Solucion de la ambigledad entre inhibicion competitiva y mezcla tipo (1). Dos
experimentos con [D], = 5K2 y [D], = 10K2, , si la inhibicion decrece significativamente,
(ip = 0) podria tratarse de un inhibidor competitivo. Y si la inhibicion decrece
ligeramente, entonces el inhibidor podria ser mezcla tipo (1). En cualquier caso el ajuste
de los datos experimentales de i vs n de acuerdo con las ecuaciones (3 y 4) ayuda a

discernir entre inhibicion competitiva y mezcla tipo (1). La constante de inhibicién (K?lpp)
se determina ajustando por regresion no lineal los valores de (i vs n) de acuerdo a la
ecuacion (3). El valor determinado de K; " debe cumplir con el valor de IC, de acuerdo
a la ecuacion (5). K{*P (Tabla 10) en el caso de un inhibidor competitivo y en el caso de

un inhibidor mezcla tipo (1) el ajuste por regresion no lineal de (ip vs n) de acuerdo a la

ecuacion (4), determinando K{*" y K{PP. Estos valores deben cumplir la ecuacion (6) y

se describen en la Tabla 10.

. ab

ip = - (3)

, a+bn

B = o )

ICS, = (1 + mKPP (5)
v KEPPKEPP(14m)

ICSO - K?§p+nK?fp (6)

[D], = 5KD  ip = 25.77% competitivo.
[D]o = 5KB  ip = 51.02% mezcla tipo 1.
[D]o = 10K2, ip = 16.11% competitivo.

0= m ip =4837% i .
[D], = 10K2, ip = 48.37% mezcla tipo 1
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100

A 100

ip (%)

Figura 62. Las condiciones de simulacion fueron las mismas que en la Figura 61a
y 61d, pero la concentracion [I], fue constante (100 yM). La concentracién de
sustrato (mM) se varié: 0.25, 0.35, 0.5, 1, 2, 3, 5y 10. El ajuste por regresidon no
lineal (if vs n) de acuerdo a la ecuacion (3) permite obtener Ki** (K{** = 32.6 uM).
Es de destacar que este valor de acuerdo con el obtenido por la ecuacion (5)
cumple con el valor de ICEO, (Tabla 10) lo cual confirma el mecanismo de
inhibicién. B. Si el inhibidor es tipo mezcla (1) (K;'* <Kp"), los datos
experimentales no se ajustarian a la ecuacion (3); sin embargo, si lo harian a la

ecuacion (6), como se muestra en la Figura B. En el tltimo caso, se determina Kf‘lpp

(KiPP = 26.2 uM) y KPP (KiPP = 74.5 pM), hay que destacar el cumplimiento de la

ecuacion (6) y, por lo tanto, el valor de IC5M01, (Tabla 10), lo cual confirma el

mecanismo de inhibicion.

Etapa 7. Solucion de la ambigliedad entre inhibicion acompetitiva y mezcla tipo 2.

Obtencion de ip variando [D],, a concentracién de inhibidor fija. Representando ip vs n,

Pablo Garcia Molina 99



Tesis Doctoral 1. Introduccién

si se obtiene una hipérbola que pasa por el origen de coordenadas podria tratarse de

una inhibicién acompetitiva y IC&§ = 2K;PP.

100 700
A B
80 |- g %r
)
~ a0}
20
60 = 0 1 Il 1 1
o 0 5§ 10 15 20 25
=X n
G
40 |-
20 |-
0 | | |
0 2 4 6

Figura 63. Solucién de la ambigliedad entre inhibicién acompetitivay mezcla tipo
(2). Se obtiene los valores de ip variando [D]y, a concentracion fija de inhibidor
(30 uM). A. Representando ip vs n, si se obtiene una hipérbola que pasa a través
del origen de coordenadas, la inhibicion deberia ser de tipo acompetitiva,
ecuacion (7). El andlisis de datos usando regresién no lineal a esta ecuacién
permite obtener el valor de K{'* (K{?® = 25.1 pM), es de destacar el cumplimiento
de la ecuacion (8), (Tabla 4), lo cual confirma el mecanismo de inhibicién. B. (50
MM de inhibidor) Si la representaciéon de ip vs n da lugar a una hipérbola que no
pasa por el origen de coordenadas podria tratarse de una inhibicion mezcla de

tipo (2) con K;*P < K;PP. El ajuste por regresion no lineal de (ip vs n), de acuerdo
ala ecuacion (4) permite determinar Ki y K™, resultando K{**(K{"* = 31.5 uM)
y KiPP(KiPP = 10.1 uM). Es de destacar el cumplimiento de la ecuaci6n (6) (ver

Tabla 10), lo cual confirma el mecanismo de inhibicion.

JAC _ an
b = b+n (7)
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AC _ 1) aprp
ICA¢ = (1+2)K]! (8)
Obtencién del ICM,

En el caso de la actividad monofenolasa, y para que los resultados sean
comparativos con los de la actividad difenolasa, se requiere adicionalmente, algin

aspecto mas:

a) La actividad monofenolasa (sobre L-tirosina) va precedida por un periodo de
retardo que debe eliminarse para conseguir que el sistema llegue al estado estacionario
at=0. Para ello, se debe afadir una concentracion de L-dopa que haga posible que el
sistema llegue rapidamente al estado estacionario.

b) La relacién entre la concentracion de monofenol y la constante de Michaelis
correspondiente debe tener el mismo valor que la concentracién de o-difenol en relacion

a la constante de Michaelis del o-difenol.

1.4.3. Descripciéon de algunos grupos de inhibidores

Los inhibidores, mayoritariamente, se han estudiado con la tirosinasa de
champifion (mTYR) y, como se indicara més adelante, los resultados obtenidos no son
extrapolables completamente a la tirosinasa humana (hTYR), pero nos sirven como

orientacion.

1.4.3.1. Derivados y analogos del resveratrol

El resveratrol (trans-3,4",5-trihidroxiestilbeno) (1) es un estilbeno natural que
puede obtenerse de la uva y del vino. En células de melanoma B16 (1) inhibe la
biosintesis de melaninas impulsada por a-MSH reduciendo la expresion de tirosinasa,
TRP-1, TRP-2 y MITF (T. H. Lee et al., 2014).

Se han extraido compuestos de Morus alba (2-5). Entre ellos, el 2,4,3-
trihidroxiestilbeno (4) y el dihidroxiresveratrol (5). Estos compuestos son inhibidores

potentes de tirosinasa con ICso = 0.8 puM y 0.3 pM, respectivamente (Chaita et al., 2017).

En estudios de relacion estructura/funcion los resultados mostraron que el
cambio en la estructura del resveratrol introduciendo un a&tomo de nitrégeno incrementa
la actividad inhibidora. Compuestos con 4-metoxi (6), 4-hidroxi (7) y 2-hidroxi (8)

mostraron mayor actividad inhibidora (Zimmermann Franco et al., 2012).
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Se han estudiado anélogos del resveratrol con sustituciones 4-metoxi y 4-hidroxi-
anilino (9-11) demostrando que eran inhibidores potentes de tirosinasa de champifion.
Entre ellos, el (E)-4-((4-hidroxifenilimino) metil) benceno-1,2-diol (11) fue identificado
como el mas potente (ICso = 17.22 uM) con un tipo de inhibicibn no competitiva (Bae et
al., 2012). En otro estudio, una serie de compuestos como (E)-2-((fenilo sustituido)
diazenil) fenil-4-metilbencenosulfonato y (E)-2-((fenil sustituido) diazenil) fenol (12-14,
Figura 64) se encontraron como inhibidores fuertes de tirosinasa. En particular, (E)-2-
((2,4-dihidroxifenil) diazenil) fenil-4-metilbencenosulfonato (13) fue identificado como un
inhibidor competitivo, el mas potente, con un ICso = 17.85 uM y los compuestos 15y 16
también fueron inhibidores potentes (Bae et al., 2012). Estos resultados ponen de
manifiesto que los compuestos aza-resveratrol pueden ser mas potentes en

comparacion al resveratrol y podrian ser despigmentantes mas efectivos.

OH

HO
1, Resveratrol 2, Oxyresveratrol OH OH
ICso 250 uM ICs0 1.7 uM OH
OH OH
3, Mulberroside A
1C50 >100 pM
OH OH
OH ‘ OH O o<
) - ® N
HO HO
4, 2,4,3"-Trihydroxydihydrostilbene 5, Dihydroxyresveratrol 6,1C50 212 uM
1C50 0.8 pM 1C50 0.3 uM
@ ©/ H HO HO
7,1Cs0 145 uM 8, ICs59 250 uM 9, IC5061.69 uM 10, IC59 51.49 pM

\El on Qg?o a
HOD” O J éwg 2 ©N¢Nq

11, 1C50 17.22 uM 12, 1C50 200.77 pM 13, 1C50 17.85 pM
OH OH
(0] N /©/ N
OH > N HO N‘N/Q/
eSS s
N OH
O H
14, 1C5y 44.11uM 15, 1C50 50.2 uM 16, 1C5; 36.28 uM
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Figura 64. Estructuras quimicas del resveratrol y algunos de sus derivados
(Pillaiyar et al., 2018).

1.4.3.2. Péptidos y analogos

En los dltimos afios han aparecido inhibidores efectivos utilizados en cosmética,
como péptidos y derivados de péptidos: dipéptidos, péptidos ciclicos, oilogopéptidos y
derivados peptidicos del acido kéjico (H. Kim et al., 2004).

Los oligopéptidos se han descrito como potentes inhibidores de tirosinasa. Por
ejemplo, un octapéptido P3 (Arg-Ala-Asp-Ser-Arg-Ala-Asp-Cys) y un decapéptido P4
(Tyr-Arg-Ser-Arg-Lys-Tyr-Ser-Ser-Trp-Tyr) se han descrito como inhibidores potentes

para tirosinasa de champifién y humana, sin inducir citotoxicidad (Reddy et al., 2012).

Los compuestos 17 y 18 mostraron una potencia moderada como inhibidores de

tirosinasa.

Zhao et al. describieron conjugados de hidroxi-piridona con aminoacidos como
inhibidores de tirosinasa, entre ellos los compuestos 19y 20 con ICso = 8.97 uM y 26.20

UM, respectivamente y con una inhibicion tipo mezcla (Zhao et al., 2016).
o o]

2

17 18
monophenolase: ICso 12.6 uM monophenolase: IC5, 19.2 uM
diphenolase: IC5p 12.6 uM diphenolase: IC5, 42.8 uM
o) (0]
i \rﬁ/OH i | | i
||
0. HoN (0]
OJ\N N \)k” N
H o) H = 0
19 \© 20
monophenolase: ICsy 1.95 uM monophenolase: ICsy 8.97 uM
diphenolase: IC59 2.79 pM diphenolase: ICsy 26.20 uM

Figura 65. Inhibidores de tirosinasa con estructura derivada del acido kéjico (Zhao
et al., 2016).

1.4.3.3. Derivados bifenilicos

Es conocido que los compuestos fendlicos son inhibidores de tirosinasa y hay
algunos bifenoles también descritos como inhibidores, entre estos encontramos 4,4'-
dihidroxibifenil (21, ICso = 1.91 yM), fortuneanosido E (22, ICso = 140 uM) y honokiol (23,
ICso = 67.9 uM) (Figura 66) (Bao et al., 2010).
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Recientemente se han descrito una serie de nuevos derivados bifenilicos como
inhibidores de tirosinasa (24-26) (Figura 66) (Kwong et al., 2017). Asi como bifenilos con
sustituyentes tiazolinicos (27-29) (Mutahir et al., 2017).

Oyama et al. encuentran el acido fenilbenzoico (PBA) como un modelo para los
inhibidores de tirosinasa (30-33) (Figura 66). Estos inhibidores se comportan como no
competitivos y mezcla para las actividades monofenolasa y difenolasa, respectivamente
(Oyama et al., 2016). EI mismo grupo de investigacion ha obtenido otros inhibidores (34-
36) (Figura 66) introduciendo 4'-hidroxilacion and 4'-metoxilacion (Oyama et al., 2017).

OH OH
0 OH

LK)

o o

OH O OH OH
C HO OH 7 O Z
0
\ oH

HO
21, 4,4'-Dihydroxybiphenyl 22, Fortuneanoside E 23, Honokiol |
IC50 1.91 pM IC59 140 pM IC5q 67.9 UM

24 o 25 o 26

A0 o-Oh OO0

6 Hob OH o o
\ /

7]

OH HO
27, 1Cs4 21.61 uM 28, 1C50 0.61 uM 29, IC52.41 uM
(0]
o] [e]
(0] OH
OH OH
OH I

30, BA 31, 2-PBA 32, 3-PBA 33,4-PBA

monophenolase: ICsp 224.5 uM  monophenolase: IC5y >1000 uM monophenolase: [Cyp 6.97 M monophenolase: ICgq 63.24 uM
diphenolase: ICsy 822.11 uM diphenolase: ICsq >1000 uM diphenolase: [Csg 36.32 uM diphenolase: IC5q 216.05 pM

o)
o)
OH .
O OH
® e
OH

T
(@)

34 35 36
monophenolase: IC55 4.0 uM monophenolase: ICso 5.0 tM monophenolase: IC5; 6.0 uM
diphenolase: IC5¢ 100.18 uM diphenolase: IC50 10.59 uM diphenolase: IC5y 14.70 pM

Figura 66. Inhibidores de tirosinasa con estructura bifenilica (Pillaiyar et al., 2018).

1.4.3.4. Derivados inddlicos

Los compuestos (37-39) (Figura 67) se comportan como potentes inhibidores de

tirosinasa. Respecto a las relaciones estructura/funcion se destaca que la presencia de
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4-fluorobencilo sustituyendo en la posicion N1 aumenta la capacidad inhibidora de
tirosinasa, mientras que el grupo diceto no es importante (Ferro et al., 2016). A
continuacioén, el mismo grupo de investigacion identific6 ademas a la 3-(4-
bencilpiperidin-1-il)-1-(1H-indol-3-il)propan-1-ona (40) como posible candidata a
inhibidor de tirosinasa (ICso = 252 uM, Figura 67). Los estudios estructura/funcion de 40
y 41 (Figura 67) demostraron que 41 era el inhibidor mas potente de este estudio (Ferro
et al., 2017).

37,1Cs59 312 uM 38, IC50 224 uM 39, IC5( 372 uM
-0
o |
(o] Q E
N
’ OVQ ] \
HN HN
40 M
Monopenolase activity Diphenolase activity
ICs0 (uM) ICs0 (uM)

40 175 252

41 5.11 7.56

Kojic acid 26.0 17.6

Figura 67. Inhibidores de tirosinasa derivados del indol (Ferro et al., 2017).

1.4.3.5. Derivados de tiourea y tiosemicarbazona

La feniltiourea (PTU, 42) (Figura 68) es un inhibidor de tirosinasa muy potente y
su mecanismo de actuacion estd basado en la interaccién del atomo de azufre con los
cobres del centro activo (Pan et al., 2010). Se han estudiado derivados de la feniltiourea
(43-45) (Figura 68). Estudios de relaciones estructura/funcién, ponen de manifiesto
algunos requerimientos para inhibir la actividad de la enzima: a) el atomo de azufre es
necesario; b) es necesario la interaccion del plano ™ a la unidad de tiourea; c)
sustituyentes hidrofobicos en las posiciones para y meta son aceptados; sin embargo,

en posiciéon orto no.

Choi et al estudian una serie de derivados del PTU e identifican etionamida (46)
(Figura 68) y sus anélogos (47-49) (Figura 68), incluyendo protionamida (47) como
inhibidores de tirosinasa (Choi & Jee, 2015; A. M. Hall & Orlow, 2005). Por otra parte,
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tiobenzamida (50) inhibe la produccion de melaninas en células B16. En otro estudio,
drogas antitiroideas como metimazol (51), carbimazol (52), tiouracilo (53), metiltiouracilo
(54) y propiltiouracilo (55) han sido descritos como inhibidores de tirosinasa (Figura 68)
(Pillaiyar et al., 2018). Otro estudio con los compuestos (56-60) pone de manifiesto la
importancia de la presencia del acido 2-(1,3,4-tiadiazol-2-il)tioacético para la inhibicion
de tirosinasa (Genger et al., 2012).

