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1. INTRODUCCIÓN 
 

1.1. ASPECTOS GENERALES Y FUNCIONES DE TIROSINASA. 
Las proteínas son biopolímeros responsables de una amplia variedad de 

funciones dentro y fuera de la célula. Entre ellas destacan las enzimas, proteínas que 
catalizan una enorme variedad de reacciones químicas en rutas esenciales del 
metabolismo celular. Las proteínas que enlazan uno o varios iones metálicos en su 
sitio activo como grupos prostéticos se denominan metaloproteínas, una parte muy 
importante de las cuales contiene metales de transición, como el hierro, cobre, níquel, 
etc. (Holm et al., 1996). Este es el caso de la cuproproteína tirosinasa o polifenol 
oxidasa (TYR) (monofenol, o-difenol: oxígeno óxido-reductasa, EC 1.14.18.1), la 
enzima estudiada en esta memoria. En concreto se ha trabajado con tirosinasa del 
champiñón Agaricus bisporus como enzima modelo. 

Las cuproproteínas contienen cobre en su sitio activo y desempeñan cuatro 
funciones básicas: 1) transferencia electrónica, 2) almacenamiento, transporte y 
consumo de oxígeno, 3) almacenaje, transporte y recogida de ión metálico y 4) 
catálisis. Existen siete sitios activos distintos en las cuproproteinas (tipo-1, tipo-2, tipo-
3, tipo-4, CuA, CuB y CuZ) (Solomon et al., 1996; Bubacco et al., 1999). La enzima 
tirosinasa  posee un centro activo tipo-3, formado por dos átomos de cobre, cada uno 
de los cuales está coordinado a tres residuos de histidina.  

Las oxigenasas son enzimas que incorporan uno o dos átomos de oxígeno por 
mol de sustrato, por lo que se dividen en monooxigenasas y dioxigenasas, 
respectivamente (Hayaishi, 1974).  Tirosinasa es una monooxigenasa u oxidasa de 
función mixta, que catalizan la reducción de un átomo de oxígeno a agua mientras que 
otro es transferido al sustrato. Esta enzima se encuentra ampliamente distribuida en 
toda la escala filogenética y cataliza dos reacciones acopladas en las que interviene el 
oxígeno molecular: 1) hidroxilación de monofenoles a o-difenoles (actividad 
monofenolasa) y 2) oxidación de o-difenoles a o-quinonas, (actividad difenolasa). Se 
trata de una enzima con muy poca especificidad de sustrato y cuyos productos de 
reacción (o-quinonas) son moléculas muy inestables y reactivas, lo que determina que 
participe en procesos tan diversos como la biosíntesis de melaninas y ligninas y la 
esclerotización de la cutícula de artrópodos, entre otros (Mason, 1955; Vámos-
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Vigyázó, 1981; Robb, 1984; Jiménez et al., 1986; Lozano y Solano, 1989; Sugumaran, 
2001; 2010; Claus y Decker, 2006; Abebe et al., 2010; Solomon et al., 2014). 

El primer trabajo sobre esta enzima fue publicado por Bertrand hace 118 años 
(Bertrand, 1896). Posteriormente se han publicado gran cantidad de artículos 
científicos sobre la enzima, procedimientos para su aislamiento (Keilin y Mann, 1938; 
Kubowitz, 1938), estructura y funciones (Mason, 1956; 1966; Matoba et al., 2006; 
Mayer, 2006; Sendovski et al., 2011; Ismaya et al., 2011a; 2011b; Mauracher et al., 
2014a; Zekiri et al., 2014) y mecanismos de actuación (Sánchez-Ferrer et al., 1995; 
Solomon et al., 2014). Sin embargo, existen aun gran cantidad de aspectos por 
resolver. 
 
1.1.1. Tirosinasa de bacterias. 

Las primeras tirosinasas bacterianas descritas fueron las del género 
Streptomyces (Lerch y Ettlinger, 1972) y las primeras purificadas de las especies S. 
nigrifaciens y S. glaucescens. Actualmente se han descrito estructuralmente otras 
tirosinasas bacterianas como las del género Bacillus (B. megaterium y B. 
thuringiensis), Pseudomonas melanogenum, Ralstonia solanacearum, 
Thermomicrobium roseum y Marinomonas mediterránea entre otras (Sánchez-Amat et 
al., 2001; 2010; Liu et al., 2004; Ruan et al., 2004; López-Serrano et al., 2004; 2007; 
Hernández-Romero et al., 2005; 2006; Claus y Deker, 2006; Metwally y El-Shora, 
2008; Zhang et al., 2008; Shuster y Fishman, 2009; Sendovski et al., 2011). 

Las tirosinasas procedentes de organismos procariotas presentan ciertas 
ventajas frente a las de organismos eucariotas, que las hacen muy útiles para el 
estudio de tirosinasa procedente de otras fuentes:  

1) Estos organismos se cultivan rápidamente.  
2) La enzima se secreta al medio extracelular (está implicada en la producción 

de melanina extracelular). 
3) Su forma activa más probable es monomérica, aunque también se han 

aislado distintas tirosinasas procariotas que no son monómeros.  
4) No se produce modificación post-traduccional de la proteína en procesos de 

activación proteolítica de proenzimas o glicosilaciones.  
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Por todo esto, las tirosinasas bacterianas han sido caracterizadas genética y 
espectroscópicamente, resultando útiles para profundizar en el estudio estructural de 
la enzima, lo que contrasta con las procedentes de células eucariotas, que son difíciles 
de aislar con una pureza y cantidad suficiente para llevar a cabo un estudio estructural 
adecuado. 

En cuanto a función, tirosinasa es la responsable de la síntesis del pigmento 
melanina en estos organismos, aunque en algunos casos es sintetizado por lacasa. La 
función de este pigmento en microorganismos no está totalmente definida, pero parece 
que juega un papel clave en la protección del microorganismo y sus esporas frente a la 
radiación (Ruan et al., 2004). Además, las melaninas son capaces de unir metales 
pesados que de otro modo resultarían muy tóxicos para la célula bacteriana y la 
protegen frente a oxidantes, calor y componentes antimicrobianos, lo que las hace 
más resistentes y contribuye a aumentar la patogénesis bacteriana (Nosanchuk y 
Casadevall, 2003). Se ha descrito que la tirosinasa extracelular en ambientes 
terrestres está implicada en la formación de materia húmica y en procesos de 
polimerización y detoxificación de compuestos fenólicos de plantas. También se han 
descrito otras funciones en microorganismos para tirosinasa, como la producción de 
betalaínas, síntesis de antibióticos basados en aminoácidos como la lincomicina, o la 
eliminación de fenoles defensivos de plantas en bacterias simbióticas (Fairhead y 
Thony-Meyer, 2012).   

 
1.1.2. Tirosinasa de hongos y plantas. 
 Actualmente, la investigación sobre tirosinasas de hongos y plantas se ha 
impulsado notablemente debido a sus posibles aplicaciones biotecnológicas en la 
industria farmacéutica, alimentaria, y medioambiental (Seo et al., 2003; Halaouli et al., 
2006).  

La tirosinasa más estudiada es la procedente del champiñón Agaricus bisporus, 
ya que es la enzima internacionalmente utilizada como modelo experimental para 
extrapolar resultados a otros tipos de tirosinasas. Del mismo modo, la tirosinasa del 
ascomiceto, Neurospora crassa, ha sido muy estudiada desde el punto de vista 
molecular, estructural y cinético (Lerch, 1981; Robb, 1984; Gerritsen et al., 1994; 
Sánchez-Ferrer et al., 1995; Wichers et al., 2003; Van Gelder et al., 1997; Espín et al., 
1997; Fan y Flurkey, 2004). Recientemente, se ha descrito un método optimizado para 
la purificación de la enzima de champiñón (Zaidi et al., 2014b), y se ha conseguido la 
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purificación de una forma latente de polifenol oxidasa de champiñón, la isoenzima 
PPO4 (Maraucher et al., 2014a). Además, se han clonado, expresado y caracterizado 
dos cADNs de tirosinasa de Agaricus bisporus (Wichers et al., 2003; Wu et al., 2010) y 
se han publicado dos estructuras cristalizadas de la misma (Ismaya et al., 2011a; 
2011b; Mauracher et al., 2014a). 