AL, O, D, QL0

H

42,1C50 1.4 UM 43, 1C51.4 uM 44,1C5,0.6 M 45>100 uM
S S S
| B> NH, | s NH, | e NH,
N~ N~ _N
46, Ethionamide 47, Prothionamide 48, Pyridine-2-carbothioamide
IC50 4.0 uM IC504.5 uM IC50>1 uM
(0] S ?
S \NJ<N_<O
| = NH; NH, \N/[<N ~/ o
N _~ l%/ <
49, Isoniazid 50, Thiobenzamide 51, methimazole 52, carbimazole
ICs50 14.4 UM 1C502.8 uM ICs0 114 pM 1C50186 uM
e} fo) 0
HN ‘ HN HN |
ok 1 A
S N S N S N
H H H
53, thiouracil 54, methylthiouracil 55, propylthiouracil
I1C50 128 uM 1C50 142 pM ICs50 170 uM
OH
S/\(O
3N s QL 1
—
N/U\N S N N N
H H H H
I OH 1C50 (UM)

% of inhibition
56, R=H 53.3
=4-F 44.3

58, R = H; 27.7
59, R = 4-F 20.9
60,R=3-CF; 6.13

Figura 68. Inhibidores de tirosinasa derivados de tiourea (Pillaiyar et al., 2018).

Recientemente, han sido descritos un gran niumero de tiosemicarbazonas como
potentes inhibidores de tirosinasa. Se encontré que los compuestos acilamino (61-63)
(Figura 69) muestran potente inhibicion de tirosinasa en comparacion con el acido kojico.
Asi, el compuesto (63) mostr6 un valor de ICso = 0.29 uM. En otro estudio, se demostro
que las 4-alcoxi y 4-aciloxi-feniletilentiosemicarbazonas inhiben la actividad de
tirosinasa con un ICsp < 1 UM (64-66) (Figura 69) (Pillaiyar et al., 2018).
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N

o) HsC
H3C @J: ‘_/<S H3C o} HsC
O o, O
H HN -
NH, —< @JHN%
NH,

61, 1C50 0.508 uM 62, ICs 0.372 uM 63, IC50 0.291 uM
H3C H,C H3C N s
Ho~®—)::‘N—/<S ONE\N—? o@—}-’%z:H‘N—{
NH, /' NH, Hac_ﬁo NH,
64, IC5o 0.42 uM 65, IC50 0.188 M 66, IC50 0.072 uM

Figura 69. Derivados de la tiosemicarbazona como inhibidores de tirosinasa
(Pillaiyar et al., 2018).

1.4.3.6. Analogos de chalconas y flavanonas

Las chalconas naturales (71-74) (Figura 70) se han aislado de Morus australis y
se han descrito como potentes inhibidores de tirosinasa. Estudios de la relacion
estructura/funcion indican que la estructura resorcinol en el anillo A y en el B fue
importante para mostrar la inhibicion (Takahashi et al., 2012), en particular el compuesto

71 exhibié una potencia de 700 veces mas que arbutina.

Las azachalconas, compuestos (75-78), se han investigado como inhibidores de
tirosinasa. Estudios de la relacién estructura/funcién indican que la presencia de un
anillo piridina fue importante para mostrar actividad inhibidora, cuando las chalconas
tienen una funcién oxima también son potentes inhibidores. Por ejemplo, el compuesto
(77) mostro un ICso = 4.77 uM y el compuesto (78), un ICso = 7.89 uM. Estudios cinéticos
de inhibicion pusieron de manifiesto que son inhibidores competitivos (Radhakrishnan
et al., 2016).

Se han aislado cuatro compuestos nuevos de Camylotropis hirtella (79-82)
(Figura 70). Entre ellos estan neorauflavano (81) con ICso = 30 nM, el compuesto (81)

fue 400 veces mas potente que el acido kéjico (Tan et al., 2016).

El compuesto (83) es una flavona llamada morusone con un ICso = 290 pM, este
compuesto se obtuvo de Morus alba. El compuesto steppogenina (84) con ICso = 0.98
MM; 2,4,2' 4'-tetrahidroxichalcona (85) con ICso = 0.07 uM; morachalcona A (86) con ICso
= 0.08 uM y moracin M (87) con ICso = 8.00 uM tienen un poder inhibitorio mucho mas
potente que el acido kéjico con ICso = 58.30 uM, exceptuando el compuesto morusone

gue es un inhibidor débil (Pillaiyar et al., 2018).

Los compuestos prenilados (88-91) se obtuvieron de Dalea pazensis y los
resultados mostraron que el compuesto 91 fue un inhibidor potente con ICsg = 2.32 uM,

el compuesto 90 se mostré como un inhibidor moderado con I1Cso = 49.89 uM, mientras
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que los compuestos 88-89 fueron inactivos. Los estudios de la relacion
estructura/funcién sugieren que la presencia del 4-sustituyente floroglucinol en el anillo
Ay resorcinol en el anillo B fueron factores determinantes de la inhibicion (Peralta et al.,

2014).

OH
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OH = ]N
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OH
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OH OH
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85, 2,4,2' 4' -Tetrahydroxychalcone
IC50 0.07 uM
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6
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Figura 70. Derivados de las chalconas y flavanonas como inhibidores de
tirosinasa (Peralta et al., 2014).

Un estudio del poder de los flavonoides como inhibidores de tirosinasa se ha
publicado recientemente (El-Nashar et al., 2021).
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1.4.4. Inhibidores de tirosinasa humana

La tirosinasa humana (hTYR) es un monémero unido a la membrana, esti
glicosilada con un contenido de carbohidratos del 13%. Se requiere la glicosilacion para
expresar la actividad de la enzima. Por otra parte, mTYR es un tetrdmero. Ambas
enzimas tienen una homologia de secuencia del 23%. Estas diferencias hacen que su
comportamiento frente a distintos inhibidores no sea igual. Por ejemplo, el &cido kdjico
muestra 10 veces mas potencia inhibidora sobre mTYR que sobre hTYR, el valor ICso
es 53.70 uM para mTYR, pero para hTYR el valor es ICso = 571.17 uM (Yoshimori et al.,
2014).

En la Tabla 12 se muestra una comparacién de un estudio de inhibidores clasicos

de tirosinasa, diferenciando la hTYR de la mTYR.

Tabla 12. Comparacion de distintos inhibidores entre hTYR y mTYR (Pillaiyar et
al., 2018).

Human recombinant Mushroom tyrosinase
Inhibitor tvrosinase tvpe
K (b ) ype E; (mbd) type
HDI:?\/O 0.35 0.0043
B - A 3 .
Mixed ompetitive
OFF Ho | (1050 571.17 uM) € (ICs053.70 pM) competitive
Kaojic acid
QW
H'JLN Haz 00017 uncompetitive 0.00021 competitive
pheyvlthiourea

O

HO
oo
o o MNHz 00101 competitive 0.008 competitive

L-mimosine

WDH 0.081 competitive 1.99 noncompetitive

Cinnamic acid
[

@A\OH 0.52 competitive 00046 competitive

Benzoic acid

HO =~
. Mot detectable Mo data L0043 (1 54) competitive

Aesculetin

El 4-butilresorcinol (93) (Figura 71) es conocido como un potente inhibidor de la
melanogénesis, muestra inhibicion frente a hTYR y TRP-1, asi como sobre las células
de melanoma B16. El mecanismo de accién de (93) sobre la melanogénesis es

aumentar la degradacion proteolitica de tirosinasa, asi como su unioén a ella. De esta
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manera (93), es un inhibidor potente de hTYR con ICso = 21 pM, (93) fue 20 veces mas
potente que el acido kéjico (ICso = 500 uM) y mucho mas potente que arbutina (ICso =
6500 uM) y hidroquinona (ICso = 4400 uM). El 4-hexilresorcinol (94) (Figura 71), el 4-
feniletilresorcinol (95) (Figura 71) y el (93) se han utilizado en clinica para el tratamiento

de la hiperpigmentacion (S. Y. Huh et al., 2010).

Linderanolido B (96) y subamolida A (97) son productos naturales y muestran
una ICso = 1 uM (H.-M. Wang et al., 2011).

Los isbmeros q, B, y y de thujaplicins (98-100) (Figura 71) se han descrito como
potentes inhibidores de hTYR y de mTYR, especialmente los isémeros 3 y y con valores
de ICso de 8.98 y 1.15 uM respectivamente (Yoshimori et al., 2014).

Los derivados de auronas con dos o tres hidroxilos en las posiciones 4, 6 y 4’
inhiben a la hTYR (101-103). El méas potente es el (103) (Pillaiyar et al., 2018).

OH
OH OH O
OH
OH OH
CH3 CH3 O
93, 4-butylresorcinol 94, 4-hexylresorcinol 95, 4-phenyethylresorcinol
L Ho o H Ho K H
- = CHj - Z CHs
H o} OCH30
o 7 o
96, Linderanolide B 97, Subamolide A
HyC CHj HiC
HsC B CHs
o ¥
HsC
HO HO
0 o @
98, o-Thujaplicin 99, B-Thujaplicin 100, y-Thujaplicin
hTYR: ICsy >1000 M hTYR: ICs0 8.98 uM hTYR: ICso 1.15 uM

102 103
ICs5031.7 uM (71% inhibition) ICsp 38.4 uM (69% inhibition) ICs 38.7 uM ( 75% inhibition)

Figura 71. Inhibidores de tirosinasa humana.

Se ha publicado la sintesis de un complejo de aurona y tiamidol que muestra

una inhibicién en el rango nanomolar (Figura 72) (Roulier et al., 2023).
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Thiamidol —
K;=0.25 uM (hsTYR)

K;=0.25 uM (hsTYR)
ICs0 = 1.6 yM (MNT-1 lysates)

K; = 0.35 uM (hsTYR)
ICs0 = 15 pM (MNT-1 lysates)
—

Figura 72. Estructuras quimicas del tiamidol, auronay el complejo resorcinol-

aurona (Roulier et al., 2023).

Actualmente se esté llevando a cabo la profundizacién en la inhibicion de
tirosinasa humana con objeto de obtener inhibidores con aplicacién clinica (Oyama et
al., 2023; Srivastava et al., 2022).

1.4.5. Inhibidores de las rutas de sefalizacion

La melanogénesis estd modulada por una serie de rutas de sefializacion
intracelular, estas incluyen: la via dependiente de AMP./PKA a través de MC1R/a-MSH,;
la sefalizacion por PI3K/Akt; sefializacion de Wnt/B3-catenina; sefializacion mediada por
SCF/c-kit; oxido nitrico (NO); citocinas; cascada de MAPK y mecanismos asociados
mediados por autofagia (Pillaiyar et al., 2017). Existen varios factores extrinsecos
(radiacion UVB y farmacos quimicos) e intrinsecos (moléculas secretadas por los
gueratinocitos o melanocitos circundantes y fibroblastos) que influyen en el inicio y la
extension de la sefializacion de la melanogénesis. La Figura 73 muestra las vias de
sefalizacidbn mas comunes de la melanogénesis. Todas las vias de sefializacion estan
asociadas con un regulador central de la melanogénesis (MITF) que controla la
expresion génica de las proteinas TYR, TRP-1 y TRP-2, implicadas en la

melanogénesis.
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Figura 73. Vias reguladoras centrales de la melanogénesis (Pillaiyar et al., 2018).

Como un ejemplo de la inhibicion de las rutas de sefializacion, describimos en el
apartado 1.4.5.1. los inhibidores de la ruta MC1R/a-MSH.

1.4.5.1. Inhibidores que actuan sobre el receptor de melanocortina

1/hormona estimulante de melanocitos a-MSH (MC1R/a-MSH)

MC1R es uno de los receptores clave implicados en la regulacion de la sintesis
de melanina. Regula positivamente la melanogénesis al unirse a a-MSH, mientras que
regula negativamente al unirse a la proteina sefial agouti (ASP). Al unirse a MC1R, a-
MSH estimula la produccion de una concentracion intracelular de AMPc mediante la
activacion de la adenilil ciclasa (AC). La activaciéon de la proteina quinasa A (PKA) a
través de AMPc activa a su vez el MITF al fosforilar la proteina del elemento de
respuesta al AMPc (CREB). Al unirse a la caja M, MITF activa la expresion de TYR,
TRP-1y TRP-2 (Figura 74) (Vachtenheim & Borovansky, 2010).

Las gliceolinas I-Ill (110-112) (Figura 74) son un grupo de fitoalexinas
generadas a partir de la soja, inhiben la formacién de melanina en las células B16 (Y.-
S. Lee et al., 2010). Las gliceolinas inhibieron los niveles de AMPc intracelular y la
expresion de MITF con una reduccion posterior de la expresion de tirosinasa en los
niveles de ARNm y proteina. Los linoenatos de metilo y etilo (113, 114) (Figura 74)

aislados de Oxalis triangularis inhibieron la melanogénesis a través de la regulacién a la
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baja de los niveles de AMPc en las células B16 (S. Huh et al., 2010). Platycodin (115)
(Figura 74) es otra saponina triterpénica natural de Platycodon grandiflorum que inhibi6
la sintesis de melanina (Jung et al., 2011), se confirmé que la actividad inhibitoria de
(115) (Figura 74) estaba mediada por la regulacion a la baja de AMPc, lo que inhibia los
genes de la melanogénesis. Bisabolangelona (BISA, 116)(Figura 74), 4-hidroxi-3-
metoxicinamaldehido (4H3MC, 117) (Figura 74) (Roh et al., 2014) vy
difenilmetilenhidrazina carbotiamida (QNT3-80, 118) (Katagiri et al., 2001)(Figura 74)
inhibieron la produccién de melanina inducida por a-MSH en células B16 y, en particular,
el compuesto (116) mostro un ICso = 9 uM (Roh et al., 2014).

Chrysin (119) (Figura 74), una 5,7-dihidroxiflavona, mostré actividad inhibidora
de AC, seguida de una regulacion negativa del AMPc intracelular y, en consecuencia,
inhibié la melanogénesis (D.-C. Kim et al., 2011). Paeonol (120) (Figura 74), aislado de
Moutan Cortex, inhibe la melanogénesis a traves de la inhibicién de la tirosinasa y MITF
en los niveles de ARNm en células de melanoma B16 (Xie et al., 2007). Mas
especificamente, el tratamiento con paeonol inhibié la fosforilacion de CREB que
conduce a la inactivacion de las expresiones de tirosinasa y MITF, y posteriormente se
inhibié la sintesis de melanina (Bu et al., 2008).
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Figura 74. Inhibidores de la ruta de melanogénesis activada por a-MSH.
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1.4.5.2. Inhibidores de la via de sefalizacion PI3K/Akt

Los inhibidores que influyen en esta ruta de sefalizacién se describen en la
Figura 75 (Pillaiyar et al., 2018).
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Figura 75. Estructuras quimicas de inhibidores de la via de sefializacion PI3K/Akt.

1.4.5.3. Inhibidores de la melanogénesis mediada por quinasa SCF/c-
Kit-MAP

Los inhibidores que influyen en esta ruta de sefalizacién se describen en la
Figura 76 (Pillaiyar et al., 2018).
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Figura 76. Estructuras quimicas de inhibidores de la via de sefializacién SCF/c-
Kit-MAP.
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1.4.5.4. Inhibidores de la via de senalizacién de Wnt/B-catenina

Los inhibidores que influyen en esta ruta de sefalizacién se describen en la
Figura 77 (Pillaiyar et al., 2018).

OH U
HO OH l NH
|© C| OH 2
N NH, i OH
_0 ©

F

137, FTY720 (Fingolimod) 138
136, Cardamonin

N/ N/
& NH & NH 2
! V. / I /}‘@‘NP- J
N 8, N 4 HO
o} o) H
F F
139 140

141, Andrographolide

Figura 77. Estructuras quimicas de inhibidores de la via de sefializacion Wnt/g-

catenina.

1.4.6. Activadores de laruta de melanogénesis

El estudio de los activadores de la ruta de melanogénesis no esta tan
desarrollado como el de los inhibidores, de hecho algunas moléculas se han descrito
con doble funcion (activadores e inhibidores); como ejemplos se puede describir a la
quercetina y el kaempferol al igual que 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 & Sariri,
2010).
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1.5. TRASTORNOS DE LA PIGMENTACION

Los trastornos de la pigmentacion pueden deberse a anomalias en la migracion
de los melanocitos desde la cresta neural a la piel durante la embriogénesis. Ademas,
se puede producir el deterioro de la transferencia de melanosomas a los queratinocitos
circundantes, alteracion en la sintesis de melanina y degradacién o eliminacion
defectuosa de la melanina, provocando una pigmentacion anormal de la piel. Las
destrucciones inmunoldgicas o toxicas de los melanocitos pueden tener como resultado
trastornos de la pigmentacién. Estos se clasifican en hipo e hiperpigmentarios, que
pueden presentarse como una enfermedad genética o adquirida y manifestarse local o
difusamente (Fistarol & Itin, 2010).

1.5.1. Trastornos hipopigmentarios

A continuacién, 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. Vitiligo

El vitiligo es una enfermedad adquirida de etiologia desconocida que se
caracteriza por la pérdida de melanocitos y da como resultado areas maculares de
leucodermia que se agrandan progresivamente y, a menudo, se vuelven confluentes
(Handa & Kaur, 1999; Hann et al., 1997). La incidencia es del 1%y el 2% de la poblacion
(Alkhateeb et al., 2003). Afecta a todas las razas pero parece ser mas comun en
personas de piel oscura. Se asocia con uveitis y con sordera (Tosti et al., 1987).
Asociado con numerosas enfermedades, particularmente aquellas con una base
autoinmune clara o sospechada. Es probable que la enfermedad sea multifactorial, que
tenga una base autoinmune y, en varios casos, impligue una predisposicion
genética. Varios de los mecanismos propuestos participan simultdneamente (Njoo &
Westerhof, 2001).
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Figura 78. Afectacidon simétrica en todo el cuerpo (Calonje et al., 2012).

1.5.1.2. Albinismo oculocutaneo

El albinismo oculocutaneo engloba condiciones autosémicas recesivas que
resultan de diversas anomalias genéticas que provocan la ausencia o reduccién de la
produccion de pigmento de melanina (Oetting et al., 1996). La anomalia genética puede
dar lugar a la afectacion ocular Unicamente (albinismo ocular) o puede combinar la
afectacion de los ojos, el cabello y la piel (albinismo oculocutaneo). Aqui, solo se

discutiran los diferentes tipos de albinismo oculocutaneo:

-AOC1: Es debido a mutaciones en el gen TYR que codifica la enzima tirosinasa,
conduciendo a la formacion de enzimas sin actividad catalitica o con actividad reducida.
Estas mutaciones pueden ser de todo tipo (deleciones, inversiones, terminadoras de
lectura, etc.) y cuando pierden completamente la funcionalidad de tirosinasa dan el tipico
fenotipo “albino”, con ausencia de pigmentacion en la piel y el pelo, y un iris transparente
por lo general, pero que también puede ser rosado en los primeros afios de vida y

tornarse grisf/azul con el paso del tiempo (Hutton & Spritz, 2008; Spritz et al., 1990).

-AOC2: Mas frecuente entre africanos y afroamericanos y se debe a una mutacion en el
gen que codifica para la proteina P, por lo que parece relacionado con un pH &cido en
sus melanosomas, siendo 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, provocada por cuatro tipos de mutaciones distintas en el
gen TRP-1 (human tyrosinase related protein-1). El fenotipo estd ausente de
pigmentacion, sino que puede manifestar un color un tanto marrén e incluso tonos
rojizos (Fitzpatrick, 2009).

Pablo Garcia Molina 117



Tesis Doctoral 1. Introduccién

-AOC4: Enfermedad muy poco frecuente, que se observa sobre todo en poblaciones
asidticas. Puede ser derivado de un conjunto de posibles mutaciones en el gen MATP
(membrane associated transporter protein), que codifica para una proteina de transporte
asociada a la membrana, originando un abanico de fenotipos que oscilan entre la
completa ausencia de melanina hasta un pequefio grado de pigmentacion (Fitzpatrick,
2009).

Existen variantes raras de albinismo que estan asociadas con manifestaciones
sistémicas e incluyen los sindromes de Hermansky-Pudlak y Chédiak-Higashi, los

cuales se exponen a continuacion:

Figura 79. Nifio afectado por albinismo oculocutaneo.

-Sindrome de Hermansky-Pudlak

El sindrome de Hermansky-Pudlak es un trastorno heterogéneo, muy raro, que
se hereda de forma autosOmica recesiva. Se caracteriza por albinismo oculocutaneo
con presencia de tirosinasa con actividad parcial, deficiencia de almacenamiento de
plaguetas con diatesis hemorragica y acumulacién de depdésitos en el citoplasma de los
macréfagos (Dimson et al., 1999; Schachne et al., 1990). Estos macrofagos se
encuentran en varios 6rganos, incluidos la piel y los pulmones; la fibrosis pulmonar es
una complicacion frecuente y conduce a la muerte (Dimson et al., 1999; Schachne et
al., 1990). Las manifestaciones adicionales incluyen infecciones frecuentes, colitis
granulomatosa y afectacion renal que conduce a insuficiencia renal (Schachne et al.,
1990).

-Sindrome de Chédiak-Higashi

El sindrome de Chédiak-Higashi es un trastorno multisistémico autosémico

recesivo, poco comun, que se caracteriza por albinismo oculocutédneo parcial, disfuncion
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inmunoldgica grave que provoca infecciones bacterianas recurrentes, tendencia al
sangrado, disfuncion neurolégica progresiva, en particular neuropatia. Muchas células
(melanocitos, células mieloides y linfocitos) presentan granulos gigantes positivos para
peroxidasa. La mayoria de los pacientes mueren en la infancia como resultado de una
infeccién bacteriana o de una fase acelerada caracterizada por infiltracion difusa de
organos, ganglios linfaticos y médula 6sea por linfocitos e histiocitos. La fase acelerada
rara vez es la primera manifestacion de la enfermedad (Kaplan et al., 2008; Shiflett et
al., 2002).

1.5.1.3. Sindromes de Prader-Willi y de Angelman

Los Sindromes de Prader-Willi y Angelman son sindromes poco comunes, con
un amplio espectro sintomatolégico. En el caso del sindrome de Prader Willi, algunas
de las caracteristicas son la sensacién constante de hambre o la disminucion del tono
muscular, mientras que en el sindrome de Angelman suele verse caracterizado por
deficiencia mental, actividad excitable y una personalidad feliz. 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).

1.5.1.4. Sindrome de Griscelli

El sindrome de Griscelli es una enfermedad rara que se hereda de forma
autosémica recesiva y se caracteriza por hipopigmentacion de la piel, cabello gris
plateado, anomalias neurolégicas, infecciones recurrentes secundarias e
inmunodeficiencia. La hipopigmentacién 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).
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Figura 80. Nifia con sindrome de Griscelli (Calonje et al., 2012).

1.5.1.5. Sindrome de Waardenburg

El sindrome de Waardenburg es a menudo, aunque no siempre, autosémico
dominante caracterizado por un mechén blanco y areas de hipopigmentacion cutanea,
sordera neurosensorial congénita, heterocromia parcial o total del iris, cejas confluentes,
raiz nasal ancha y distopia del canto, aumento de la distancia entre los angulos internos
de los parpados (Pingault et al., 2010). Los parches de hipopigmentacion se observan
en el 20 % de los pacientes, estan presentes al nacer, afectan a la cara, cuello, parte
anterior del térax, abdomen y extremidades, y tienden a permanecer estacionarios
durante toda la vida (Badner & Chakravarti, 1990). La incidencia de las manifestaciones
clinicas varia en los distintos pacientes y, en base a ello, se han descrito cuatro variantes

del sindrome.

1.5.1.6. Piebaldismo

El piebaldismo se caracteriza por la ausencia congénita de melanocitos en las
zonas afectadas de la piel y el cabello, debido a mutaciones del protooncogén kit, que
afecta a la diferenciacién y migracion de los melanoblastos. Se hereda como un rasgo
autosOmico dominante y se manifiesta como un mechén blanco y parches de

despigmentacién (Thomas et al., 2004).
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1.5.2. Trastornos hiperpigmentarios

A continuacién, se abordaran algunos de los trastornos derivados de un exceso

en la produccién de melanina.

1.5.2.1. Melasma

El melasma es una hipermelanosis adquirida comun, por lo general simétrica,
caracterizada por maculas confluentes o moteadas irregulares de color marrén claro a
marron oscuro que afectan la piel expuesta al sol; hay una marcada predileccién por la
cara. Las mujeres (sobre todo hispanas e indias) se ven afectadas mas comunmente
que los hombres. Existen diversos patrones de afectacion, los mas comunes son
centrofacial y malar, pero también se puede observar afectacibn mandibular (Grimes,
1995). La presentacién en otros sitios, como las extremidades superiores, es poco
comun y se describe con mayor frecuencia en pacientes mayores, particularmente
mujeres posmenopausicas en terapia de reemplazo de estrégenos (Jelinek, 1970;
Johnston et al., 1998). Se asocia con los anticonceptivos orales y el embarazo y se
desencadena y empeora con la exposicion solar. También se ha documentado una

asociacion con cosméticos, farmacos fototoxicos, isotretinoina y anticonvulsivos.

a7

Figura 81. Mujer afectada por melasma (Calonje et al., 2012).

1.5.2.2. Nevus de Ota

Los llamados nevus de Ota son nevus melanociticos benignos que cominmente
afectan a niflos y adolescentes asiaticos. Se piensa que estas lesiones surgen del
desarrollo aberrante y la migracion de los melanocitos desde la cresta neural a la
epidermis. El examen histolégico revela melanocitos dendriticos dispersos, con
ausencia de melanofagos, entre los haces de fibras de colageno dentro de la dermis

papilar y reticular. Las discrepancias de color entre las diferentes lesiones de nevus de
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Ota se explican por las diferencias en la profundidad y densidad de los melanocitos
dérmicos (Shah et al., 2016).

Figura 82. Diferentes afectaciones por nevus de Ota (Shah et al., 2016).

1.5.2.3. Enfermedad de Addison

La enfermedad de Addison es un trastorno endocrino raro. En los paises
desarrollados generalmente se relaciona con un trastorno autoinmune, pero en los
paises en desarrollo se asocia ampliamente con la tuberculosis. La enfermedad de
Addison se observa clasicamente con hiperpigmentacion debido a la induccién de la
melanogénesis por ACTH (hormona adrenocorticotropa). La pigmentacion intraoral
sobre la encia, el borde bermellén del labio, la mucosa bucal, la lengua del paladar, es
evidente y se percibe como el primer signo (Sarkar et al., 2012).

Figura 83. Hiperpigmentacién en el paladar (Sarkar et al., 2012).
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1.5.2.4. Sindrome de McCune-Albright

El sindrome de McCune-Albright (también conocido como displasia fibrosa
poliostética) es una enfermedad rara cuyas caracteristicas principales son maculas café
con leche, displasia fibrosa poliostética y precocidad sexual (principalmente en mujeres)
(Albers et al., 2002). La enfermedad se puede diagnosticar en presencia de dos de las
tres caracteristicas principales. Manifestaciones raras incluyen hipertiroidismo,
enfermedad hepdética, hipersecrecion de hormona de crecimiento, anemia,
hiperprolactinemia y enfermedad de Cushing. Afecta principalmente a mujeres. Se
pueden observar osteomas y calcificaciones en la piel y tejidos blandos (Eyre & Reed,
1971). Las manchas cutaneas café con leche son asimétricas y se desarrollan durante
los dos primeros afios de vida o, con menor frecuencia, se presentan al nacer. Afecta
principalmente al tronco y la parte proximal de las extremidades inferiores y, con menos

frecuencia, a la cara y el cuello.

Figura 84. Persona afectada con Sindrome de McCune-Albright (Calonje et al.,
2012).

1.5.2.5. Melanoma

En las ultimas décadas, el notable aumento de la incidencia de esta neoplasia
maligna ha hecho que esta enfermedad sea mas prominente, vinculada a cierto aumento
de la morbilidad y la mortalidad, aunque ahora parece estar disminuyendo un poco
(Jemal et al., 2010). En la actualidad representa aproximadamente del 4 al 5% de todas
las nuevas neoplasias malignas en mujeres y hombres, respectivamente (de Vries et al.,
2003). La tasa promedio de aumento de la incidencia es del orden de 4 al 6% por afio. El
melanoma pediatrico representa del 1 al 3% de todas las neoplasias malignas infantiles
(Linabery & Ross, 2008).
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El melanoma es particularmente comidn en aquellas personas que son mas
susceptibles a los efectos de la sobreexposicion a la luz solar ( personas pelirrojas, ojos
azules y tez clara que se broncean mal y tienden a desarrollar quemaduras solares y
aparicion excesiva de pecas; es decir, tipos de piel | y II). Cabe sefialar que la incidencia
de melanoma de extension superficial estd més relacionada con la sobreexposicion
esporadica a la luz solar, en particular episodios aislados de quemaduras solares graves
en la infancia, que con la exposicion crénica de por vida como ocurre con el melanoma
lentigo maligno (Chang et al., 2009).

Figura 85. Definicion de grados de elastosis solar. El grado 1 se distingue por la
presencia de fibras elasticas simples, el grado 2 por manojos de fibras y el grado
3 por material basoéfilo que ha perdido su textura fibrilar (Elder et al., 2018).
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El melanoma familiar representa aproximadamente el 10 % de los pacientes
afectados (Nelson & Tsao, 2009). Los genes que se han implicado incluyen CDKN2A
(inhibidor 2A de quinasa dependiente de ciclina) (9p21) la mayoria, y muy
ocasionalmente CDK4 (quinasa dependiente de ciclina 4) (12914). El primero codifica
pl16, que normalmente funciona para inhibir la actividad de CDK4 (Pollock et al., 1998;
Zuo et al., 1996). Aproximadamente el 20-30 % de los pacientes con melanoma familiar
tienen mutaciones de la linea germinal en CDKN2A (J. Lin et al., 2008). Los pacientes
con melanoma familiar suelen ser mas jovenes que los que desarrollan melanoma

esporadico y los tumores suelen ser multiples.

1.5.2.5.1. Clasificacion clinicopatolégica

La clasificacion fue propuesta por Clark (Clark et al., 1969). Los melanomas
evolucionan a través de etapas de progresion tumoral. Lesiones similares a parches y
placas que se diseminan en la epidermis y la dermis superficial estan en la fase de
crecimiento radial (RGP). Existe un buen prondstico hasta que se produce una invasion
mas profunda/gruesa de la dermis con la formacion de una masa tumoral, denominada
fase de crecimiento vertical (VGP). Inicialmente se reconocieron tres categorias
principales de melanoma en funcién de la presencia o ausencia del RGP y sus variantes:
el melanoma nodular se define como un melanoma VGP sin un RGP identificable (Clark
et al., 1969); las variantes RGP identificables son el melanoma de extension superficial

(también llamado melanoma pagetoide) y el melanoma lentigo maligno.

De las dos vias principales, que explican la mayoria de los melanomas en
poblaciones con piel susceptible al dafio solar, una (que da lugar al melanoma de
extension superficial y un subconjunto de melanoma nodular) esta asociada con un
grado bajo de dafio solar acumulativo (CSD); la otra via (que daria lugar al melanoma
lentigo maligno y otro subconjunto de melanoma nodular) estd asociada con un alto
grado de CSD. Otros melanomas (p. €j., melanoma en la piel o la mucosa acral) surgen

a través de vias en las que el dafio solar no es representativo.

El oncogén BRAF (protoncogen b-raf) estd comunmente mutado en el
melanoma. Las mutaciones BRAF V600 (en particular las mutaciones V600E) son las
alteraciones oncogénicas mas frecuentemente encontradas en melanomas de piel con
bajo grado de dafio solar acumulativo (melanomas low-CSD), mientras que NF1
(Neurofibromina 1), NRAS (neuroblastoma RAS viral oncogen homologo), otros BRAF
distintos al anteriormente citado predominan en melanomas con un alto grado de dafio
solar acumulativo (high-CSD melanomas). ElI promotor TERT (telomerasa transcriptasa

inversa) esta mutado en una etapa temprana (Shain, Garrido, et al., 2015). Los genes
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supresores de tumores como CDKN2A (que codifica p16) también estan implicados en
la patogénesis del melanoma (Shain, Garrido, et al., 2015).

1.5.2.5.2. Clasificacion de vias multidimensionales

Epidemiol6gicamente estos melanomas estan asociados con la exposicion solar
en individuos susceptibles. Clinica e histolégicamente se asocian con diversos grados
de CSD.

Melanoma con bajo contenido de CSD (incluido el melanoma de extension
superficial y el melanoma nodular con bajo contenido de CSD). También conocido
como melanoma pagetoide, esta clase de lesiones RGP se asocia con la exposicion
solar intermitente en un grupo de edad relativamente joven, con un grado bajo a
moderado de CSD en la piel afectada. El uso de camas de bronceado también es un
factor de riesgo importante y se ha asociado con la aparicion de multiples melanomas
de extension superficial a una edad temprana (Cust et al.,, 2011). Predominan las
mutaciones BRAF V600 (Maldonado et al., 2003; Viros et al., 2008). Un subconjunto de

melanomas nodulares también pertenece a esta categoria.