En cuanto a plantas, se ha extraído y purificado la enzima tirosinasa de muchos 
tejidos vegetales, entre ellos: pera (Espín et al., 1996), manzana (Nicolas et al., 1994; 
Espín et al., 1995), aguacate (Weemaes et al., 1998; Gómez-López, 2002), caqui 
(Diospyros kaki, Núñez-Delicado et al., 2003; Navarro et al., 2014), melocotón (Prunus 
persica L., Cabanes et al., 2007), mora (Morus alba L., Arslan et al., 2004), mandarina 
(Satsuma mandarine L., Cheng et al., 2014), patata (Solanum tuberosum, Marri et al., 
2003; Cheng et al., 2015; Niphadkar et al., 2015), remolacha (Beta vulgaris L., Gandía-
Herrero et al., 2004), menta (Mentha piperita, Kavrayan y Aydemir, 2001), tabaco 
(Nicotiana tabacum, Shi et al., 2002),  café (Coffea arabica, Goulart et al., 2003), 
álamo (Populus trichocarpa P. deltoides, Wang y Constabel, 2003), látex (Hevea 
brasilensis, Wititsuwannakul et al., 2002) y hoja del árbol de caucho (Li et al., 2014). 
Además, recientemente se ha estudiado la enzima procedente de lechuga (Lactuca 
sativa, Zlotek y Gawlik-Dziki, 2015), de la morácea Artocarpus heterophyllus (Tao et 
al., 2013), de patata (Cheng et al., 2014), mango o melocotón de los trópicos (Palma-
Orozco et al., 2014) y de Ataulfo mango (Cheema y Sommerhalter, 2015). También se 
ha publicado la estructura cristalizada de tirosinasa de hojas del nogal Juglans regia 
(Zekiri et al., 2014) y se han cristalizado dos catecol oxidasas, una del boniato 
Ipomoea batatas (Klabunde et al., 1998) y la otra procedente de la uva Vitis vinifera 
(Virador et al., 2010a; 2010b). 

Debido a la dificultad de extracción y purificación se han propuesto distintas 
formas enzimáticas para tirosinasa de hongos y plantas superiores. Así, tirosinasa de 
champiñón se ha descrito con una estructura tetramérica con un peso molecular de 
120 KDa, compuesta por dos subunidades de ≈ 43 KDa (subunidad pesada o H) y dos 
subunidades de ≈ 14 KDa (subunidad ligera o L). La identidad, función y origen de la 
subunidad L es todavía desconocida (Strothkamp et al., 1976, Mayer, 2006; Schurink 
et al., 2007; Flurkey e Irlow, 2008). Igualmente, se han obtenido dos isoenzimas 
monoméricas de Agaricus bisporus de 43 KDa (Wichers et al., 1996). 

Una característica frecuente de tirosinasa de hongos y plantas es que, en 
estado nativo, existe como enzima latente que tiene que ser activada. Se ha descrito 
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activación in vivo por proteasas (Rathjen y Robinson, 1992) y se ha demostrado 
activación proteolítica in vitro (Laveda et al., 2001). También se ha demostrado 
activación in vitro por poliaminas (Jiménez-Atienzar, 1991) y detergentes, SDS 
(Laveda et al., 2000). 

Los sustratos fisiológicos de tirosinasa más importantes encontrados en frutas 
y hortalizas, aunque varían según especies y variedades, son: catecoles y derivados, 
las catequinas (catequina, epicatequina, galocatequinas, etc.), derivados del ácido 
cinámico (ácido clorogénico, ácido p-cumárico, ácido caféico, etc.), derivados del ácido 
benzoico (ácidos protocatéquico, vanílico, siríngico, etc.), flavonas, flavonoides, 
antocianidinas, etc. (Vámos-Vigyázó, 1981).  

Respecto a su localización, se trata de una enzima intracelular localizada en el 
cloroplasto, mitocondria, microsoma, peroxisoma y citoplasma (Mayer y Harel, 1979; 
Zawistowski et al., 1991; Mayer, 2006), aunque suele estar fundamentalmente ligada a 
la membrana tilacoidal en el cloroplasto. El nivel y localización predominante de 
tirosinasa en la célula, en plantas, depende de la especie, variedad, madurez y edad 
(Vámos-Vigyázó, 1981).   

La función de tirosinasa en plantas y hongos es confusa y objeto de 
controversia (Sommer et al., 1994; Joy et al., 1995; Onsa et al., 2000; Mayer, 2006), 
debido a características propias del sistema enzimático como su doble actividad y a la 
complejidad de extracción y purificación (Robb, 1984; Zhang et al., 1999; Nagai y 
Suzuki, 2001). Tirosinasa en hongos y plantas participa, entre otros, en los siguientes 
procesos:  

- Procesos biosintéticos, como la síntesis de betalaínas (Steiner et al., 1999; 
Strack et al., 2003; Sullivan, 2015) o la hidroxilación de tiramina a dopamina, que en 
presencia de ácido betalámico puede formar dopaminobetaxantina, y esta 
posteriormente puede rendir 2-descarboxi-betanidina (Gandía-Herrero et al., 2005) 
(Esquema 1). 

- Resistencia de plantas al estrés y patógenos (Thipyapong et al., 2004; Li y 
Steffens, 2002). La Figura 1 muestra la relación entre los niveles variables de la 
actividad de tirosinasa y algunas de sus funciones. 

- Pardeamiento enzimático de frutas y hortalizas, proceso que lleva consigo 
una pérdida de su aroma y sabor. El pardeamiento también se produce por reacciones 
no enzimáticas entre aminas, péptidos o proteínas con azúcares reductores 
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(reacciones de Maillard). Se han desarrollado numerosas estrategias para disminuir 
este proceso (Noble y Burton, 1993; Nicolas et al., 1994; Soliva et al., 2003; Queiroz et 
al., 2011). 

- Defensa frente a herbívoros (Wang y Constabel, 2004; Christopher et al., 
2004). Aunque esta función parece evidente, la secuencia de reacciones es compleja, 
implica expresión genética, formación de enzima, activación de enzima y liberación del 
sustrato. 

- Patogenicidad y reacciones de defensa de hongos (Score et al., 1997; Soler-
Rivas et al., 2000).  
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Esquema 1. Mecanismo propuesto para la actividad monofenolasa y difenolasa de 
tirosinasa adaptada para betaxantinas, en analogía al mecanismo para compuestos no 
betalaínicos (Sánchez-Ferrer et al., 1995). M, monofenol (tiramina-betaxantina); D, 
difenol (dopamina-betaxantina); mE , metatirosinasa o forma oxidada de tirosinasa con 
Cu2+-Cu2+ en el sitio activo; dE , desoxitirosinasa o forma reducida con Cu+-Cu+ en el 
sitio activo y oxE , oxitirosinasa o forma oxidada y oxigenada con Cu2+-Cu2+ en el sitio 
activo (Gandía-Herrero et al., 2005). 
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Familia de genes de tirosinasa

Genes constitutivos Genes inducibles

Expresión de genes específicos de tejidos Expresión de genes específicos de tejidos

Inducción por
EstrésPatógenosHerbívorosMetil jasmonato

Expresión de la proteína de tirosinasa

Latente Activa

Actividad de tirosinasa en tejidos

Oxidación de compuestos fenólicos

Resistencia aumentada a herbívoros y patógenos

Activación

 
Figura 1. Representación entre los niveles variables de la actividad de tirosinasa y 
algunas de sus funciones (Mayer, 2006).  
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1.1.3. Tirosinasa de artrópodos. 
La tirosinasa o también llamada fenoloxidasa (PO) de insectos, se encuentra 

soluble en la hemolinfa, en contacto con sus sustratos, por lo que está en forma de 
proenzima y se activa, cuando se requiere, por mecanismos regulados como son la 
proteólisis limitada (Söderhäll et al., 1990; Hall et al., 1995; Asano y Ashida, 2001). 