P
I

Figura 86. Melanoma de extensidn superficial. Presencia de un gran nodulo de

melanoma invasivo con un componente macular circundante (Calonje et al., 2012).
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Figura 87. Melanoma de extension superficial, fase de crecimiento radial. Hay
melanocitos atipicos con dispersion pagetoide en la epidermis, asi como grupos
de células en la dermis que se asemejan a los de la epidermis y carecen de

evidencia de proliferacion tumorigénica o actividad mitética (Elder et al., 2018).

Figura 88. Melanoma de extension superficial, fase de crecimiento radial u
'horizontal' (RGP, izquierda) y fase de crecimiento vertical (VGP, derecha). La VGP
estd compuesta por células uniformemente atipicas que llenan y expanden la
dermis papilar e infiltran la dermis reticular, constituyendo una masa o lesion
'‘tumorigénica’. A diferencia de las células de un nevus, estas células no maduran

y no se dispersan en la dermis reticular (Elder et al., 2018).
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Melanoma con alto contenido de CSD (incluido el melanoma lentigo maligno y el
melanoma nodular con alto contenido de CSD). Las asociaciones incluyen
exposicion solar crénica en un grupo de mayor edad, pecas/lentigos y piel tipo I/ll de
Fitzpatrick como factores de riesgo y mutaciones predominantes de NF1, NRAS y quizas
KIT (receptor tyrosine kinase) (Maldonado et al., 2003; Viros et al., 2008).

Figura 89. Melanoma nodular: este nddulo en forma de clpula muy pigmentado

no tiene un componente macular adyacente (Calonje et al., 2012).

Melanoma desmopléasico. Este tumor es una variante de VGP que puede surgir en un
RGP de tipo lentigo maligno (asociado con CSD). También puede surgir de novo. En las
lesiones asociadas a CSD, hay una alta carga de mutacién, con una presencia de
radiacion ultravioleta muy alta (Shain, Garrido, et al.,, 2015). Las mutaciones
inactivadoras de NF1 son comunes (Wiesnher et al., 2015).

Estos melanomas pueden ocurrir en la piel con o sin CSD. No tienen una relacién
importante con la exposicion al sol, lo que parece tener una relevancia relativamente

baja (o nula) en su patogenia.

Tumor maligno de Spitz (melanoma de Spitz). Histolégicamente, las lesiones estan
compuestas por melanocitos fusiformes grandes y/o epitelioides. Se produce en
poblacion mas joven que la mayoria de los otros melanomas, y por lo general la
asociacion con CSD esté generalmente ausente o minima. Las alteraciones genéticas

incluyen mutaciones en HRAS (Harvey rat sarcoma virus), asi como mutaciones del
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promotor TERT en variantes raras altamente agresivas o letales del melanoma de Spitz
(S. Lee et al., 2015).

Melanoma acral. No existe una relacion etioldgica aparente con la exposicion al sol, la
asociacion con CSD esta tipicamente ausente. Los melanomas acrales se caracterizan
histologicamente en la RGP, generalmente por proliferacion lentiginosa, mientras que la
VGP puede estar compuesta por células fusiformes y puede ser desmoplasica.
Gendmicamente, estas lesiones tienen wuna carga de mutacién puntual
comparativamente baja y un alto grado de variacién del nimero de copias, a menudo
con multiples amplificaciones de genes como CCND1 (gen codificante de la ciclina D1),
KIT y TERT, y mutaciones de BRAF, NRAS y KIT , entre otros oncogenes (Curtin et al.,
2005; Furney et al., 2014).

Figura 90. Melanoma lentiginoso acral: esta variante surge en la piel no dafada
por el sol de las palmas de las manos, las plantas de los pies y debajo de las ufias
(Calonje et al., 2012).

Melanoma de mucosas. Estos tumores no tienen relacion etiolégica con la exposicion
solar, la asociacién con CSD esta tipicamente ausente. El VGP puede ser fusiforme y
puede ser desmoplasico. La carga de mutacién somética es considerablemente menor
gue en el melanoma que surge en la piel expuesta al sol, con variaciones estructurales
y de numero de copias mas numerosas. Las mutaciones de KIT y NRAS se han descrito
en una proporciodn sustancial de tumores y las mutaciones de BRAF son relativamente
poco frecuentes (Furney et al., 2014).

Melanoma que surge en nevus congenito. Los factores de riesgo de los nevus

congénitos se desconocen en gran medida, pero no existe una relacion etiolégica
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aparente con la exposicion al sol con asociacion CSD tipicamente ausente. La mutacién
NRAS es el evento somatico predominante en los nevus congénitos gigantes (Charbel
et al., 2014). La activacion de la hipermetilacion del promotor de TERT y las mutaciones
del promotor también son comunes (Fan et al., 2016).

Melanoma que surge en nevus azul. Los factores de riesgo para los nevus azules y
los melanomas que surgen en ellos son en gran parte desconocidos, pero no existe una
relacién etiolégica aparente con la exposicidn al sol. CSD normalmente esta ausente; si
esta presente, puede considerarse un hallazgo incidental. Los nevus azules y los nevus
azules celulares son simuladores y precursores potenciales. Sus alteraciones genéticas
se superponen ampliamente con las observadas en el melanoma uveal (Van
Raamsdonk et al., 2010). Las mutaciones iniciadoras en la via de sefializacion de Gaq,
que afectan principalmente a los genes GNAQ (Guanine nucleotide-binding protein G(q)
subunit alpha) y GNA11l (Guanine nucleotide-binding protein subunit alpha-11), son
comunes tanto a los nevus azules como a los melanomas asociados. Las aberraciones
del nimero de copias en las variantes agresivas incluyen la monosomia 3 (que se asocia
con la pérdida de BAP1 (gen que codifica BRCA1 associated protein-1) y ganancias del
cromosoma 8q (Shain, Yeh, et al., 2015).

Melanoma uveal. No existe una relacién identificada con la exposicién al sol, como lo
demuestra una carga de mutacion baja sin un signo claro de radiacibn UV. Las
mutaciones en la via Gaq que afectan a GNAQ, GNA1l, PLCB4 (fosfoinositido
fosfolipasa C beta 4) y CYSLTR2 (cysteinyl leukotriene receptor 2) predominan y son
mutuamente excluyentes (A. R. Moore et al., 2016; Van Raamsdonk et al., 2010). Las
mutaciones BAP1, SF3B1 (splicing factor 3B subunit 1) y EIF1AX (eukaryotic translation
initiation factor 1A, X-chromosomal) ocurren durante la progresion del tumor de una
manera casi mutuamente excluyente y estan asociadas con diferentes niveles de riesgo

metastasico (Harbour et al., 2010).

1.5.2.5.3. Melanoma pediatrico

El conocimiento sobre los melanomas pediatricos es importante, en particular
debido a la propensioén tanto al subdiagnostico como al sobrediagnostico de melanoma
en este grupo de edad (Barnhill et al., 1995; Spatz et al., 1996). El subdiagnédstico puede
ocurrir debido a la rareza de los melanomas pediatricos, particularmente en nifios
prepuberales. El sobrediagnéstico puede ocurrir debido a la confusién con simuladores
de melanoma en este grupo de edad. Debido a diferencias significativas con respecto a
la prevalencia, la etiologia y los subtipos histomorfolégicos, la edad del paciente puede

usarse para clasificar los melanomas pediatricos en dos subtipos: los melanomas
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pediatricos prepuberales (congénitos e infantiles) ocurren en pacientes de < 10 a 12
afos y los melanomas pediatricos pospuberales (adolescentes) ocurren en pacientes
de entre 10 y 12 afios y 19 afios. Los melanomas pediatricos prepuberales difieren de
los melanomas de adultos en varios aspectos importantes, incluida la mayor frecuencia
de melanomas que se originan en nevus congénitos y neoplasias spitzoides, la mayor
frecuencia de mutaciones NRAS y el papel limitado de la radiacion UV y las mutaciones

BRAF en estos melanomas (Bahrami & Barnhill, 2018).

1.5.2.5.4. Clasificacion prondstica

Los principales determinantes del prondstico del melanoma son definidos en el
modelo de estadificacion del Comité Conjunto Estadounidense sobre el Cancer
(AJCC)/Unibn para el Control Internacional del Cancer (UICC) (Balch et al., 2009), e
incluyen el grosor del tumor, la ulceracion, los satélites microscopicos y la tasa mitotica.
Otros atributos que pueden usarse en la toma de decisiones en circunstancias
especificas incluyen linfocitos infiltrantes de tumores, invasion linfovascular, invasién
perineural, regresion y (en menor medida) nivel de invasion y localizacion lesional de
Clark. Los estadios TNM | y Il se corresponde con melanomas primarios localizados; la
metastasis regional define el estadio Il y la metastasis no regional define el estadio IV.
El estadio O consiste en melanomas “in situ”, que generalmente no tienen capacidad
para metastatizar. La supervivencia global para los tumores en estadio | (grosor < 1
mm), que son los mas prevalentes, es excelente, con una tasa de supervivencia a 10
afos de alrededor del 95 %. Dentro del estadio |, se puede identificar un subconjunto de
casos (que representan el 40 %) con una tasa de supervivencia asociada de 100 %.
Estas lesiones se caracterizan por un espesor tumoral bajo (< 0,8 mm) y ausencia de

mitosis, ulceracién y regresion (Gimotty et al., 2007).
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL

El objetivo principal de esta Tesis es profundizar en la catalisis de tirosinasa en

su actividad monofenolasa. Al mismo tiempo, se discute una metodologia para el estudio

de inhibidores sobre la actividad difenolasa de la enzima.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

V1.

VII.

VIII.

XI.

Discutir la clasificacion de los principales despigmentantes descritos en la
bibliografia.

Analizar los métodos espectrofotométricas que utilizan como nucledfilo acoplado
MBTH (3-Metil-2-benzotiazolona hidrazona) para medir la formacién de producto
en la actividad monofenolasa, respecto a los métodos espectrofluorimétricos que
miden la desaparicién de L-tirosina en presencia de borato.

Considerar todos los escenarios cinéticos posibles en la medida de la actividad
monofenolasa.

Discutir el periodo de retardo en la actividad monofenolasa y su repercusion en
la medida de la actividad de tirosinasa.

Optimizar el ensayo de la actividad monofenolasa y asi poder aplicarlo al estudio
cinético de inhibidores.

Profundizar en el estudio de la actividad monofenolasa, para ello se han elegido
cuatro tipos de sustratos (A, tipo L-tirosina; B, tipo hidroquinona; C, tipo 4-terc-
butilfenol y D, tipo desoxiarbutina).

Estudiar los sustratos tipo A que cumplen la cinética del mecanismo de la
actividad monofenolasa.

Considerar las desviaciones cinéticas de los sustratos tipos: B, C y D. Interpretar
los resultados obtenidos con arreglo a la acumulaciéon o no de o-difenol en el
medio de reaccion.

Resaltar las caracteristicas cinéticas mas relevantes en la actividad
monofenolasa de tirosinasa.

Analizar el docking de estos compuestos (monofenoles) a las formas
metatirosinasa y oxitirosinasa.

Desarrollar una expresion analitica para el grado de inhibicién en la actividad

difenolasa de tirosinasa que posibilite la determinacién de ICsp.
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Xll.  Demostrar la utilidad del parametro ICso: @) Para la clasificacion de inhibidores
por su fuerza; b) Chequear un inhibidor ya estudiado por los métodos clasicos y
c) Analizar los datos de ip vs n con n = [D],/KD, para determinar el tipo y la
fuerza de un inhibidor.

XIll.  Confirmar que los estudios de docking ayudan a discernir si una molécula puede
ser sustrato de la enzima.

XIV.  Estudiar moleculas que son sustratos de la enzima y discutir si el docking
confirma este comportamiento. Aplicacion al 4-bromofenol y 4-(4-hidroxifenil)-2-

butanona.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. FUENTE DE ENZIMA

Se adquiri6 tirosinasa de hongo (3130 U/mg) de Sigma (Espafia) y se purificd
como se describid anteriormente (Rodriguez-Lopez, Fenoll, et al., 2000). El contenido
de proteinas se determin6 mediante el método de Bradford (Bradford, 1976). La
tirosinasa de hongo comercial se purific6 mediante el procedimiento de Duckworth y
Coleman, pero con dos pasos cromatograficos adicionales (Duckworth & Coleman,
1970). La solucién enzimatica se pasoO a través de una columna (2,0 x 30 cm) de
Sephadex G-100 (Pharmacia) equilibrada con fosfato sédico 0,01 M; pH 7,0. Las
muestras que presentaban actividad de tirosinasa, se purificaron adicionalmente
mediante cromatografia de intercambio de aniones FPLC, en una columna Mono-Q HR
5/5 (Pharmacia) equilibrada con tampén de fosfato de sodio 0,01 M (pH 7,0) y eluida
con cloruro de sodio (gradiente de 0-0,5 M). La enzima purificada se desalinizé con

Sephadex G-25 (Pharmacia) en agua ultrapura y se almacend en nitrégeno liquido.

3.2. REACTIVOS

El &cido benzoico, el &cido cinamico y la L-dopa se adquirieron de Sigma. Se
prepararon soluciones madre de sustratos en acido fosférico 0,15 mM para evitar la

autooxidacion.

3.3.ENSAYOS ESPECTROFOTOMETRICOS

La absorbancia se registr6 en un espectrofotometro PerkinElmer Lambda 35 de
ultravioleta visible, interconectado en linea con un microordenador PC 486DX
compatible, controlado por el software UV-winlab. La temperatura se mantuvo a 25°C.
La actividad sobre L-dopa se midi6é a 475 nm (F. Garcia-Molina et al., 2007), la longitud

de onda de méaxima absorbancia del dopacromo formado.

3.4. ENSAYOS DE SIMULACION

La velocidad inicial (V>°¢

) de la actividad difenolasa, en ausencia y presencia
de diferentes concentraciones de inhibidor, se calcularon a partir de las curvas de
progreso simuladas, obtenidas por integracion numérica del conjunto no lineal de
ecuaciones diferenciales correspondientes a estos mecanismos. Los sistemas de

ecuaciones diferenciales se resolvieron numéricamente para conjuntos particulares de
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valores de las constantes de velocidad y de las concentraciones iniciales de las especies
involucradas en los mecanismos de reaccion (Frieden, 1994).

La simulacion reveld el comportamiento cinético de las concentraciones del
ligando y las especies enziméaticas involucrados en los mecanismos de reaccion aqui
propuestos para tirosinasa. La integracion numérica se basa en el algoritmo de Runge-
Kutta-Fehlberg (Gerald, 1978), implementado en un programa informético compatible
con PC (WES) (Garcia-Sevilla et al., 2000).

3.5. ANALISIS DE DATOS CINETICOS

La velocidad inicial, en ausencia de inhibidor

vpe , se

; D,DC
y en su presencia V,;

calcularon por regresion lineal de los registros espectrofotométricos de la variacion de
absorbancia a 475 nm frente al tiempo. A partir de estos valores se determina el grado

de inhibicion:
ip% = (Vo ¢ — VoiP¢ /vyP“)x100

El analisis por regresion no lineal (Systat Software, 2006) de los valores de ip% respecto
de la [I],, obtenidos a la misma concentracion de sustrato, permite obtener el parametro
ICs0. Para cada tipo de inhibicion existe una relacion entre ICso y la constante
(competitiva, no competitiva y acompetitiva) o las constantes (mezcla) de inhibicion.
Cuando se varia la concentracién de sustrato, manteniendo fija la concentraciéon de
inhibidor, el analisis por regresion no lineal a la ecuacidn correspondiente proporciona
los valores de K{”: inhibicién competitiva; K{’*: inhibicion acompetitiva, y ambas

constantes en la inhibicion mixta.

Se utilizé el programa informatico REFERASS para obtener las ecuaciones de
velocidad de estos mecanismos, en presencia de inhibidor o de un sustrato alternativo
(Varon et al., 1997).

3.6. ENSAYOS DE RMN

Los espectros de RMN-13C se obtuvieron gracias a un aparato Bruker Avance
de 300 MHz. Los valores de desplazamiento quimico (6) fueron medidos usando DMSO
como disolvente a 298 K y tomando como referencia los obtenidos para el
tetrametilsilano (6 = 0), usando las sefiales del carbono del disolvente deuterado, para
L-tirosina (Espin et al., 2000), bromofenol y la cetona de frambuesa (V. C.-H. Lin et al.,
2011). 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.
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3.7. ESTUDIOS DE DOCKING

Se realizaron célculos de acoplamiento molecular (molecular docking) para
comprobar y comprender como diferentes ligandos se unen al centro activo de
tirosinasa, tanto en la forma met como en la forma oxi. Las estructuras quimicas de los
ligandos se obtuvieron de la base de datos de PubChem (S. Kim et al., 2016) o bien se
construyeron con PyMOL 2.3.0 (Schrodinger, n.d.). Los archivos PDBQT de los ligandos
se obtuvieron con el algoritmo prepare_ligand4.py del paquete de AutoDock, para
combinar atomos de H no polares, establecer los tipos de atomos y definir los enlaces

rigidos y los enlaces que pueden girar libremente durante el acoplamiento.

Las coordenadas de la estructura cristalina de tirosinasa de Agaricus bisporus
en forma desoxi se obtuvieron de la base de datos de Protein Databank, entrada 2Y9W,
resolucion 2.3 Ay valor R 0.181 (Ismaya, Rozeboom, Weijn, et al., 2011). Se seleccion6
la cadena A, se incluyeron todos los atomos de hidrégeno y se eliminaron las moléculas
de agua, asi como los 4&tomos de holmio y polietilenglicol utilizados en la cristalizacion.
Las formas met y oxi se construyeron mediante ligeras modificaciones del sitio de unién
de cobre binuclear para alojar un grupo hidroxilo (-OH), en la forma met, o un grupo

peréxido (Oy), en la forma oxi.

Para los célculos de acoplamiento molecular se utilizé el paquete de software
AutoDock version 4.2 (Morris et al., 2009). AutoDock ofrece cuatro algoritmos de
busqueda diferentes para el acoplamiento ligando-macromolécula: Genetic Algorithm
(GA), Monte Carlo Simulated Annealing (SA), Local Search (LS) y Lamarkian Genetic
Algorithm (LGA), este ultimo es una combinacién de los algoritmos anteriores GAy LS.
En general, el algoritmo LGA ofrece mejores resultados para encontrar la energia mas
baja del sistema que los algoritmos SA, GA y LGA. Por lo tanto, se eligio el algoritmo de
busqueda LGA para explorar la zona de unién, para buscar las mejores conformaciones.

AutoDock usa una ecuacién expandida para modelar la energia libre de la
interaccion ligando-proteina (AGyinding), incluyendo términos entrépicos a las ecuaciones

de mecanica molecular (Morris et al., 1998):

AGbinding = AGudw + AGH-bond + AGetec + AGeont + AGior + AGsol

Donde los primeros cuatro términos son los términos de la mecanica molecular para las

interacciones de van der Walls (AGvaw), formacion de enlaces de hidrégeno (AGh-vond),
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interacciones  electrostaticas  (AGeec) Yy  desviaciones  conformacionales,
respectivamente. El término de energia de torsion (AGwr) modela la restriccion de las
rotaciones internas, la rotacién, traslacién global y la energia de solvatacion (AGso)
modela la desolvatacion tras la unién del ligando a la proteina, asi como el efecto
hidrofébico (Morris et al., 1998).

El nimero de célculos de acoplamiento independientes se establecié en 100, el
tamafio de la poblacién en 200, y el nUmero maximo de evaluaciones de energia en
25000000. Los archivos de los parametros referidos a la cuadricula de la zona de
busqueda y de los mapas de afinidad especificos de los &tomos implicados se
obtuvieron con la ayuda del software AutoGrid 4.2, incluido en el paquete de Autodock
(Huey et al., 2007).

La zona de busqueda estaba centrada alrededor de los atomos de cobre, con un
tamafio de 45x45x45 puntos de la cuadricula (x, y, z), con un espaciamiento entre los
puntos de la cuadricula de 0.375 A. Las cargas parciales de los ligandos y la proteina
se calcularon utilizando el método de Gasteiger, incluido en el paquete AutoDock 4.2.
Para los parametros de los atomos de cobre se seleccioné un radio de van der Waals
de 3.5 A y una energia del pozo de potencial de 0.005 kcal/mol. El resto de los
parametros de AutoDock fueron los valores predeterminados en el software. Tras el
calculo de acoplamiento, el nimero de estructuras resultantes a evaluar se redujo
mediante un analisis de clister y se ordenaron por valores de energia libre de unién
creciente. Las interacciones ligando-proteina se analizaron utilizando el software PLIP
(Adasme et al., 2021).

Para la inspeccion de los resultados y la preparacion de las figuras de

acoplamiento se utiliz6 PyMOL 2.3.0 (Schrodinger, n.d.).
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4. JUSTIFICACION Y ESTRUCTURA DE LA
TESIS DOCTORAL

La presente Tesis Doctoral esta constituida por el compendio de cinco
publicaciones que representan una unidad cientifica y que abordan los objetivos
planteados. A continuacion, se expone la justificacion y estructura de la Tesis Doctoral

y se indica qué objetivos especificos son tratados en cada una de las publicaciones:

4.1. PUBLICACION 1: SELECTION OF MOST
POWERFUL DEPIGMENTING AGENTS:
CONSIDERATIONS ABOUT THEIR POSSIBLE
USE.

Se discutié una clasificacion de los despigmentantes mas potentes desarrollados
en la actualidad. Teniendo en cuenta los trabajos publicados por nuestro grupo de
investigacion, se pudo proponer que de esta lista deberian sacarse la a-arbutina, B-
arbutina y 4-n-butilresorcinol, puesto que estos compuestos se habia demostrado
previamente que eran sustratos de la enzima en presencia de peréxido de hidrogeno o
de L-dopa en cantidades cataliticas. Esto es importante porque tirosinasa en su accién
sobre estos compuestos origina o-quinonas muy reactivas que pueden cambiar el
balance redox del melanocito. Ademas, se aport6 la explicacion al efecto del acido

ascorbico sobre tirosinasa y las o-quinonas generadas por la enzima.
Objetivos especificos llevados a cabo en el presente trabajo:

e Objetivo especifico I. Discutir la clasificacion de los principales

despigmentantes descritos en la bibliografia.
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4.2. PUBLICACION 2: CONSIDERATIONS ABOUT
THE CONTINUOUS ASSAY METHODS,
SPECTROPHOTOMETRIC AND
SPECTROFLUOROMETRIC, OF THE
MONOPHENOLASE ACTIVITY OF TYROSINASE.

Se abordd la medida de la actividad monofenolasa de tirosinasa y su
comparacion con distintos métodos espectrofotométricos. Nuestro grupo habia
propuesto métodos de medida basados en el seguimiento espectrofotométrico de la
absorbancia del producto de esta ruta metabdlica, dopacromo, o bien la medida
mediante la formacién de aductos entre el MBTH y las o-quinonas generadas por la
enzima. Recientemente, se publicaron métodos espectrofluorimétricos basados en la
medida de la fluorescencia de L-tirosina. Estos métodos proponen medir la desaparicion
de sustrato en lugar de la aparicién de producto, y aunque la fluorescencia es mas
sensible que las medidas de absorbancia, los métodos que miden la desaparicion de
sustrato tienen el problema de la saturacién del fototubo al elevar la concentracién. Se
demostré mediante simulacién por ordenador que la velocidad de formacién de producto
(dopacromo) es igual a la velocidad de desaparicion de L-tirosina. Ademas, se
consideraron varias situaciones relacionadas con la acumulacion de o-difenol en el
medio. En este trabajo se demostré que los métodos de medida de absorbancia pueden
ser practicamente igual de sensibles que los métodos que proponen la medida de la
disminucion de fluorescencia de L-tirosina. La equiparacion entre ambos métodos se

consigue variando el sustrato de la enzima, por ejemplo: utilizando 4-hidroxianisol.
Objetivos especificos llevados a cabo en el presente trabajo:

e Objetivo especifico Il. Analizar los métodos espectrofotométricos que utilizan
como nucledfilo acoplado MBTH (3-Metil-2-benzotiazolona hidrazona) para
medir la formacién de producto en la actividad monofenolasa, respecto a los
métodos espectrofluorimétricos que miden la desaparicién de L-tirosina en
presencia de borato.

e Obijetivo especifico Ill. Considerar todos los escenarios cinéticos posibles en
la medida de la actividad monofenolasa.

o Objetivo especifico IV. Discutir el periodo de retardo en la actividad

monofenolasa y su repercusion en la medida de la actividad de tirosinasa.
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e Objetivo especifico V. Optimizar el ensayo de la actividad monofenolasa y
asi poder aplicarlo al estudio cinético de inhibidores.
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4.3. PUBLICACION 3: CONSIDERATIONS ABOUT
THE KINETIC MECHANISM OF TYROSINASE IN
ITS ACTION ON MONOPHENOLS: A REVIEW.

En este trabajo se realizé una recopilacion bibliografica sobre el mecanismo
cinético de tirosinasa en su actuacion sobre distintos tipos de monofenoles. El aspecto
principal de esta revision se centr6 en la acumulacién de o-difenol en el medio de
reaccion. Se clasificaron los monofenoles en cuatro grupos: El primer grupo esta
representado por L-tirosina y sus compuestos relacionados, en estos casos el sistema
llega al estado estacionario acumulando una cantidad de o-difenol proporcional a la
concentracion de monofenol utilizado, el sistema llega al estado estacionario y la
velocidad de acumulacién de producto (dopacromo o el aducto oxidado del MBTH con
la 0-quinona) es igual a la velocidad de consumo de L-tirosina; el segundo grupo de
monofenoles esta representado por la hidroquinona y sus compuestos relacionados, en
este caso no se acumula o-difenol en el medio porque es oxidado por el oxigeno de la
disolucién, estas moléculas se comportan como sustratos de tirosinasa en presencia de
peréxido de hidrégeno o de o-difenol en cantidades cataliticas; el representante mas
caracteristico del tercer grupo es el tert-butilfenol y sus compuestos relacionados, en
este caso el sistema llega a un pseudo estado estacionario puesto que las o-quinonas
que se originan son muy estables y no evolucionan acumulando o-difenol en el medio;
por ultimo, el cuarto grupo esta representado por desoxiarbutina, la accién de tirosinasa
sobre este sustrato tiene un comportamiento atipico puesto que es el Unico sustrato
cuyo o-difenol no es liberado al medio y la o-quinona correspondiente es muy estable.
También se abordé el efecto del o-difenol acumulado en el medio respecto de la cinética
de actuacion de la enzima sobre el monofenol. Se discutié el papel del oxigeno y la
ausencia de inactivacion suicida cuando la enzima actla sobre monofenoles. Los
estudios de docking aplicados a los distintos tipos de monofenoles descritos en este
trabajo ponen de manifiesto la capacidad que tiene tirosinasa a través de su forma

oxitirosinasa de hidroxilar a cada uno de los monofenoles estudiados.
Objetivos especificos llevados a cabo en el presente trabajo:

e Objetivo especifico VI. Profundizar en el estudio de la actividad
monofenolasa, para ello se han elegido cuatro tipos de sustratos (A, tipo L-
tirosina; B, tipo hidroquinona; C, tipo 4-terc-butilfenol y D, tipo

desoxiarbutina).
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e Objetivo especifico VII. Estudiar los sustratos tipo A que cumplen la cinética
del mecanismo de la actividad monofenolasa.

e Objetivo especifico VIII. Considerar las desviaciones cinéticas de los
sustratos tipos: B, C y D. Interpretar los resultados obtenidos con arreglo a la
acumulacion o no de o-difenol en el medio de reaccion.

¢ Obijetivo especifico IX. Resaltar las caracteristicas cinéticas mas relevantes
en la actividad monofenolasa de tirosinasa.

e Objetivo especifico X. Analizar el docking de estos compuestos

(monofenoles) a las formas metatirosinasa y oxitirosinasa.

Pablo Garcia Molina 151



Tesis Doctoral 4. Justificaciéon y estructura

4.4. PUBLICACION 4: THE RELATIONSHIP
BETWEEN THE IC;, VALUES AND THE APPARENT
INHIBITION CONSTANT IN THE STUDY OF
INHIBITORS OF TYROSINASE DIPHENOLASE
ACTIVITY HELPS CONFIRM THE MECHANISM OF
INHIBITION.

En este trabajo se puso de manifiesto la relacion entre el parametro ICso
(concentracién de inhibidor necesaria para inhibir la velocidad de actuacion de la enzima
en un 50%, a una concentracion de sustrato fija) y las constantes de inhibicion aparentes
para el mecanismo de tirosinasa, en su actividad difenolasa. En primer lugar, se dedujo
una expresion analitica relacionando el parametro ip (grado de inhibicion) y la
concentracion de inhibidor, esta relacién permite obtener mediante regresion no lineal
el valor del pardmetro ICso. La utilidad de este pardmetro es multiple: a) permite clasificar
los inhibidores de acuerdo con el valor de ICso, @ menor valor de este parametro, mas
potente es el inhibidor; b) permite chequear los datos de un inhibidor estudiado por los
métodos clasicos, puesto que el ICso esta relacionado mediante una expresion analitica
con las constantes aparentes de inhibicién; c) a partir de los valores de ip respecto de
la concentracion de sustrato, puede determinarse el tipo y la fuerza de los inhibidores.
Asi, si el valor de ip no varia al variar la concentracion de sustrato, el inhibidor seria de
tipo no competitivo y ICso = K, . Si al aumentar la concentracion de sustrato, disminuye
el ip, este inhibidor podria ser competitivo o mezcla tipo 1. Si, por el contrario, al
aumentar la concentraciéon de sustrato, aumenta el ip, el inhibidor podria ser
acompetitivo 0 mezcla tipo 2. Mediante el analisis de datos, se puede resolver las
ambigliedades que se presentan en estos dos Ultimos casos. Ademas, se considero las
deviaciones de estas ecuaciones a partir de los datos de la bibliografia. Los estudios de
docking de distintos inhibidores a la forma meta y oxitirosinasa muestran que muchos
de estos inhibidores pueden ser sustratos alternativos de la enzima y, por lo tanto, los
datos obtenidos de los estudios experimentales pueden no cumplir las expresiones

analiticas que relacionan los valores de ICso y las constantes aparentes de inhibicion.

Objetivos especificos llevados a cabo en el presente trabajo:
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e Objetivo especifico XI. Desarrollar una expresion analitica para el grado de
inhibicion en la actividad difenolasa de tirosinasa que posibilite la
determinacion de ICso.

e Objetivo especifico Xll. Demostrar la utilidad del parametro ICso: @) Para la
clasificacion de inhibidores por su fuerza; b) Chequear un inhibidor ya
estudiado por los métodos clasicos y ¢) Analizar los datos de ip vsnhconn =

[D]o/KR, para determinar el tipo y la fuerza de un inhibidor.
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4.5. PUBLICACION 5: EVALUATION OF
INHIBITORY EFFECTS OF SOME NOVEL
PHENOLIC DERIVATIVES ON THE MUSHROOM
TYROSINASE ACTIVITY.

Se realiz6 un estudio bibliogréafico sobre los monofenoles que se indican en este
trabajo como inhibidores de la enzima y, que, podrian ser sustratos de ella. El estudio
del docking de estas moléculas a tirosinasa puso de manifiesto que el 4-bromofenol y el
4-(4-hidroxifenil)-2-butanona podrian ser sustratos de tirosinasa puesto que la distancia
del oxigeno del perdxido a la posicién orto del grupo hidroxilo era la adecuada para que
pudiese darse la reaccion de hidroxilacion. A partir de los datos de la bibliografia y
mediante el apoyo por estudios de docking, se puso de manifiesto que estos

compuestos eran sustratos de tirosinasa y no inhibidores.
Obijetivos especificos llevados a cabo en el presente trabajo:

e Objetivo especifico Xlll. Confirmar que los estudios de docking ayudan a
discernir si una molécula puede ser sustrato de la enzima.

e Obijetivo especifico XIV. Estudiar moleculas que son sustratos de la enzima
y discutir si el docking confirma este comportamiento. Aplicacién al 4-

bromofenol y 4-(4-hidroxifenil)-2-butanona.
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5. PUBLICACIONES ORIGINALES QUE
CONFORMAN LA TESIS DOCTORAL

5.1. SELECCION DE LOS AGENTES
DESPIGMENTANTES MAS POTENTES:
CONSIDERACIONES SOBRE SU POSIBLE USO

El estudio de una relacion de los despigmentantes mas potentes descritos

hasta la fecha dio lugar a la siguiente publicacién.

5.1.1. Titulo

Selection of most powerful depigmenting agents: Considerations about their posible

use.

5.1.2. Autores

Garcia-Molina, P., Mufioz-Mufoz, J.L., Rodriguez-L6pez. J.N., Garcia-Canovas. F. y

Garcia-Molina, F.

5.1.3. Referencia

Dermatologic therapy, (2021) 34 (2), e14774.