 Recientemente se ha cristalizado la pro-fenoloxidasa (ProPO) de Manduca 
sexta a una resolución de 1.97 Å, (Li et al., 2009). Se trata de un heterodímero 
consistente en dos polipéptidos homólogos, cada uno con un sitio activo tipo-3. En un 
extracto de cutícula del gusano de seda Bombyx mori, se ha demostrado la existencia 
de dos isoformas de pro-tirosinasa, las cuales presentan pequeñas variaciones en 
cuanto a su movilidad electroforética (Asano y Ashida, 2001). 

Esta enzima está implicada en la ruta de biosíntesis de melaninas en insectos y 
otros artrópodos, que difiere de la de mamíferos en cuanto a enzimas y sustratos que 
intervienen. La enzima de mamíferos que inicia la melanogénesis, tirosinasa, en 
insectos se denomina fenoloxidasa y existe una dopacromo isomerasa 
(decarboxilante) en lugar de la dopacromo tautomerasa (Sugumaran, 2002; 2010). 
Con respecto a los sustratos, fenoloxidasa utiliza fundamentalmente dopamina y N-
acetildopamina (Sugumaran, 2002), necesarias para los procesos de esclerotización. 
Además, las melaninas de insectos son polímeros de 5,6-dihidroxiindol y las de 
mamíferos son mezclas de 5,6-dihidroxiindol y de ácido 5,6-dihidroxiindol-2-caboxílico. 

La importancia de las melaninas en insectos es amplia y está relacionada con 
procesos de camuflaje, esclerotización de la cutícula, respuesta inmune y curación de 
heridas (Sugumaran, 2002; Abebe et al., 2010). 

Los primeros estudios llevados a cabo sobre el proceso de esclerotización 
concluyen que las o-quinonas generadas por tirosinasa son las principales 
desencadenantes del proceso (Pryor, 1940). En la ruta propuesta, L-tirosina es 
hidroxilada a L-dopa, que sufre una descarboxilación y da dopamina, que reacciona 
con acetil-CoA y conduce a la formación de N-acetildopamina (NADA). 
Posteriormente, por acción de tirosinasa, NADA se convierte en NADA-quinona 
(NADAQ) (Esquema 2). NADAQ reacciona con sitios puntuales de las cadenas de 
proteínas (intermoleculares).  Tras reaccionar con grupos ε-amino de lisinas se 
produce un difenol sustituido, que es oxidado no enzimáticamente por NADQ a la 
forma quinónica. Posteriormente, la sustitución con otro residuo de la cadena de 
proteína da lugar a la formación de esclerotina, una molécula proteica entrecruzada. 
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Esquema 2. Ruta propuesta para la intervención de tirosinasa en el proceso de 
esclerotización. Los pasos 1-4 están catalizados enzimáticamente, pudiendo estar 
implicada tirosinasa (Pryor, 1940). 

 
Adicionalmente, en invertebrados se produce la activación de profenoloxidasa a 

fenoloxidasa en presencia de patógenos. Además, se ponen de manifiesto otras 
reacciones inmunes como la generación de factores con actividad antimicrobiana o 
citotóxica (Cerenius y Söderhäll, 2004). Este mecanismo se ha demostrado en la 
infección del camarón Penaeus monodon por Vibrios furnissii (Subramanian et al., 
2014). 
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1.1.4. Tirosinasa de mamíferos. 
La tirosinasa de mamíferos es una glicoproteína con diversos azúcares unidos 

en residuos de asparragina. En los polirribosomas se produce la síntesis de la parte 
proteica y posteriormente es trasladada al retículo endoplasmático y al aparato de 
Golgi donde sufre diferentes modificaciones estructurales. En este procesado se 
incorpora una molécula de ácido siálico y cuatro azúcares (manosa, glucosamina, 
galactosa y fructosa) por cada molécula de tirosinasa (Ferrini et al., 1987). Con este 
procesado post-traduccional tirosinasa pasa de tener 55000 daltons y un punto 
isoeléctrico (pI) de 4.2, a ser una molécula de 70000 daltons con un pI de 3.3 (Burnett, 
1971; Hearing et al., 1981; Laskin y Piccinini, 1986). Posteriormente la enzima es 
transportada en vesículas a los melanosomas, donde participa en la ruta de biosíntesis 
de las melaninas unida a la membrana de los melanosomas (Hearing y Jiménez, 
1987).  En concreto, tirosinasa cataliza la  conversión de L-tirosina a L-dopa y este 
último a o-dopaquinona (Hearing y Ekel, 1976; Hearing et al., 1981). Posteriormente, 
o-dopaquinona a través de una serie de reacciones no enzimáticas da lugar a distintos 
tipos de melaninas. 

En organismos inferiores y plantas, tirosinasa es la única enzima que controla 
la síntesis de melaninas, sin embargo, en animales, la duplicación del gen de 
tirosinasa da dos genes que codifican las proteínas relacionadas con tirosinasa 
(TRPs), de gran similitud con esta última (Figura 2) (Jackson, 1994; Olivares y Solano, 
2009), aunque con diferentes funciones y capacidades catalíticas (Hearing y 
Tsukamoto, 1991; del Marmol y Beerman, 1996). 

Estas proteínas dirigen los intermedios quinónicos a un polímero más ordenado 
y estructuralmente diverso. TRP-2, también llamada dopacromo tautomerasa, cataliza 
el reagrupamiento no descarboxilativo de dopacromo a ácido 5,6-dihidroxiindol-2-
carboxílico (DHICA) (Aroca et al., 1990; Olivares y Solano, 2009). En cuanto a TRP-1, 
tiene una función que todavía está sujeta a controversia, es una enzima importante 
para el tráfico de tirosinasa hacia el melanosoma (Jimbow et al., 1997). Las funciones 
de las tres enzimas están relacionadas con el cofactor metálico que utilizan: tirosinasa 
(cobre), TRP-2 (zinc) y, probablemente, TRP-1 (cobre) (Olivares y Solano, 2009). 
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Figura 2. Representación del gen codificante para tirosinasa (Tyr), y proteínas 
relacionadas con tirosinasa 1 y 2 (Tyrp1 y Tyrp2). La posición y numeración de los 
dominios correspondientes de estas proteínas en ratón son: SP, péptido señal; Cys, 
segmentos ricos en cisteína; Cu o Me, dominios de unión de cobre o metal; TM, 
fragmento transmembrana  (Olivares y Solano, 2009). 
 
1.1.4.1. Melanocitos e histología de la melanogénesis. 

La piel es el órgano más extenso del cuerpo humano, cubre un área 
aproximada de 1.5 a 2 m2 y su función principal es proteger el medio interno de 
agentes externos y establecer una comunicación entre medio interno y externo. Está 
formada por varias capas: la epidermis (capa más externa, epitelio escamoso 
estratificado queratinizado), la dermis (tejido fibroelástico de sostén), y la hipodermis 
(tejido adiposo) (Young y Heath, 2000). La dermis está constituida por fibrobastos 
principalmente, mientras que en la epidermis se encuentran gran variedad de tipos 
celulares, como los queratinocitos, células de Merkel, células dendríticas y los 
melanocitos, células muy específicas cuya función principal es la síntesis de 
melaninas. Además, existen anejos epiteliales especializados como las glándulas 
sebáceas, glándulas sudoríparas y folículos pilosos. En la Figura 3 aparecen 
representadas las distintas capas de la piel y un detalle de la unión dermoepidérmica 
en la que se pueden observar los melanocitos con sus dendritas y la transferencia de 
gránulos de melanosoma.  