5.1.4. Resumen

Se ha discutido la publicacién de una lista de los agentes despigmentantes mas
potentes descritos en la bibliografia. A partir de esta lista de despigmentantes propuesta,
se razonod que a-arbutina, B-arbutina y 4-n-butilresorcinol debian de sacarse de este
listado, puesto que estos compuestos, se demostré en distintas publicaciones, que
pueden ser sustratos de la enzima en presencia de peroxido de hidrogeno o de un o-
difenol (L-dopa) en cantidades cataliticas. En estos casos, se originan o-quinonas muy
reactivas que pueden cambiar el status redox del melanocito. En esta publicacién se
indicé claramente la accion del acido ascorbico, explicando que puede actuar como un
sustrato suicida de la enzima y como reductor de las o-quinonas, impidiendo la

formacién de melaninas.
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5.1.5. URL

https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/dth.14774

Pablo Garcia Molina 159


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/dth.14774

Tesis Doctoral 5. Publicaciones originales

5.2. CONSIDERACIONES ACERCA DE LOS
METODOS DE MEDIDA CONTINUOS,
ESPECTROFLUORIMETRICOS Y
ESPECTROFOTOMETRICOS, DE LA ACTIVIDAD
MONOFENOLASA DE TIROSINASA

El estudio de los metédos de medida de la actividad monofenolasa de
tirosinasa dio lugar a la siguiente publicacion.

5.2.1. Titulo

Considerations about the Continuous Assay Methods, Spectrophotometric and
Spectrofluorometric, of the Monophenolase Activity of Tyrosinase

5.2.2. Autores

Garcia-Molina, P., Mufioz-Mufioz, J.L., Ortufio, J.A., Rodriguez-Lépez. J.N., Garcia-
Ruiz, P.A., Garcia-Canovas. F. y Garcia-Molina, F.

5.2.3. Referencia

Biomolecules, (2021) 11(9), 1269.

5.2.4. Resumen

Con el fin de optimizar el ensayo de tirosinasa mas Util para caracterizar la
actividad monofenolasa de la enzima, entre los ensayos espectrofluorimétricos y
espectrofotométricos continuos, se realizaron ensayos simulados mediante integracion
numeérica de las ecuaciones diferenciales que caracterizan el mecanismo de la actividad
monofenolasa. Estos ensayos mostraron que la velocidad de desaparicion de monofenol
VSI\;I’DC

(VS“;['M) esigual a la velocidad de acumulacion de dopacromo ( ) 0 a la velocidad de

acumulacién de su aducto oxidado, originado por el ataque nucleofilico a la o-quinona

por un nucledfilo como 3-metil-2-benzotiazolinona (MBTH), (ViaA~o%

), a pesar de la
existencia de reacciones acopladas. Se pone de manifiesto que los métodos
espectrofotométricos que utilizan MBTH son mas (tiles, ya que no tienen las
restricciones del método de medida de desaparicion de L-tirosina, de trabajar a pH = 8
y no tener una respuesta lineal a partir de 100 uM de L-tirosina. Es posible obtener un

LODM bajo (limite de deteccion de la actividad monofenolasa) con métodos
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espectrofotométricos. Los métodos espectrofluorimétricos tienen un LODM mas bajo que
los métodos espectrofotométricos. En el caso de acido 4-hidroxifenil-propiénico, el LODM
obtenido por nosotros fue de 0,25 U/mL. Teniendo en cuenta las sensibilidades relativas
del 4-hidroxianisol, en comparacion con el &cido 4-hidroxifenil-propiénico, se obtienen
valores de LODM como los obtenidos por los métodos fluorescentes.

5.2.5. URL

https://www.mdpi.com/1242914
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5.3. CONSIDERACIONES SOBRE EL MECANISMO
CINETICO DE LA TIROSINASA EN SU ACCION
SOBRE LOS MONOFENOLES: UNA REVISION

El estudio de la accion de tirosinasa sobre distintos tipos de monofenoles dio

lugar a la siguiente revision.

5.3.1. Titulo

Considerations about the kinetic mechanism of tyrosinase in its action on

monophenols: A review

5.3.2. Autores

Garcia-Molina, P., Garcia-Molina, F., Teruel-Puche, J.A., Rodriguez-L6pez. J.N.,
Garcia-Canovas. F. y Mufioz-Mufioz, J.L.

5.3.3. Referencia

Molecular Catalysis, (2022) 518, 112072.

5.3.4. Resumen

El mecanismo de accién de la tirosinasa sobre los monofenoles es complejo, se
superponen en el tiempo varios procesos, como la hidroxilacion de los monofenoles a
o-difenoles, la oxidacion de estos a o-quinonas y la evoluciéon de estas Ultimas a
melanina. EI mecanismo de accién de la enzima es Unico pero, dependiendo de la
naturaleza quimica del sustrato, puede mostrar diferentes excepciones. En esta revision
queremos diseccionar el mecanismo cinético de accién de la enzima sobre: a) L-tirosina,
sustrato fisiologico de la tirosinasa de mamiferos, y compuestos relacionados, cuyas o-
guinonas en su evolucion quimica acumulan o-difenol en el medio (Tipo A). b) Sustratos
gue no pueden acumular o-difenol en el medio, porque este se oxida facilmente, y
necesitan la presencia de peréxido de hidrogeno para que la enzima muestre actividad,
como son: hidroquinona y compuestos relacionados (Tipo B). c) Sustratos que liberan
o-difenol al medio y la enzima lo oxida, generando una o-quinona estable, y, por tanto,
no genera mas o-difenol en el medio, como es el caso del 4-terc-butilfenol y compuestos
relacionados (Tipo C). d) Sustratos que no liberan ni generan o-difenol en el medio,
como es el caso de la desoxiarbutina, que produce una o-quinona estable (Tipo D). Se

proponen los diferentes mecanismos que explican la actividad enzimatica, se establece
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un andlisis cinético para cada mecanismo y, mediante integracién numérica, se obtienen
resultados que se discuten y comparan con datos experimentales. Para ayudar y
respaldar los resultados y la discusion, se llevé a cabo el docking de sustratos (L-
tirosina, hidroquinona, 4-terc-butilfenol y desoxiarbutina) a las formas oxi y met de la

tirosinasa.

5.3.5. URL

https://doi.org/10.1016/{.mcat.2021.112072
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5.4.LA RELACION ENTRE LOS VALORES DE IC;,
Y LA CONSTANTE DE INHIBICION APARENTE EN
EL ESTUDIO DE LOS INHIBIDORES DE LA
ACTIVIDAD DE LA TIROSINASA DIFENOLASA
AYUDA A CONFIRMAR EL MECANISMO DE
INHIBICION

El estudio de la relacion de los valores del ICsp, en la actividad difenolasa de
tirosinasa, con respecto a las constantes de inhibicion y al tipo de inhibicion, dio lugar
a la siguiente publicacion.

5.4.1. Titulo

The Relationship between the 1Cso Values and the Apparent Inhibition Constant in the
Study of Inhibitors of Tyrosinase Diphenolase Activity Helps Confirm the Mechanism of
Inhibition

5.4.2. Autores

Garcia-Molina, P., Garcia-Molina, F., Teruel-Puche, J.A., Rodriguez-L6pez. J.N.,

Garcia-Canovas. F. y Mufioz-Mufioz, J.L.

5.4.3. Referencia

Molecules, (2022) 27(10), 3141.

5.4.4. Resumen

La tirosinasa es la enzima involucrada en la melanizacion y también es
responsable del oscurecimiento de frutas y verduras. El control de su actividad se puede
realizar mediante inhibidores, por lo que resulta interesante entender cuantitativamente
la accion de estos reguladores. En el estudio de la inhibicion de la actividad difenolasa
de la tirosinasa, es interesante conocer la fuerza y el tipo de inhibicion. La fuerza viene
indicada por el valor de la(s) constante(s) de inhibicién, y el tipo puede ser, en una
primera aproximacion: competitivo, no competitivo, acompetitivo y mezcla. En este
trabajo se propone calcular el grado de inhibicién (ip), variando la concentracién de

inhibidor a una concentracion fija de sustrato (L-dopa (D)). El ajuste mediante regresion
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no lineal de iy con respecto a la concentracion inicial de inhibidor [I], permite calcular
la concentracién de inhibidor necesaria para inhibir la actividad en un 50%, a una
determinada concentracion de sustrato (ICso), evitando asi realizar interpolaciones entre
diferentes valores de ip. La expresion analitica de la ICsp, para los diferentes tipos de
inhibicién, esta relacionada con la constante de inhibicién aparente (Kf‘pp). Por lo tanto,
este parametro puede utilizarse: (a) Para clasificar una serie de inhibidores de una
enzima por su poder. Determinando estos valores a una concentracion fija de sustrato,
cuanto menor sea la ICso més potente sera el inhibidor. (b) Comprobacién de un inhibidor
para el que se ha determinado el tipo y la constante de inhibicién (utilizando los métodos
habituales), debe confirmar el valor de ICso segun la expresion analitica correspondiente.
(c) Eltipoy la fuerza de un inhibidor pueden analizarse a partir del estudio de la variacion
en ip e ICso con la concentracion de sustrato. La dependencia de ICso de la
concentracion de sustrato nos permite distinguir entre inhibicion no competitiva (ip no
depende de [D],) y el resto de las inhibiciones, que si dependen. En el caso de la
inhibicion competitiva, esta dependencia de i, de [D], conduce a una ambigiiedad entre
la inhibicion competitiva y la inhibicion mezcla tipo 1. Esto se soluciona ajustando los
datos a las posibles ecuaciones; en el caso de un inhibidor competitivo, el calculo de

KPP se realiza a partir de la expresion de ICso. Lo mismo ocurre con la inhibicién
acompetitiva y la inhibicion mezcla tipo 2. La representacion de ip frente a n, con n =
[D],/K2, nos permite distinguirlos. Una representacion hiperbdlica ip vs n que pasa por
el origen de coordenadas es una caracteristica de la inhibiciébn acompetitiva; el calculo
de K;'" es inmediato a partir del valor ICso. En el caso de los inhibidores mezcla, los
valores de la constante de inhibicion aparente de la metatirosinasa (Em) y la
oxitirosinasa (Eox), K{’® y la constante de inhibicion aparente de los complejos

metatirosinasa/Dopa (EmD) y oxitirosinasa/Dopa (EoxD), K{’® se obtienen de la

dependencia de ip vs n, y los resultados obtenidos deben cumplir con el valor de 1Cso.

5.4.5. URL

https://www.mdpi.com/1630932
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5.5. EVALUACION DE LOS EFECTOS
INHIBITORIOS DE ALGUNOS DERIVADOS
FENOLICOS NOVEDOSOS SOBRE LA ACTIVIDAD
TIROSINASA DE HONGOS

El estudio de la acciéon de derivados fendélicos novedosos sobre la actividad de
tirosinasa dio lugar a la siguiente publicacion.

5.5.1. Titulo

Evaluation of inhibitory effects of some novel phenolic derivatives on the mushroom
tyrosinase activity

5.5.2. Autores

Garcia-Molina, P., Mufioz-Mufioz, J.L., Teruel-Puche, J.A., Rodriguez-Lépez, J.N.,
Garcia-Canovas, F. y Garcia-Molina, F.

5.5.3. Referencia

Food Chemistry, (2023) 398, 133782.

5.5.4. Resumen

El estudio del docking de los monofenoles estudiados a tirosinasa puso de
manifiesto que el 4-bromofenol y el podrian ser sustratos de tirosinasa, puesto que la
distancia del oxigeno del peréxido al carbono en orto del grupo hidroxilo era la adecuada
para que pudiese darse la reaccidn de hidroxilacion. Los datos obtenidos estaban de
acuerdo con los resultados experimentales obtenidos con estas dos moléculas; asi
pues, los estudios de docking pueden ayudar a dilucidar si una molécula puede ser
sustrato de tirosinasa. De este estudio se deduce que monofenoles con la posicion orto

respecto al hidroxilo fendlico libre, no deben proponerse como inhibidores de la enzima.

5.5.5. URL

https://doi.org/10.1016/[.foodchem.2022.132938
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6.1. COMUNICACION 1: I SYMPOSIUM ON
CHEMICAL AND PHYSICAL SCIENCES FOR
YOUNG RESEARCHERS.

6.1.1. Congreso

| Symposium on Chemical and Physical Sciences for Young Researchers.

6.1.2. Tipo de comunicacion

Comunicacion oral.

6.1.3. Fechay lugar

22-23 de Octubre de 2020. Murcia.

6.1.4. Titulo

Design and validation of a method to measure laccase activity on methoxyphenolic food
additives.

6.1.5. Autores

Manzano-Nicolas, J., Marin-Iniesta, F., Toboada-Rodriguez, A., Tudela-Serrano, J.,

Garcia-Molina, P., Mufioz-Mufoz, J.L.

6.1.6. Resumen

Laccase is a copper-protein (Mayer & Staples, 2002) which presents different
applications in food industry like: clarification of fruit juices through the fall of formation
of phenol-protein complexes, bioremediation of phenolic residues from waste waters of
agri-food industry or the improvement of antioxidant and antimicrobial ability of food
additives and ingredients (Manzano-Nicolas et al., 2020). In this work, it has been studied
the catalytic activity of laccase, oxidation, on methoxyphenolic food ingredients, such as
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2-methoxyphenol (guaiacol) and 2,6-dimethoxyphenol (syringol), and isomers such as
3- and 4-methoxyphenol, 2,3-, 3,4- and 3,5-dimethoxyphenol. Normally, mistaken results
of steady state rates are obtained by the production of unstable free radicals during the
oxidation of methoxyphenols. In this sense, if it is added small quantities of ascorbic acid
as coupling reagent during enzymatic measures assays, it produces a lag period for the
regeneration of methoxyphenols (reduction of free radicals). So, quantification of lag
period time allows to obtain a more accurate determination of true steady state rates, as
it was described previously for peroxidase and tyrosinase (Manzano-Nicolas et al.,
2020). In this work, we report the application and validation of this chronometric method
to obtain the kinetic parameters (Km and Vm) of catalytic oxidation by Trametes
versicolor laccase on methoxyphenols before listed. So, syringol presented the highest
catalytic power (Vm/Km) respect to all substrates studied (142.20 + 3.60 h'!) according
to its chemical displacements of the carbon atom that supports the hydroxyl group (128.5

ppm) (Manzano-Nicolas et al., 2020).

ISBN: 978-84-09-24510-9
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6.2. COMUNICACION 2: VI JORNADAS
DOCTORALES DE LA UNIVERSIDAD DE MURCIA.

6.2.1. Congreso

VI Jornadas Doctorales de la Universidad de Murcia.

6.2.2. Tipo de comunicacion

Comunicacion oral.

6.2.3. Fechay lugar

21-24 de Junio de 2021. Murcia

6.2.4. Titulo

Monophenolase activity of tyrosinase: its determination.

6.2.5. Autores

Garcia-Molina, P., Mufioz-Mufioz, J.L., Ortufio, J.A., Rodriguez-Lépez, J.N., Garcia-

Céanovas, F., Garcia-Molina, F.

6.2.6. Resumen

Tirosinasa es una enzima que cataliza los dos primeros pasos de la via de
biosintesis de melanina: la hidroxilaciéon de L-tirosina a L-dopa y la oxidacién de ésta a
L-dopaquinona. Para caracterizar cinéticamente la actividad monofenolasa, se ha
propuesto separar las dos actividades monofenolasa y difenolasa. Se han descrito
métodos espectrofluorimétricos para medir la desaparicién de monofenol, L-tirosina, en
presencia de borato e hidroxilamina a pH = 8. Estos métodos tienen el inconveniente de
la falta de respuesta lineal entre la fluorescencia y la concentracion de L-tirosina, a partir
de 100 pM. En este trabajo se muestra desde un punto de vista cinético, que la actividad
enzimatica de la monofenolasa se puede medir midiendo la formacién de aminocromos,
o la formaciéon de aductos oxidados tras el atague a la o-quinona por un nucledfilo
potente como el 3-metil-2-benzotiazolinona (MBTH) o consumo de oxigeno si el sistema
estd en estado estacionario. Por otro lado, debido a los elevados coeficientes de
absortividad molar de los aductos oxidados formados en presencia de MBTH y
considerando la naturaleza del sustrato, es posible obtener valores bajos de LODM

(limite de deteccion de la actividad monofenolasa), como ocurre con los métodos
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espectrofluorimétricos. El valor LODM obtenido para el &cido 4-hidroxifenil propiénico fue
de 0,25 U/ml, las sensibilidades relativas para 4-hidroxianisol, tiramina y L-tirosina se
indican en la Tabla 1. A partir de estos datos, cabe destacar que, en el caso del 4-
hidroxianisol, se esperarian valores de LODM como los obtenidos por métodos
fluorescentes. Estos resultados muestran que la potencia de la nucleofilia del oxigeno
del hidroxilo en C-4, que influye en el valor de kca, da lugar a una cantidad diferente de

producto que a su vez afecta a la sefial espectrofotométrica y, por tanto, al valor LODM.
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6.3. COMUNICACION 3: 43° CONGRESO SEBBM.

6.3.1. Congreso

43° congreso SEBBM.

6.3.2. Tipo de comunicacion

Poster.

6.3.3. Fechay lugar

19-22 de Julio de 2021. Barcelona.

6.3.4. Titulo

Tyrosinase monophenolase activity: its determination

6.3.5. Autores

Garcia-Molina, P., Mufioz-Mufioz, J.L., Ortufio, J.A., Rodriguez-Lépez, J.N., Garcia-

Céanovas, F., Garcia-Molina, F.

6.3.6. Resumen

Tirosinasa es una enzima que cataliza los dos primeros pasos de la via de
biosintesis de melanina: la hidroxilacion de L-tirosina a L-dopa y la oxidacion de ésta a
L-dopaquinona. Para caracterizar cinéticamente la actividad monofenolasa, se ha
propuesto separar las dos actividades monofenolasa y difenolasa. Se han descrito
métodos espectrofluorimétricos para medir la desaparicién de monofenol, L-tirosina, en
presencia de borato e hidroxilamina a pH = 8. Estos métodos tienen el inconveniente de
la falta de respuesta lineal entre la fluorescencia y la concentracion de L-tirosina, a partir
de 100 pM. En este trabajo se muestra desde un punto de vista cinético, que la actividad
enzimatica de la monofenolasa se puede medir midiendo la formacién de aminocromos,
o la formaciéon de aductos oxidados tras el atague a la o-quinona por un nucledfilo
potente como el 3-metil-2-benzotiazolinona (MBTH) o consumo de oxigeno si el sistema
estd en estado estacionario. Por otro lado, debido a los elevados coeficientes de
absortividad molar de los aductos oxidados formados en presencia de MBTH y
considerando la naturaleza del sustrato, es posible obtener valores bajos de LODM
(limite de deteccion de la actividad monofenolasa), como ocurre con los métodos
espectrofluorimétricos. El valor LODM obtenido para el acido 4-hidroxifenil propiénico fue

de 0,25 U/ml, las sensibilidades relativas para 4-hidroxianisol, tiramina y L-tirosina se
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indican en la Tabla 1. A partir de estos datos, cabe destacar que, en el caso del 4-
hidroxianisol, se esperarian valores de LODM como los obtenidos por métodos
fluorescentes. Estos resultados muestran que la potencia de la nucleofilia del oxigeno
del hidroxilo en C-4, que influye en el valor de kca, da lugar a una cantidad diferente de
producto que a su vez afecta a la sefial espectrofotométrica y, por tanto, al valor LODM.
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6.4. COMUNICACION 4: 44° CONGRESO SEBBM.

6.4.1. Congreso

44° congreso SEBBM.

6.4.2. Tipo de comunicacion

Comunicacion.

6.4.3. Fechay lugar

6-9 de Septiembre de 2022. Malaga.

6.4.4. Titulo

Utilidad de la determinacion del grado de inhibicion ip y el pardmetro ICso en relacion a

la caracterizacion de la inhibiciéon de la actividad difenolasa de la enzima tirosinasa

6.4.5. Autores

Garcia-Molina, P., Garcia-Molina, F., Teruel Puche, J.A., Rodriguez-Lopez, J.N.,

Garcia-Canovas, F., Mufioz-Mufoz, J.L.

6.4.6. Resumen

En el estudio de la inhibicion de tirosinasa, es importante conocer la fuerza y el
tipo de inhibicién. La fuerza viene indicada por el valor de las constantes de inhibicion,
y el tipo puede ser, en una primera aproximacion: competitivo, no competitivo, no
competitivo y mixto. En este trabajo se propone calcular el grado de inhibicién (ip),
variando la concentracion de inhibidor. El ajuste de regresién no lineal de ip con respecto
a la concentracion inicial de inhibidor permite calcular la concentracién de inhibidor
necesaria para inhibir la actividad en un 50% (ICso), a una determinada concentracion
de sustrato ([D],). La expresion analitica de la ICso, para los diferentes tipos de
inhibicion, esta relacionada con la constante de inhibicién aparente (K?pp). Por lo tanto,
este parametro puede utilizarse: (a) Para clasificar una serie de inhibidores de una
enzima por su poder. (b) Comprobacion de un inhibidor para el que se ha determinado
el tipo y la constante de inhibicion (utilizando los métodos habituales), debe confirmar el
valor de ICso segun la expresion analitica correspondiente. (c) El tipo y la fuerza de un
inhibidor pueden analizarse a partir del estudio de la variacion en ip e ICso con [D],. La
dependencia de ICsg con [D], nos permite distinguir entre la inhibicion no competitiva (io

no depende de [D],) y el resto. En el caso de la inhibicion competitiva, esta dependencia
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de ip de [D], conduce a una ambigliedad entre la inhibicibn competitiva y la inhibicién

mixta tipo 1. En el caso de un inhibidor competitivo, el calculo de K{*" se realiza a partir

de la expresion de ICsp. Una ambigiiedad semejante ocurre con la inhibicién no
competitiva y la inhibicién mixta tipo 2. La representacion de ip vs n, con n = [D],/KD,
nos permite distinguirlos. Una representacion hiperbdlica ip vs n que pasa por el origen

de coordenadas es una caracteristica de la inhibicién no competitiva; el calculo de K;"”

es inmediato a partir del valor ICso. En el caso de inhibidores mixtos, los valores de Kflpp

y K{?P se obtienen de la dependencia de io vs n.
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442 Congreso de la SEBBM

mutations, and its application in personalized
medicine is approached through some case studies.
Furtherly, the power of MD approaches is also showed
through the atomistic modeling of a molten globule
(non-native ensemble of protein conformations that
plays a central role in the folding reaction and
normally in important cell functions), which is done in
a synergistic manner with structural and spectroscopic
experimental data.
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Effect of genome presence and maturation on human
adenovirus structure

José Gallardo Hernanz!, Carmen San Martin®

1Centro Nacional de Biotecnologia (CNB-CSIC), Madrid, Spain

Adenoviruses are large (~950 A) and complex non-
enveloped, dsDNA (36kbp) icosahedral viruses. They
have a pseudo-T = 25 triangulation number with at
least 12 different proteins composing the virion, some
of them undergoing maturation to form infectious
particles. Adenoviruses have been studied for more
than 60 years, making them good models for studying
virus function, and attractive viral vector candidates.
Deciphering their architecture has presented a
challenge for structural biology techniques. Although
it is a long studied virus, there are still open questions,
such as how capsid formation occurs.

CryoEM single particle analysis (SPA) allows us to
obtain 3D reconstructions of biological specimens at
quasiatomic (<4A) resolution. This kind of resolution
makes possible to trace the position of the peptidic
chains conforming these biological specimens.

In this work we present the CryoEM structures of two
genomeless human adenovirus capsids in different
maturation steps. Through the analysis of these
structures and the comparison with genome
containing adenovirus particles, we point out
variations in order, interactions and positioning for
adenovirus capsid proteins.

Appart from CNB-CSIC, this work was possible thanks
to the CryoEM facilities at: Diamond (Oxford), ESRF
(Grenoble).

G08-21-P-139

Utilidad de la determinacion del grado de inhibicion
(iD) y el parametro IC50 en relacion a la
caracterizacion de la inhibicion de la actividad
difenolasa de la enzima tirosinasa

Madlaga, 6-9 de septiembre de 2022

Pablo Garcia?, Francisco Garcia®, José Antonio Teruel?,
José Neptuno Rodriguez’, Francisco Garcia?, José Luis
Mufioz*

tUniversidad De Murcio, Genz-group Departamento de
Bioquimica y Biologia Molecular A, Murcia, Spain,
2Universidad de Murcia, Departamento de Bioquimica y
Biologia Molecular A, Murcia, Spain, 3Hospital General
Universitario Reina Sofia, 2Department of Anatomia
Patoldgica, Murcia, Spain, “Microbial Enzymology Lab,
Department of Applied Sciences, Ellison Building A,
University of Northumbria, Newcastle Upon Tyne, UK

En el estudio de la inhibicidn de tirosinasa, es
importante conocer la fuerza y el tipo de inhibicién. La
fuerza viene indicada por el valor de las constantes de
inhibicion, y el tipo puede ser, en una primera
aproximacion: competitivo, no competitivo,
acompetitivo y mixto. En este trabajo se propone
calcular el grado de inhibicién (iD), variando la
concentracion de inhibidor. El ajuste de regresion no
lineal de iD con respecto a la concentracion inicial de
inhibidor permite calcular la concentracion de
inhibidor necesaria para inhibir la actividad en un 50%
(IC50), a una determinada concentracién de sustrato
([D]0). La expresién analitica de la IC50, para los
diferentes tipos de inhibicidn, esta relacionada con la
constante de inhibicién aparente (Kappl). Por lo tanto,
este pardmetro puede utilizarse: (a) Para clasificar una
serie de inhibidores de una enzima por su poder. (b)
Comprobacién de un inhibidor para el que se ha
determinado el tipo y la constante de inhibicion
(utilizando los métodos habituales), debe confirmar el
valor de IC50 segun la expresion analitica
correspondiente. (c) El tipo y la fuerza de un inhibidor
pueden analizarse a partir del estudio de la variacion
en iD e IC50 con [D]0. La dependencia de IC50 con
[D]O nos permite distinguir entre la inhibicién no
competitiva (iD no depende de [D]0) y el resto. En el
caso de la inhibicion competitiva, esta dependencia de
iD de [D]O conduce a una ambigiiedad entre la
inhibicion competitiva y la inhibicién mixta tipo 1. En
el caso de un inhibidor competitivo, el calculo de
Kappl1 se realiza a partir de la expresion de IC50. Una
ambigiiedad semejante ocurre con la inhibicion
acompetitiva y la inhibicion mixta tipo 2. La
representacion de iD vs n, con n=[D]0/KDm, nos
permite distinguirlos. Una representacion hiperbdlica
iD vs n que pasa por el origen de coordenadas es una
caracteristica de la inhibiciéon no competitiva; el
calculo de Kappl2 es inmediato a partir del valor IC50.
En el caso de inhibidores mixtos, los valores de Kappl1
y Kapp2 se obtienen de la dependencia de iD vs n.

Funding: FS-RM (20809/P1/18)
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7.1.

1.

7. CONCLUSIONES

CONCLUSIONES ESPECIFICAS

Se discute una clasificacion publicada de los despigmentantes mas potentes que
existen en la actualidad.

Se propone que se saquen de la lista de despigmentantes al 4-n-butilresorcinol,
a-arbutina y B-arbutina, porque se demostré que son sustratos de tirosinasa en
presencia de peréxido de hidrogeno o de L-dopa.

Se explica la accion del acido ascérbico como reductor de o-quinonas y la
capacidad de actuar como sustrato suicida de tirosinasa.

Se han analizado los métodos espectrofotométricos que miden la aparicién de
producto, dopacromo, frente a los fluorimétricos que miden la desaparicion de
sustrato, L-tirosina.

Las medidas espectrofluorimétricas son mas sensibles que las
espectrofotométricas, en el caso de las espectrofluorimétricas se propuso seguir
la desaparicidon de sustrato, L-tirosina, pero se produce una falta de respuesta
lineal al aumentar la concentracion de ésta.

Aunque la actividad monofenolasa de tirosinasa lleva acoplada la actividad
difenolasa y la serie de reacciones quimicas de la evolucién de o-dopaquinona,
en el estado estacionario la velocidad de desaparicion de L-tirosina es igual a la
velocidad de acumulacion de dopacromo.

La simulacion de los mecanismos monofenolasa y difenolasa de tirosinasa ayuda
a confirmar la validez de los mecanismos propuestos y su correcta interpretacion.

Mediante la simulacién de los mecanismos, se pone de manifiesto que en la

actividad monofenolasa se cumple que: Vé\ﬁ'M (la velocidad de desaparicién de

monofenol)= Vé\_f’DC (velocidad de acumulacién de dopacromo) y también que
—VvM92 (velocidad de consumo de oxigeno) = —1.5VMM y +1.5VvMPC sin

embargo, en la actividad o-difenolasa —VSDS’02 (velocidad de consumo de oxigeno
en presencia de L-dopa) = +V2P¢ (velocidad de acumulacién de dopacromo en
presencia de L-dopa) = —VSDS’D (velocidad de desaparicion de L-dopa).

En la actividad monofenolasa se considera la importancia de la acumulacion del
L-dopa en el medio. Esta acumulacion es la responsable del periodo de retardo

en la acumulacion de dopacromo.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Se optimiza la medida de la actividad monofenolasa de tirosinasa, con un punto
critico que consiste en determinar la cantidad de L-dopa acumulado en el estado
estacionario y, posteriormente, esta cantidad se afiade at — 0 para eliminar el
periodo de retardo y conseguir el estado estacionarioat — 0.

Se propone la aplicacion del método anterior para el estudio de la cinetica de
inhibicién y asi poder determinar el tipo y la fuerza de los distintos inhibidores.
Los métodos espectrofotométricos que utilizan MBTH para generar aductos
coloreados son muy sensibles, por el alto valor del coeficiente de absortividad
molar de los aductos.

Los métodos espectrofluorimétricos descritos en este trabajo utilizan L-tirosina
como sustrato. Sin embargo, los métodos espectrofotométricos pueden utilizar
distintos monofenoles. Se han caracterizado los coeficientes de absortividad
molar de los distintos aductos, pero al pH de medida todos evolucionan y originan
un punto isoshéstico; a esa longitud de onda practicamente el coeficiente de
absortividad molar es el mismo para todos ellos.

Variando la naturaleza del sustrato se consigue optimizar el método de medida
espectrofotométrico. Atendiendo al valor de la constante catalitica (Kcar) y puesto
gue los coeficientes de absortividad molar de los aductos son semejantes, el
pardmetro que mide la sensibilidad del método de medida es kca y por tanto: 4-
hidroxianisol > acido p-hidroxifenilpropionico > Tiramina > L-tirosina.

Se ha determinado un pardmetro que compara la sensibilidad relativa de un
sustrato respecto a otro. De acuerdo con este parametro para el 4-hidroxianisol
el valor del LODM (U/mL) es 0.0947 U/mL, un valor del mismo orden que en el
caso de los métodos espectrofluorimétricos.

Los métodos espectrofotométricos propuestos que utilizan el nucledéfilo MBTH
tienen varias ventajas respecto a los métodos espectrofluorimétricos que utilizan
L-tirosina a pH = 8: a) No tienen interferencias con la absorbancia del sustrato;
b) No tienen interferencias con la enzima y c) Es posible trabajar a diferentes
valores de pH, y asi pueden caracterizarse enzimas de frutas y hortalizas.

Se han discutido los distintos casos del mecanismo de actuaciéon de tirosinasa
sobre monofenoles con respecto al difenol afiadido a t —» 0. Siendo [D], =
concentracion de difenol afladido: [D], = 0 ; [D], = [Dlss ; [D]a < [Dlss ; [D], >
[D]ss Y, por ultimo, se considera el caso de [D], = 0, pero se afiade un nucleofilo
N (MBTH).

Se ha profundizado en el mecanismo de accién de tirosinasa sobre monofenoles.

Se han escogido cuatro tipos de sustratos y se discuten los mecanismos de
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19.

20.

21.

22.

23.
24.

25.

26.

27.

actuacion de la enzima, en relacion sobre todo a la acumulacion de o-difenol en
el medio de reaccion.

Los monofenoles los agrupamos en: Tipo A, son aquellos en los que la evolucion
de la 0-quinona origina la acumulacién de o-difenol en el medio de reaccion. Tipo
B, son aquellos monofenoles para los que la evolucion de la o-quinona no
permite la acumulacién de o-difenol en el medio, porque se oxida por el oxigeno
de la disolucién. Tipo C, son los monofenoles que originan o-quinonas muy
estables y, por lo tanto, no evolucionan acumulando o-difenol en el medio. Tipo
D, son aquellos que no liberan o-difenol al medio y cuya o-quinona es muy
estable.