Las células precursoras de los melanocitos son los melanoblastos, que tienen 
origen neuroectodérmico y migran a la epidermis durante el desarrollo embrionario, 
distribuyéndose entre las capas basales. Los melanocitos son células pequeñas con 
unas prolongaciones dendríticas que van cargadas de gránulos de melanina o 
melanosomas maduros, donde se encuentra la enzima tirosinasa (Figura 3). El 
melanocito, además, posee un núcleo pequeño y una estructura denominada complejo 
de GERL, en el que participan el aparato de Golgi, el retículo endoplasmático y los 
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lisosomas (Novikoff et al., 1971). Cada melanocito contacta con 30-40 queratinocitos 
constituyendo lo que se denomina “unidad epidérmica de melanina”. Una vez la 
melanina es sintetizada en el melanosoma es transferida a queratinocitos vecinos. El 
melanosoma es un orgánulo muy importante ya que mantiene en su interior a los 
intermedios de la melanogénesis, que son compuestos muy reactivos y citotóxicos 
(Pawelek y Lerner, 1978). El tamaño, número y distribución de melanosomas son 
factores importantes a la hora de determinar el grado de pigmentación (Hearing, 
1999). Es interesante recalcar que el número de melanocitos es prácticamente igual 
en todas las razas humanas, y que las diferencias en el color de la piel se deben 
principalmente a la cantidad de pigmento que producen los melanocitos y transfieren a 
queratinocitos circundantes (Toda et al., 1973; Hearing, 1999). 
 

 
 
Figura 3. Capas de la piel y detalle de la unión dermoepidérmica. Unión del 
melanocito con sus dendritas y queratinocitos. Transferencia de gránulos de 
melanosoma (Young y Heath, 2000). 

 
No se tiene mucha información sobre la transferencia del melanosoma 

(Hearing, 2005), pero se ha observado que la asociación del melanosoma con 
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microtúbulos y filamentos de actina, vía proteínas motoras como quinesina, dineina y 
miosina V, es importante para el movimiento del mismo y la transferencia a 
queratinocitos (Provance et al., 1996; Wu et al., 1997; Lambert et al., 1998; Hara et al., 
2000; Sharlow et al., 2000; Vancoillie et al., 2000a; 2000b). La hidrolasa ácida 
lisosomal de los queratinocitos participa en la degradación de melanosomas.  

En el proceso de bronceado natural de la piel se produce un aumento del 
número de melanocitos en el estrato basal de la epidermis, aumento del tamaño y 
número de melanosomas, incremento de la dendricidad de los melanocitos, aumento 
del transporte de melanosomas de los melanocitos a los queratinocitos e incremento 
en la proliferación de los queratinocitos (Jimbow et al., 1991; 1993).  

 
1.1.4.2. Tipos de melaninas. 

Las melaninas son compuestos ampliamente distribuidos en la naturaleza, en 
toda la escala filogenética. Se trata de polímeros polifenólicos heterogéneos de 
diversos colores, desde amarillo hasta negro. El estudio de sus propiedades físicas y 
químicas ha llevado al descubrimiento de tres tipos distintos (Prota, 1988; Lamoreux et 
al., 2001): 

- Eumelanina: pigmento de color marrón a negro, insoluble, de estructura 
polimérica nitrogenada formada a partir de unidades indólicas. Es el 
principal responsable de la pigmentación de la piel y también puede 
encontrarse en el pelo. 

- Feomelanina: pigmento de color amarillo a pardo-rojizo, caracterizado por 
su alto contenido en azufre. Soluble en bases fuertes. Es responsable de 
algunos tipos de coloraciones de cabello y labios entre otros. 

- Tricocromo: pigmento fenólico de bajo peso molecular, soluble en álcalis. 
Contiene el cromóforo -bi-(1,4-benzotiazina). 

- Mezclas: Muchas de las melaninas de mamíferos son mezclas de 
eumelaninas y feomelaninas en proporciones variables. 

En la Figura 4 se muestra el esquema de biosíntesis de eumelaninas y 
feomelaninas. Como se observa en la figura, tirosinasa participa en las dos vías de 
biosíntesis mientras que TRP-1 y TRP-2 (DCT) sólo en la síntesis de eumelaninas. La 
radiación ultravioleta, α-MSH, ASP (Proteína Señalizadora Agouti), modulan la 
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expresión de reguladores de los genes que sintetizan feomelaninas / eumelaninas. Se 
ha descrito la interacción de α-MSH y ASP como crucial para producir eumelanina o 
feomelanina (Bhardwaj y Luger, 1994; Barsh, 1996; Hartmeyer et al., 1997). En 
humanos, el grado de pigmentación de la piel y el pelo depende, además del tamaño, 
número y distribución de melanosomas, de la naturaleza química de las melaninas que 
contienen (Hearing, 1999). 

 

 
Figura 4. Síntesis de eumelaninas y feomelaninas. MC1R, receptor de la hormona 
estimulante de melanocitos; péptido de señalización Agouti, ASIP (en humanos) y ASP 
(en ratones); α-MSH, hormona estimulante de melanocitos (Nasti  y Timares, 2015). 
 
1.1.4.3. Papel de tirosinasa en la melanogénesis. 

Las tres metaloenzimas tirosinasa, TRP-1 y TRP-2 están implicadas en el 
control catalítico de la melanogénesis en mamíferos (Jimbow et al., 1994), siendo 
tirosinasa la más importante de las tres. Estas enzimas se sintetizan en el ribosoma, 
sufren modificaciones post-traducionales en el retículo endoplásmico (formación de 
puentes disulfuro, N-glicosidación y oligomerización de proteínas) y son transportadas 
al aparato de Golgi, donde sufren más modificaciones y posiblemente adquieren el 
metal que actúa como cofactor. Posteriormente se empaquetan en vesículas hacia el 
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melanosoma. La proteína en el melanosoma tiene tres dominios, uno interno cuyos 
residuos están libres en el interior, uno transmembrana y otro citoplásmico (Park y 
Gilchrest, 1999). La proteína quinasa C β (PKC-β) se requiere como señal para la 
activación de tirosinasa (Park y Gilchrest, 1999), a través de la fosforilación de los 
residuos serina en el dominio citoplásmico C-terminal. 

La melanogénesis comienza con la hidroxilación, por oxígeno molecular de 
monofenoles (L-tirosina) y la oxidación de o-difenoles (L-dopa), dando lugar a su 
correspondiente o-quinona (o-dopaquinona). Las o-quinonas son el intermedio clave 
en la ruta de la melanogénesis y evolucionan  a través de reacciones no enzimáticas  
hacia la formación de melaninas (Robb, 1984). Se han descrito tres rutas de evolución: 

1. Ciclación de o-dopaquinona a leucodopacromo que es oxidado a 
dopacromo y posteriormente da lugar a eumelaninas. 

2. Adición de compuestos tiólicos a o-dopaquinona, dando lugar a 
feomelaninas y tricocromos. 

3. Adición de agua al anillo quinónico, formando compuestos trihidroxilados, 
que posteriormente son oxidados y evolucionan hasta polímeros. 

 
Síntesis de eumelaninas 
La o-dopaquinona sufre una ciclación espontánea, previa desprotonación del 

grupo amino, para generar ácido 5,6-dihidroxiindolil-2-carboxílico (leucodopacromo). A 
continuación hay una reacción redox espontánea y muy rápida entre leucodopacromo 
y o-dopaquinona, que origina dopacromo y regenera L-dopa (Esquema 3) (Lerner y 
Fitzpatrick, 1950; García-Cánovas et al.,1982; Serna-Rodríguez et al., 1990; García-
Moreno et al., 1991; Rodríguez-López et al., 1991a). Posteriormente, dopacromo se 
transforma lenta y espontáneamente en 5,6-dihidroxiindol (DHI), que se oxida a 5,6-
indolquinona (IQ), en una reacción donde podría intervenir tirosinasa (Körner y 
Pawelek, 1980) o TRP-1 (Solano et al., 1994). La IQ es un compuesto muy reactivo, 
que puede reaccionar con intermedios de la ruta, principalmente con DHI (Lambert et 
al., 1989), para dar lugar a un proceso polimerizante que conlleva la formación de 
eumelaninas (Esquema 4). 
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Esquema 3. Rutas propuestas para la oxidación de tirosina hasta dopacromo 
catalizada por tirosinasa a diferentes valores de pH. E = tirosinasa. A valores de pH > 
4.0 predomina la contribución de la ruta de ciclación (A), mientras que a valores de pH 
< 4.0 participan significativamente las rutas de ciclación y de hidroxilación (A y B) 
(García-Cánovas et al., 1982). 
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Esquema 4. Rutas de evolución de dopacromo (Lambert et al., 1989). Las etapas 1, 4, 
5 y 6 son espontáneas, mientras que las 2 y 3 podrían estar catalizadas 
enzimáticamente. En la etapa 2, la enzima implicada sería la dopacromo tautomerasa 
(TRP-2) (Barber et al., 1984; Jiménez-Cervantes et al., 1994), mientras que en la 3 
sería tirosinasa o TRP-1 (Körner y Pawelek, 1982; Olivares et al., 2001). 

 
TRP-2 o dopacromo tautomerasa cataliza la reacción 2 y consigue por un lado 

la aceleración de la ruta de biosíntesis de melaninas (Jiménez-Cervantes et al., 1994, 
2001) y por otro afecta a las propiedades del pigmento melánico (Orlow et al., 1992; 
Kushimoto et al., 2001). La desviación de la ruta hacia la formación de DHICA evita la 
generación de compuestos citotóxicos como el DHI que puede incorporarse en el ADN 
provocando mutaciones puntuales (Miranda et al., 1987; Olivares et al., 2001). En la 
ruta de biosíntesis de melaninas se ha demostrado la formación de peróxido de 
hidrógeno (Muñoz-Muñoz et al., 2009b).  
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Síntesis de feomelaninas 
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Esquema 5. Ruta de formación de feomelaninas (Prota, 1980). 
 

La existencia de compuestos con grupos tiólicos en el medio de reacción 
desvía la ruta de biosíntesis de melaninas desde o-dopaquinona hacia feomelaninas 
(Prota, 1988; Kondo y Hearing, 2011). La primera etapa en la biosíntesis de 
feomelaninas es la adición reductiva de cisteína a o-dopaquinona que da lugar a dos 
isómeros de cisteinildopa (CD), 2-cisteinildopa y 5-cisteinildopa, siendo más favorable 
la posición 5. La segunda etapa es una reacción redox entre CD y o-dopaquinona que 
origina cisteinildopaquinonas y dopa, y la tercera etapa corresponde a la ciclación de 
estas cisteinildopaquinonas y posterior deshidratación para originar o-quinoneiminas 
(Napolitano et al., 2000). Las o-quinoneiminas se reagrupan con o sin descarboxilación 
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para formar intermedios de 1,4-benzotiazinas las cuales, finalmente, polimerizan para 
dar las feomelaninas (Wakamatsu et al., 2009; Greco et al., 2009) (Esquema 5). En la 
formación de feomelaninas no intervienen TRP-1 ni TRP-2, solo tirosinasa. 

 

1.1.4.4. Regulación de la melanogénesis. 
 Son distintos los factores que participan en la regulación de la melanogénesis, 
a continuación se describen algunos de ellos: 

A. Radiaciones ultravioleta. 
   

 
Figura 5. Espectro electromagnético (Maverakis et al., 2010). 
 
 Exposiciones repetidas a radiación ultravioleta (Figura 5) producen un 
incremento de melaninas (Miyamura et al., 2007).  Estas radiaciones, tienen dos 
efectos sobre la pigmentación:  
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 Tipo A (UVA, λ = 320-400 nm): producen una pigmentación inmediata, tras 
unos segundos de exposición, resultado de la translocación del melanosoma desde el 
área perinuclear al área de las dendritas. 
 Tipo B (UVB, λ = 280-320 nm): tras dos o tres días de exposición incrementan 
el número de melanocitos y el número de melanosomas en dichos melanocitos y 
queratinocitos. Su efecto es más tardío. Esta radiación es absorbida por el ADN celular 
de forma directa, con la consecuente formación de fotoproductos de ADN, como 
dímeros de timina (Hearing y Jiménez, 1987). 
 La proteína supresora de tumores p53 también participa activando la 
melanogénesis tras la exposición a la luz UV, mediante la estimulación de la expresión 
de proopiomelanocortina (POMC) en queratinocitos epidérmicos. POMC es 
fragmentada y produce la hormona estimulante de los melanocitos (α-MSH), que es 
liberada por los queratinocitos y estimula a los melanocitos a través de su unión al 
receptor de melanocortina 1 (MC1R). Esto conduce a la elevación de los niveles de 
AMPc en los melanocitos induciendo el aumento de la expresión del factor de 
transcripción MITF (factor de transcripción asociado a microftalmia), que a su vez 
induce la expresión de los genes responsables de la síntesis de melanina y biogénesis 
de melanosomas. La melanina es sintetizada, empaquetada en los melanosomas y 
transportada hacia los queratinocitos, que disponen los melanosomas alrededor de su 
núcleo, para proteger su ADN de la luz UV (Figura 6) (Cui et al., 2007; Oren y Bartek, 
2007; Garibyan y Fisher, 2010).  
 Los niveles de ARNm de tirosinasa aumentan a través de un mecanismo 
dependiente de p53 cuando células de melanoma en cultivo son irradiadas con luz UV 
(Khlgatian et al., 2002; Kondo y Hearing, 2011). 
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Figura 6. Estimulación de la síntesis de melanina por los melanocitos ante la radiación 
UV, papel de p53 (Oren y Bartek, 2007).     

 
B. PKC-β y activación de tirosinasa. 
Esta proteína quinasa regula la actividad de tirosinasa por fosforilación de 

residuos de serina del dominio citoplasmático (Park et al., 1993; 1999). PKC-β 
activada se encuentra en la membrana melanosomal de los melanocitos (Park et al., 
1999). En la Figura 7 se muestra un esquema de la activación de tirosinasa por PKC-
β. La radiación UV y los receptores activados de la superficie celular tras la unión con 
sus respectivos ligandos (Endotelina-Receptor de endotelina 1 y Norepinefrina-α1-
adrenoreceptor) liberan diacilglicerol (DAG) desde la membrana de la célula.  PBC-β 
es activada por DAG y esta PBC-β activada (PBC-βa) se une al receptor de la C-
quinasa I (RACK-1) (Mochly-Rosen, 1995) formando el complejo PBC-βa-RACK-1, que 
se transfiere al melanosoma y fosforila los residuos de serina de tirosinasa, 
activándola (Park et al., 2004; 2009). 
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Figura 7. Activación de tirosinasa por PKC- (Park et al., 2009). 
 

La fosforilación de tirosinasa parece que conduce a la formación de complejos 
entre tirosinasa y TRP-1 (Wu y Park, 2003), que estabilizan a tirosinasa y hacen que 
aumente su actividad enzimática (Kobayashi et al., 1998). Los melanocitos expresan 
tanto receptores 2 como 1 adrenérgicos (Gillbro et al., 2004; Grando et al., 2006). El 
receptor 1 interactúa con norepinefrina derivada del melanocito e incrementa el nivel 
de DAG (Kauser et al., 2003; Grando et al., 2006), de este modo se induce la 
melanogenesis dependiente de la PKC-. Los queratinocitos producen epinefrina que 
se une a los receptores 2 de los melanocitos y aumentan los niveles de AMPc 
conduciendo a la síntesis de melaninas (Grando et al., 2006). 