Entre los monofenoles tipo A, el prototipo es L-tirosina y los compuestos
relacionados: tiramina, a-metiltirosina, L-tirosina metil ester, sinefrina, p-cresol,
4-hidroxibenzil alcohol, 3-hidroxibenzil alcohol, 4-hidroxianisol, 3-hidroxianisol, 4-
etoxifenol, acido 4-hidroxifenilpropionico y acido 4-hidroxifenilacetico.

Entre los fenoles del grupo B, la referencia es hidroquinona y los compuestos
relacionados: resorcinol, 2-metilresorcinol, 4-metilresorcinol, 4-etilresorcinol, 4-
n-butilresorcinol, 4-hexilresorcinol y oxiresveratrol.

Entre los fenoles del grupo C, el prototipo es el 4-terc-butilfenol y los compuestos
relacionados: 4-etoxifenol y 4-hidroxianisol.

En el grupo D, Unicamente encontramos a la deoxiarbutina.

En los tres primeros grupos se libera o-difenol al medio después de la reaccion
de hidroxilacion. Este o-difenol y el generado a partir de la evoluciéon de la o-
quinona determinan la llegada al estado estacionario en los sustratos tipo A. En
los tipo B, el o-difenol originado (trifenol) es oxidado por el oxigeno de la
disolucién y el sistema en ausencia de perdxido de hidrégeno no muestra
actividad. En los sustratos tipo C se libera o-difenol al medio y la o-quinona que
se origina es muy estable. Por ultimo, en los sustratos tipo D, ni se libera o-difenol
al medio ni se origina a partir de la o-quinona, porque es estable.

El comportamiento cinético de los sustratos tipo A es el tipico de la actividad
monofenolasa, los otros tres tipos dan desviaciones cinéticas.

Las simulaciones de los distintos mecanismos propuestos estan de acuerdo con
los resultados experimentales.

Los valores obtenidos a partir de los estudios de docking a las formas meta y oxi
tirosinasa confirman que los distintos tipos de monofenoles pueden ser sustratos
de tirosinasa por la distancia del atomo de carbono en orto (respecto al hidroxilo)

y el oxigeno del peréxido.
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28.

29.

30.

31.

32.

33.

A partir del analisis del grado de inhibicion (ip) obtenido, a una concentracion fija
de sustrato y variando la concentracién de inhibidor para tirosinasa, se obtiene
una expresioén analitica de ip vs [I],. El analisis por regresion no lineal de estos
datos permite obtener el valor del parametro ICso (concentracion de inhibidor
necesaria para obtener una inhibicion del 50%, a una concentracion fija de
sustrato).

La relacion entre el grado de inhibicién, a concentracion fija de inhibidor, variando
la concentracion de sustrato permite un andlisis de datos capaz de obtener las
constantes de inhibicion aparentes para cada mecanismo de inhibicion.

Se ha desarrollado la expresién analitica del pardmetro 1Cso en funcion de las
constantes aparentes de inhibicién y para cada mecanismo de inhibicion, en el
caso de la enzima tirosinasa.

Se pone de manifiesto la importancia del parametro ICso: a) Para ordenar
distintos inhibidores por su potencia; a menor ICsp, mas potente es su inhibicién.
b) Para chequear los datos obtenidos de un estudio clasico para el tipoy la fuerza
de un inhibidor que deben cumplir la expresion analitica correspondiente para el
ICso. ¢) Confirmar los valores de las constantes de inhibicion obtenidos a partir
del analisis de datos de i, vs n, con n = [D],/K2 que deben cumplir la expresion
analitica de 1Cso.

Se propone un disefio experimental y un andlisis de datos, basado en las
determinaciones del grado de inhibicion, para los inhibidores de tirosinasa en
cuanto al tipo y la fuerza del inhibidor.

A partir de los estudios de docking de distintas moléculas a la forma oxitirosinasa
y teniendo en cuenta la distancia del oxigeno del peréxido al carbono de la
posicion orto al hidroxilo fendlico, se confirma para las moléculas indicadas (4-
bromofenol y 4-(4-hidroxifenil)-2-butanona) la utilidad del docking en la

prediccion de sustratos de la enzima.
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7.2. CONCLUSION GENERAL

Se ha profundizado en el estudio de la actividad monofenolasa de tirosinasa,
tanto en los aspectos cinéticos y estructurales como en los aplicados. También se ha
abordado el estudio de la inhibicion de la actividad difenolasa, proponiendo una
metodologia para la caracterizacion de inhibidores.
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8. RESUMEN

La enzima tirosinasa o polifenol oxidasa (EC 1.14.18.1) es una cupoproteina,
muy extendida en la naturaleza, desde hongos, bacterias, plantas y animales. Cataliza
dos reacciones consecutivas, la hidroxilacion de monofenoles a o-difenoles y la
oxidacién de estos Ultimos a o-quinonas utilizando oxigeno molecular. A partir de las o-
quinonas se desarrollan una serie de reacciones quimicas que llevan, en animales y en
humanos, a la formacién de melaninas, provocando la pigmentacion de la piel y

protegiéndola de esta manera de la radiacion ultravioleta.

La enzima utlizada en estos estudios es la de champifibn, que esti
comercializada. Contiene en el sitio activo dos atomos de cobre, coordinados por seis
histidinas. En el ciclo catalitico el cobre se encuentra como Cu*2Cu*? (metatirosinasa),
Cu**Cu* (desoxitirosinasa) y Cu*>Cu*? 052 (oxitirosinasa), ademas la enzima cuando
acttia sobre o-difenoles sufre un proceso de inactivacion suicida, dando lugar a una

forma inactiva (CuCu*?).

Tres aspectos hacen complejo el mecanismo cinético de tirosinasa: a) Las cuatro
formas enzimaticas en el ciclo catalitico, b) La catdlisis de dos reacciones consecutivas
y ¢) La inestabilidad del producto de la reaccién enzimatica sobre o-difenoles, las o-

quinonas, que en general son muy inestables.

Por otra parte, la importancia de esta enzima se resalta al considerar su
participacion en el pardeamiento de frutas, hortalizas y crustaceos. Asi se pone de
manifiesto que el control de la actividad enziméatica es importante desde el punto de vista
de la salud y en la industria agroalimentaria. También tiene importancia esta enzima
desde el punto de vista de la sintesis organica; por ejemplo, la sintesis de o-difenoles a
partir de monofenoles. Otro aspecto a considerar, debido a la capacidad de atacar a los
monofenoles, es la depuracion de aguas. Teniendo en cuenta lo anterior, es importante
controlar la actividad de esta enzima mediante reguladores, para ello en esta Tesis se
ha profundizado en el mecanismo de acciébn sobre monofenoles, la medida de la

actividad catalitica y su inhibicion.

Para avanzar en este estudio se han utilizado técnicas espectrofotométricas
ultravioleta/visible, técnicas de resonancia magnética nuclear para determinar espectros
de 3C-RMN, técnicas de simulaciéon para poder comprobar las predicciones del
comportamiento teorico de la enzima y también técnicas de docking para poder predecir

las interacciones de las distintas especies enzimaticas con los distintos ligandos.
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En primer lugar, considerando la experiencia del GENZ en el estudio del sistema
enzimatico tirosinasa, se discuti6 la publicacion de una lista de los agentes
despigmentantes mas potentes descritos en la bibliografia. A partir de esta lista de
despigmentantes propuesta, se razoné que a-arbutina, B-arbutina y 4-n-butilresorcinol
debian de sacarse de este listado, puesto que estos compuestos, se demostré en
distintas publicaciones, que pueden ser sustratos de la enzima en presencia de peréxido
de hidrogeno o de un o-difenol (L-dopa) en cantidades cataliticas. En estos casos, se
originan o-quinonas muy reactivas que pueden cambiar el status redox del melanocito.
En esta publicacion se indico claramente la accién del &cido ascérbico, explicando que
puede actuar como un sustrato suicida de la enzima y como reductor de las o-quinonas,

impidiendo la formacion de melaninas.

Se discutié la optimizacion del método de medida de la actividad monofenolasa
de tirosinasa. Se comparan los métodos espectrofotométricos que miden la formacion
de dopacromo o la formacién de un aducto oxidado con el reactivo nucleofilico MBTH
respecto de los métodos espectrofluorimétricos que miden la desaparicion de L-tirosina
en presencia de borato e hidroxilamina. Como conclusion de este estudio se puso de
manifiesto que los métodos espectrofotométricos pueden llegar a ser tan sensibles como

los espectrofluorimétricos, utilizando como sustrato 4-hidroxianisol.

Posteriormente se hizo una recopilacién, en una revision, de la accion de
tirosinasa sobre distintos tipos de monofenoles. Se consideraron cuatro tipos de
sustratos basados fundamentalmente en la posibilidad de acumulacion de o-difenol en
el medio de reaccioén. Los grupos de sustratos estudiados fueron: Tipo A (representante
L-tirosina), en su reaccion acumula o-difenol en el medio. Tipo B (representante
hidroquinona), no pueden acumular o-difenol en el medio porque se oxida por el oxigeno
de la disolucién. Tipo C (representante el 4-terc-butilfenol), liberan o-difenol al medio
gue se oxida a o-tertbutilgunona que es muy estable y no acumula o-difenol en el medio.
Tipo D (deoxiarbutina como prototipo), no libera o-difenol al medio y la o-quinona es
estable. Los resultados obtenidos mediante simulacion y docking confirman la validez

de los mecanismos propuestos.

También se abord6 el estudio de los inhibidores de la actividad difenolasa de
tirosinasa y su relacién con el parametro ICso (cantidad de inhibidor necesaria para
inhibir el 50%, trabajando a concentracion fija de sustrato). A partir del estudio del grado
de inhibicion y su dependencia de la concentracién de inhibidor, se determina el

parametro 1Cso. Este parametro tiene varias aplicaciones: Ordenar los inhibidores por el

Pablo Garcia Molina 192



Tesis Doctoral 8. Resumen

valor de sus ICsp; chequear los datos de inhibicion obtenidos por los estudios clasicos,
de tal manera que tienen que cumplir el valor obtenido para el ICso y, por Ultimo, a partir
del valor del grado de inhibicion respecto de la concentraciébn de sustrato pueden
obtenerse el tipo y la fuerza del inhibidor. Algunos de estos aspectos se ponen de

manifiesto con datos experimentales y simulados.

Por ultimo, aplicamos los estudios de docking a la union de determinadas
moléculas (monofenoles), a oxitirosinasa. Se puso de manifiesto que aquellos
monofenoles con una distancia del oxigeno del peréxido a la posicién orto del grupo
hidroxilo, menor de 3A, era la adecuada para que pudiese darse la reaccion de
hidroxilacion. Asi, puede precedirse si una molécula es un sustrato alternativo o un

inhibidor, esto habria que confirmarlo experimentalmente.
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9. SUMMARY

The enzyme tyrosinase or polyphenol oxidase (EC 1.14.18.1) is a cupoprotein,
widespread in nature, from fungi, bacteria, plants and animals. It catalyzes two
consecutive reactions, the hydroxylation of monophenols to o-diphenols and the
oxidation of the latter to o-quinones using molecular oxygen. A series of chemical
reactions develop from o-quinones that lead, in animals and humans, to the formation of
melanins, causing pigmentation of the skin and thus protecting it from ultraviolet
radiation.

The enzyme used in these studies is the mushroom enzyme, which is
commercially available. It contains in the active site two copper atoms, coordinated by
six histidines. In the catalytic cycle, copper is found as Cu*™Cu*? (metatirosinase),
Cu*'Cu*! (deoxytyrosinase) and Cu*™?Cu*2 052 (oxytyrosinase), in addition to the enzyme
when it acts on o-diphenols undergo a suicidal inactivation process, giving rise to an

inactive form (Cu®Cu*?).

Three aspects make the kinetic mechanism of tyrosinase complex: a) The four
enzymatic forms in the catalytic cycle, b) The catalysis of two consecutive reactions and
c¢) The instability of the product of the enzymatic reaction on o-diphenols, the o-quinones,

which they are generally very unstable.

On the other hand, the importance of this enzyme is highlighted when considering
its participation in the browning of fruits, vegetables and crustaceans. This shows that
the control of enzymatic activity is important from the point of view of health and in the
agri-food industry. This enzyme is also important from the point of view of organic
synthesis; for example, the synthesis of o-diphenols from monophenols. Another aspect
to consider, due to the ability to attack monophenols, is water purification. Taking into
account the above, it is important to control the activity of this enzyme through regulators,
for this thesis has deepened the mechanism of action on monophenols, the

measurement of catalytic activity and its inhibition.

To advance in this study, ultraviolet/visible spectrophotometric techniques have
been used, nuclear magnetic resonance techniques to determine *C-NMR spectra,
simulation techniques to be able to verify the predictions of the theoretical behavior of
the enzyme and docking techniques to be able to predict the interactions of the different

enzymatic species with the different ligands.
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Firstly, considering the experience of GENZ in the study of the tyrosinase enzyme
system, the publication of a list of the most potent depigmenting agents described in the
bibliography was discussed. Based on this proposed list of depigmenting agents, it was
reasoned that a-arbutin, 3-arbutin and 4-n-butylresorcinol should be removed from this
list, since these compounds have been shown in different publications to be enzyme
substrates in the presence of hydrogen peroxide or an o-diphenol (L-dopa) in catalytic
amounts. In these cases, highly reactive o-quinones are produced that can change the
redox status of the melanocyte. In this publication, the action of ascorbic acid was clearly
indicated, explaining that it can act as a suicidal substrate for the enzyme and as a

reducer of o-quinones, preventing the formation of melanins.

Optimization of the method for measuring monophenolase tyrosinase activity was
discussed. Spectrophotometric methods that measure dopachrome formation or
formation of an oxidized adduct with the nucleophilic reagent MBTH are compared to
spectrofluorimetric methods that measure the disappearance of L-tyrosine in the
presence of borate and hydroxylamine. As a conclusion of this study, it was revealed
that spectrophotometric methods can become as sensitive as spectrofluorimetric
methods, using 4-hydroxyanisole as a substrate.

Subsequently, a compilation was made, in a review, of the action of tyrosinase
on different types of monophenols. Four types of substrates based mainly on the
possibility of accumulation of o-diphenol in the reaction medium were considered. The
groups of substrates studied were: Type A (representative molecule: L-tyrosine), in its
reaction it accumulates o-diphenol in the medium. Type B (representative molecule:
hydroquinone), cannot accumulate o-diphenol in the medium because it is oxidized by
the oxygen in the solution. Type C (representative molecule: 4-tert-butylphenol), release
o-diphenol into the medium that is oxidized to o-tert-butylquinone, which is very stable
and does not accumulate o-diphenol in the medium. Type D (representative molecule:
deoxyarbutin), does not release o-diphenol into the medium and o-quinone is stable. The
results obtained by simulation and docking confirm the validity of the proposed

mechanisms.

También se abordo el estudio de los inhibidores de la actividad difenolasa de
tirosinasa y su relacion con el pardmetro ICso (cantidad de inhibidor necesaria para
inhibir el 50%, trabajando a concentracion fija de sustrato). A partir del estudio del grado
de inhibiciébn y su dependencia de la concentracion de inhibidor, se determina el
parametro 1Cso. Este parametro tiene varias aplicaciones: Ordenar los inhibidores por el

valor de sus ICso; chequear los datos de inhibicion obtenidos por los estudios clasicos,
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de tal manera que tienen que cumplir el valor obtenido para el ICso y, por ultimo, a partir
del valor del grado de inhibicion respecto de la concentraciébn de sustrato pueden
obtenerse el tipo y la fuerza del inhibidor. Algunos de estos aspectos se ponen de

manifiesto con datos experimentales y simulados.

The study of inhibitors of tyrosinase diphenolase activity and its relationship with
the ICso parameter (amount of inhibitor necessary to inhibit 50%, working at a fixed
concentration of substrate) was also addressed. From the study of the degree of
inhibition and its dependence on the inhibitor concentration, the ICs; parameter is
determined. This parameter has several applications: Sort inhibitors by their 1Cso value;
check the inhibition data obtained by the classical studies, in such a way that they have
to comply with the value obtained for the 1Cso and, finally, from the value of the degree
of inhibition with respect to the substrate concentration, the type and strength can be
obtained of the inhibitor. Some of these aspects are revealed with experimental and
simulated data.

Finally, we apply the docking studies to the binding of certain molecules
(monophenols) to oxytyrosinase. It was revealed that those monophenols with a distance
from the oxygen of the peroxide to the ortho position of the hydroxyl group, less than 3A,
was adequate for the hydroxylation reaction to be realized. Thus, it can be predicted if a
molecule is an alternative substrate or an inhibitor, this should be confirmed

experimentally.
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