 
C. Principales rutas señalizadoras asociadas a tirosinasa, TRP-1 y TRP-2. 
La expresión de tirosinasa, TRP-1 y TRP-2 está regulada por el factor de 

transcripción asociado a microftalmia (MITF) mediante la unión a elementos consenso 
en promotores génicos (Yasumoto et al., 1997, Goding, 2000; Park et al., 2006). MITF 
es regulado por factores ambientales como la luz UV y por otros factores secretados 
por queratinocitos, fibroblastos y otras células (Yamaguchi et al., 2007; Kondo y 
Hearing, 2011).  Existen tres rutas principales implicadas en la regulación de la 
melanogénesis, en las que participa MITF (Figura 8) (Pillaiyar et al., 2015): 
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1. Ruta de señalización dependiente de cAMP: el receptor de Melanocortina 1 
(MC1R), controlador clave de la producción de melanina en melanocitos, está 
positivamente regulado por la hormona estimulante de melanocitos (α-MSH) y 
negativamente por la proteína señalizadora agouti (ASP) (Busca y Ballotti, 2000). Una 
vez α-MSH estimula MC1R, resulta en la producción de cAMP por la activación de 
adenilil ciclasa (AC). cAMP activa a la proteína quinasa A (PKA), que a su vez activa la 
expresión génica de MITF vía fosforilación de la proteína de unión al elemento de 
respuesta de cAMP (CREB) (Pawelek et al., 1975; Shibahara et al., 2001; Saito et al., 
2003; Widlund y Fisher, 2003). Finalmente, MITF regula la transcripción de genes 
cruciales que codifican proteínas relacionadas con la melanogénesis (MRPs) mediante 
interacciones con cajas M y E presentes en las regiones promotoras  de tirosinasa 
(TYR), TRP-1 y TRP-2 (Figura 8). Además de α-MSH, otros péptidos derivados de 
POMC como β-MSH y la hormona adrenocorticotrópica, también estimulan la 
melanogénesis por la misma vía.  
 

2. Ruta WNT o β-catenina: WNTs son glicoproteínas secretadas ricas en cisteína 
con funciones importantes en el desarrollo embrionario, especialmente en células de la 
cresta neural como los melanocitos (Ikeya et al., 1997; Dorsky et al., 1998). En esta 
ruta, WNT se une al receptor acoplado a proteína G (llamado Frizzled) y conduce a la 
inactivación de la glucógeno sintasa quinasa 3β (GSK-3β), seguido de una 
acumulación de β-catenina y su traslocación al núcleo, donde forma un complejo con 
el factor potenciador linfoide (LEF) y el factor de células T (TCF) e incrementa la 
expresión del gen MITF (Cadigan y Nusse, 1997; Eastman y Grosschedl, 1999). Un 
aumento en el nivel de β-catenina nuclear, incrementa la expresión de MITF, que 
estimula la melanogénesis (Widlund et al., 2002) (Figura 8). 

 
3. Ruta de señalización ERK: también conocida como ruta de señalización MAPK, 

implica muchas proteínas, incluyendo MAPK (proteínas quinasas activadas por 
mitógenos). La señal comienza cuando la molécula señalizadora SCF (factor de 
células madre) se une al receptor c-Kit sobre la superficie celular, donde Ras activa a 
la quinasa B-raf y por consiguiente a las MAP quinasas ERK1 y ERK2. Las MAP 
quinasas fosforilan a MITF dando lugar a su ubiquitinación y degradación, eliminando 
de este modo el mayor regulador transcripcional de la expresión de genes MRP 
(proteínas relacionadas con la melanogénesis) (Englaro et al., 1998; Busca y Ballotti, 
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2000; Jordan y Jackson, 2000) (Figura 8). La activación del oncogen Ras inhibe la 
melanogénesis en melanocitos normales y malignos (Tsukamoto et al., 1992; Englaro 
et al., 1998). Además, el papel importante de c-Kit en la ruta ERK ha sido destacado 
en algunos informes (Hemesath et al., 1998; Kim et al., 2003). 
 

 
Figura 8. Regulación de la melanogénesis a través de las tres principales rutas de 
señalización (Te-Sheng, 2012; Pillaiyar et al., 2015). 
 

Otros factores reguladores de la melanogénesis que destacan son: 
  - Endotelina-1 (ET-1), que activa tirosinasa, aumenta los niveles de TRP-1 
(Yada et al., 1991; Imokawa et al., 1992) y estimula la proliferación de melanocitos y la 
formación de dendritas (Hara et al., 1995). ET-1 aumenta los niveles de MC1R e 
incrementa su afinidad por α-MSH (Funasaka et al., 1988; Tada et al., 1998). 

- Mediadores inflamatorios como leucotrienos B4 y C4, que incrementan la 
síntesis de melaninas y estimulan la proliferación de melanocitos y su motilidad (Norris 
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et al., 1998), histamina, que produce dendricidad y regulación positiva  de los niveles 
de tirosinasa (Gantz et al., 1991; Yoshida et al., 2000), o la prostaglandina 2α 
(PGF2α), que estimula la dendricidad en melanocitos y la expresión y actividad de 
tirosinasa (Scott et al., 2004; 2005). 

- Otros como bFGF (factor de crecimiento fibroblástico básico), que es 
mitógeno de melanocitos (Halaban et al., 1987; 1988), el factor de crecimiento de 
queratinocitos (miembro de la familia FGF), que promueve la transferencia de 
melanosomas desde melanocitos a queratinocitos (Cardinali et al., 2005), el óxido 
nítrico, que aumenta la actividad de tirosinasa (Roméro-Graillet et al., 1997) y es 
producido por melanocitos y queratinocitos en respuesta a citoquinas antiinflamatorias 
(Heck et al., 1992; Bécherel et al., 1994; Joshi et al., 1996; Fecker et al., 2002) y la 
irradiación UV (Roméro-Graillet et al., 1997). 
 

D. pH del melanosoma. 
El pH de los melanosomas es clave para determinar el color de la piel, y esto 

es debido a su efecto sobre la actividad catalílica de tirosinasa, que es la enzima que 
cataliza la etapa limitante en la melanogénesis. Esta enzima se encuentra en 
melanocitos en la membrana de los melanosomas. Se observó que en melanocitos de 
caucásicos (individuos de piel blanca) tirosinasa es inactiva, mientras que en 
melanocitos de individuos de piel oscura tiene una alta actividad catalítica.  

Estudios en los que se trataron los melanocitos de caucásicos y de individuos 
de piel oscura con distintos compuestos como el compuesto lisosomótropico cloruro 
amónico, los ionóforos nigericina y monesina y la bafilomicina (antibiótico inhibidor 
específico de V-ATPasa) (Shin et al., 2014) resultaron en un rápido incremento en la 
actividad de tirosinasa en caucásicos, sin observar cambios en la actividad en 
melanosomas de individuos de piel oscura. Por otro lado, al teñir melanocitos de 
caucásicos con la base débil fluorescente naranja de acridina, se muestra que estos 
melanosomas son ácidos. Este conjunto de datos apoya un modelo para explicar la 
pigmentación de las distintas razas, que está basado en la diferencia de pH de los 
melanosomas. Así, ya que tirosinasa no es activa a pH ácido, esto llevaría consigo la 
disminución de la pigmentación en individuos caucásicos.  

Estos datos experimentales confirman que en humanos no hay diferencia en el 
número y distribución de los melanocitos entre individuos de distintas razas, sino que 
la variación en el color de la piel puede ser debida a la cantidad de melanina 



Tesis Doctoral  1. Introducción 
 

Carmen Vanessa Ortiz Ruiz 
 

       29 

sintetizada por el mismo número de melanocitos (Staricco y Pinkus, 1957; Szabó, 
1967). Estudios más recientes han demostrado que la actividad de tirosinasa en 
melanocitos de piel oscura es diez veces mayor que en los caucásicos (Iwata et al., 
1990; Abdel-Malek et al., 1993). Posteriormente se demostró que los niveles de ARNm 
correspondiente a tirosinasa y los niveles de enzima no variaron (Fuller et al., 2001).  

En la Figura 9A se puede observar cómo los niveles de expresión de V-ATPasa 
controlan el pH del melanosoma y la actividad de tirosinasa. Los melanosomas de 
melanocitos caucásicos tienen alta actividad V-ATPasa, dando lugar a un medio ácido 
en los melanosomas. A este pH, la enzima es inactiva. En cuanto a melanocitos de 
individuos de piel oscura, tienen pocas moléculas V-ATPasa en la membrana del 
melanosoma, dando lugar a un pH más neutro y una alta actividad de tirosinasa. En la 
Figura 9B se muestra cómo los niveles de intercambiadores de protones controlan el 
pH del melanosoma y la actividad de tirosinasa. En melanosomas de individuos 
caucásicos existen pocos intercambiadores de protones, de manera que no pueden 
eliminar los protones introducidos por la V-ATPasa. Sin embargo, en melanosomas de 
individuos de piel oscura existen altos niveles de intercambiadores de protones, que 
pueden sacar los protones de la organela, manteniendo un pH cercano a la neutralidad 
(Fuller et al., 2001). 

 
Figura 9. Modelos de control del pH del melanosoma y por tanto de la actividad de 
tirosinasa en individuos caucásicos y de piel oscura (Fuller et al., 2001). 
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Nuestro grupo de investigación recientemente ha llevado a cabo un estudio del 
efecto del pH sobre la actividad catalítica de tirosinasa. Estos resultados se muestran 
en los artículos que componen esta tesis doctoral.  

 
1.2. PATOLOGÍA. 
1.2.1. Alteraciones de la pigmentación.  

En humanos, las variaciones en el color de la piel vienen determinadas por la 
madurez de los melanosomas y no por el número de melanocitos. La relación de 
melanocitos/células basales varía dependiendo de la región del cuerpo, pero no 
dependiendo del origen étnico.   

Los desórdenes de hipopigmentación se deben a una deficiencia de melanina 
(hipomelanóticos o amelanóticos) o a una reducción o ausencia del número de 
melanocitos (hipomelanocíticos o amelanocíticos).  En cuanto a la hiperpigmentación, 
se puede producir por un exceso de melanina pero con población melanocítica normal 
(hipermelanoticos) o una proliferación melanocítica aumentada y melanina nomal 
(hipermelanocíticos) (Dessinioti et al., 2009).  
 
1.2.1.1. Hiperpigmentación. 
- Hiperpigmentación localizada adquirida: 
 El melasma (del griego, mancha negra) es una lesión adquirida de 
hiperpigmentación marrón clara u oscura en zonas expuestas, sobre todo en la cara, 
que afecta a millones de personas a nivel mundial (Grimes, 2005) (Figura 10). Es más 
común en mujeres que en hombres (Katsambas et al., 2003). Son diversos los factores 
que pueden desencadenar este tipo de lesiones, siendo los más importantes la 
exposición a la luz solar y la predisposición genética. El embarazo, disfunción tiroidea, 
hormonas exógenas, cosméticos y determinados fármacos fototóxicos también pueden 
producir melasma (Sheth y Pandya, 2011).  
 Los tipos histológicos más comunes son epidérmico (cuando afecta a estratos 
basal y suprabasal de la epidermis) y dérmico (cuando la melanina se deposita en 
macrófagos perivascularesde de los plexos vasculares). 
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Figura 10. Melasma moderado (Cestari et al., 2014). 
 
- Hiperpigmentación localizada congénita: 
 Se trata de las conocidas como manchas café con leche, lesiones beningnas 
muy frecuentes que se pueden presentar de forma aislada o única, no se asocian con 
enfermedad sistémica, o de forma diseminada o múltiple, pudiendo ser marcador de 
síndromes genéticos como la neurofibromatosis (Figura 11) (Landau y Krafchilk, 1999; 
Pérez Hernández et al., 2010). 
 

 
Figura 11. Manchas café con leche en paciente con neurofibromatosis (Pérez 
Hernández et al., 2010).  
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- Otras alteraciones hiperpigmentarias comunes son, entre otras, las conocidas 
manchas en la piel que se presentan en distintas patologías como el léntigo o efélides 
(Figura 12) y nevus.  

 
Figura 12. Efélides en rostro. 
 
1.2.1.2. Hipopigmentación. 
 Se han descrito múltiples desórdenes hipopigmentarios hasta el momento, 
entre ellos destacan el vitiligo, albinismo oculocutáneo, piebaldismo, y los síndromes 
de Waaedenburg, Tiez, Hermansky-Pudlack, Chediak-Higashi y Griscelli.  

- Vitiligo: se trata de una hipomelanosis adquirida que se manifiesta 
clínicamente por la aparición progresiva de máculas acrómicas en la piel y cabello de 
áreas afectadas, como resultado de la destrucción de melanocitos (Figura 13) (Zúñiga-
Rosales et al., 2014). Es una enfermedad multifactorial con componentes genéticos y 
ambientales (Alikhan et al., 2011). Su etiología no está bien definida, pero existe fuerte 
evidencia de que puede ser clasificada como enfermedad autoinmune (Zúñiga-
Rosales et al., 2014). Recientes estudios han demostrado que tirosinasa puede actuar 
como autoantígeno en varios desórdenes autoinmunes. Se han encontrado 
anticuerpos antitirosinasa en el suero de pacientes de vitiligo, que pueden ser 
utilizados como marcadores de la enfermedad (Baharav et al., 1996). 
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Figura 13. Manos afectadas por vitiligo. 
 
Desórdenes en la síntesis de melanina: 

- Albinismo oculocutáneo (OCA): se trata de un desorden autosómico recesivo 
causado por una pérdida completa o una reducción de la biosíntesis de melanina en 
los melanocitos (Figura 14). Se produce por una mutación en genes OCA, por ejemplo 
en el gen de la tirosinasa (Tomita et al., 1989; Kamaraj y Purohit, 2014). Existen 
distintos fenotipos para el albinismo oculocutáneo, siendo el subtipo OCA1 el más 
común en caucásicos, que supone aproximadamente el 50% de los casos de todo el 
mundo (Hutton y Spritz, 2008; Rooryck et al., 2008). OCA1 se caracteriza por una 
ausencia completa de pigmentación en la piel, el pelo y los ojos, aunque algunos 
individuos pueden mostrar algún grado de pigmentación. OCA1 también produce una 
agudeza visual reducida, fotofobia (sensibilidad a la luz) y nistagmo (movimiento 
involuntario de los ojos) (Kamaraj y Purohit, 2014). 

 

          
Figura 12. Albinismo oculocutáneo (OCA). 
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Desórdenes del desarrollo y migración de melanocitos: 
- Piebaldismo: desorden autosómico dominante raro, con manchas 

despigmentadas congénitas en frente, pecho, abdomen y extremidades, donde no se 
encuentran melanocitos (Dessinioti et al., 2009). Estas manchas pueden contener 
máculas hiperpigmentadas (Fleischman et al., 1991; Giebel y Spritz, 1991).  

- Síndrome de Waaedenburg: desorden genético autosómico dominante  
caracterizado por piebaldismo y sordera neurosensorial. La sordera está asociada con 
ausencia de melanocitos derivados de la cresta neural en la estría vascular de la 
cóclea, debido a un fallo de los melanoblastos en migrar o sobrevivir (Spritz et al., 
2003; Dessinioti et al., 2009). 

- Síndrome de Tiez: desorden autosómico dominante raro caracterizado por los 
rasgos pigmentarios de albinismo oculocutáneo (despigmentación generalizada, ojos 
azules pero no nistagmo) y sordera congénita asociada con síndrome de 
Waaedenburg (Dessinioti et al., 2009). 
 
Desórdenes en la formación de melanosomas y transferencia a queratinocitos: 

- Síndrome Hermansky-Pudlack: se trata de un grupo genéticamente 
heterogéneo de condiciones autosómicas recesivas relacionadas, descritas en 
humanos y en ratones (Dessionioti et al., 2009). Se conocen 8 genes humanos 
causantes de distintos subtipos de este síndrome (Wei, 2006). Defectos en las 
proteínas que codifican estos genes pueden afectar a la biogénesis y/o función de 
organelas intracelulares encontradas fundamentalmente en células secretoras, como 
son las células pigmentarias y las plaquetas. Es una forma de albinismo con 
desórdenes extrapigmentarios. El fenotipo pigmentario es muy variable, desde una 
mínima a una severa reducción en la pigmentación de la piel, pelo y ojos. Además 
estos pacientes sufren hemorragias prolongadas debido a anormalidades en las 
plaquetas (Wei, 2006; Dessionioti et al., 2009). 

- Síndrome de Chediak-Higashi: desorden autosómico recesivo raro 
caracterizado por albinismo oculocutáneo y un brillo plateado en el pelo. Estos 
enfermos también presentan entre otros síntomas, una tendencia al sangrado, 
deficiencia neurológica primaria progresiva y deficiencia inmune severa debido a la 
falta de función de las células NK (Natural Killer) (Dessionioti et al., 2009). Los 
melanocitos contienen melanosomas gigantes, lo que parece explicar la 
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hipopigmentación (Boissy y Nordlund, 1997). La mayoría de los casos resultan fatales, 
a menos que se traten con un transplante de médula ósea (Spritz et al., 2003). 

- Síndrome Griscelli: desorden autosómico recesivo raro caracterizado por una 
dilución pigmentaria de la piel, brillo plateado-gris del pelo, grandes agregados de 
pigmento dentro de la fibra capilar y acumulación de melanosomas de última etapa 
grandes y anormales en el centro de los melanocitos (Ménasché et al., 2003). Se 
dividen en tres subtipos, tipo I, que manifiesta albinismo y deficiencia neurológica 
primaria severa con retraso mental, tipo 2, con albinismo y asociado a defectos 
inmunes potencialmente letales (Pastural et al., 1997) y tipo 3, que solo presenta 
manifestaciones dermatológicas (Tomita y Suzuki, 2004). 
 
1.2.2. Melanoma.  
 Melanoma es el nombre genérico de los tumores melánicos o pigmentados 
derivados de melanocitos epidérmicos activados o genéticamente alterados. El 90% 
de los casos afecta a la piel, pero también puede originarse en la coroides del ojo, las 
leptomeninges y los tractos genitourinario y gastrointestinal. Se trata de un tumor muy 
invasivo con gran capacidad para metastatizar y, a pesar de ser menos frecuente que 
los cánceres de piel de tipo no melanoma, es el responsable del 75 % de las muertes 
por cáncer de piel.  
 La incidencia anual de melanoma en España se sitúa en una tasa anual 
ajustada a la población europea de 6.14 en hombres y 7.26 en mujeres, por cada 
100.000 habitantes (Cabanes Domenech et al., 2009).  
 Por lo general el riesgo de contraer melanoma maligno viene determinado por 
factores ambientales y genéticos. La exposición al sol es uno de los más comunes, así 
como la aparición de nevus (se ha descrito que el 70% de melanomas tienen nevus 
preexistente en el lugar del tumor primaro). Además, se ha descrito que el 10 % de los 
melanomas aparece en grupos familiares, como el “melanoma familiar”, producido por 
herencia autosómica dominante con penetrancia incompleta, y el síndrome del lunar 
atípico (SLA) o “síndrome del nevus displásico” (SND), por herencia autosómica 
dominante con expresión y penetrancia incompleta.  La piel blanca y pecosa esta 
asociada con un aumento del riesgo de padecer melanoma. 
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1.2.2.1. Principales rutas moleculares implicadas en la melanomagénesis. 
Entre los distintos mecanismos moleculares implicados en la producción de 

melanoma destacan los siguientes: 
Ruta dependiente de CDKN2A 
CDKN2A (inhibidor de la quinasa 2 A dependiente de ciclina) codifica dos 

proteínas supresoras de tumores: p16CDKN2A y p14CDKN2A (Kamb et al., 1994; Gil y 
Peters, 2006). En condiciones fisiológicas el sistema p16CDKN2A inhibe CDK4/CCND1, 
(quinasa dependiente de ciclina 4 /ciclina D1) que afecta a la progresión del ciclo 
celular dependiendo de la proteína RB (de susceptibilidad a retinoblastoma) (Palmieri 
et al., 2009) (Figura 15). Las princilapes alteraciones de esta ruta en el melanoma son 
la inactivación de p16CDKN2A y amplificación de CCND1. Del mismo modo, p14CDKN2A 
interfiere con la proteína MDM2 (proteína doble minuto murino 2) previniendo la 
degradación de p53 (proteína supresora de tumores) y favoreciendo su control en la 
progresión del ciclo celular (Box y Terzian, 2008) (Figura 15). La inactivación de p53 
puede ser debida a mutaciones en p14CDKN2A o al incremento de la expresión de 
MDM2, o de forma alternativa, al silenciamiento del gen TP53 (Box y Terzian, 2008; 
Palmieri et al., 2009). 

 
Ruta dependiente de MAPK 
Las moléculas NRAS y BRAF pertenecen a la ruta de transducción de señales 

MAPK (proteína quinasa activada por mitógenos), que media la respuesta de células a 
estímulos mitóticos extracelulares y juega un papel central en la regulación del 
crecimiento celular, supervivencia y proliferación celular (Palmieri et al., 2015). 
Mutaciones en NRAS (perteneciente a la familia de genes RAS) son las más 
detectadas  en melanoma (Giehl, 2005; Thompson et al., 2005; Goel et al., 2006; 
Palmieri et al., 2009). NRAS es capaz de activar a proteínas RAF y PI3K 
(fosfatidilinositol 3 quinasa) (Giehl, 2005) (Figura 15). 

BRAF (proteína perteneciente a la familia RAF) induce la activación de la 
quinasa MEK en melanocitos, que activa a ERK, efector final de la cascada MAPK 
(Figura 15). El gen BRAF está mutado en melanoma en el 40-60% de los casos. La 
mutación más prevalente (aproximadamente el 90% de los casos) se produce por la 
sustitución de un ácido glutámico con una valina en el codón 600 (BRAFV600E) 
(Michaloglou et al., 2005). Mutaciones en este gen inducen estimulación continua de la 
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proliferación celular y crecimiento de tumores, a través de la fosforilación activante de 
ERK (Palmieri et al., 2015).  
 

 
Figura 15. Principales rutas implicadas en el melanoma. Rutas asociadas con 
proliferación celular, supervivencia y diferenciación. Flechas, señales de activación; 
líneas interrumpidas, señales de inhibición; AMPK, proteína quinasa activada por 
AMP; Aurk, Aurora quinasa; BAD, BCL-2 antagonista de muerte celular; CDK4, 
quinasa dependiente de ciclina 4; CDKN2A, inhibidor de la quinasa 2 A dependiente 
de ciclina; ERK, quinasa regulada por señales extracelulares; HGF, factor de 
crecimiento de hepatocitos; MITF, factor de transcripción asociado a microftalmia; 
MEK, quinasa activada por mitógenos y regulada por señales extracelulares; PI3K, 
fosfatidilinositol 3 quinasa; PTEN, homólogo de la fosfatasa y la tensina; RB, proteína 
de retinoblastoma; TERT, telomerasa transcriptasa inversa  (Palmieri et al., 2015).  

 
Ruta dependiente de PI3K 
Como se ha visto en el apartado anterior, esta ruta depende de RAS para la 

regulación del crecimiento celular. Está constituida por la cascada de transducción de 
señales PTEN-PI3K-AKT (Giehl, 2005). En condiciones fisiológicas, PI3K aumenta los 
niveles intracelulares de los inositoles PIP2 y PIP3, mientras que PTEN 
(fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato-3-fosfatasa) los reduce (Arcaro y Guerreiro, 2007). El 
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gen PTEN (homólogo de la fosfatasa y la tensina) se encuentra mutado en una gran 
cantidad de melanomas. 

Altos niveles de PIP3 activan a la quinasa AKT (principalmente AKT3 en 
melanoma) y su sustrato mTOR, modulando la síntesis de proteínas implicadas en el 
crecimiento celular y supervivencia así como en la apoptosis. La activación de AKT 
promueve la proliferación celular a través de la inducción y estabilización de CCND1 e 
inhibe la apoptosis por inactivación de muchas proteínas pro-apoptóticas como BAD 
(BCL-2 antagonista de muerte celular) (Curtin et al., 2005; Palmieri et al., 2009) (Figura 
15). 

El efecto combinado de la inactivación de PTEN y estimulación de PI3K-AKT 
resultan en un aberrante crecimiento de células neoplásicas con adquisición de 
resistencia a la apoptosis (Palmieri et al., 2015). 

 
MITF  
MITF (factor de transcripción asociado a microftalmia) parece jugar un papel 

relevante en el melanoma (Wellbrock et al., 2008). Además de su implicación en la 
pigmentación de la piel, MITF participa en el control de la proliferación y diferenciación 
de melanocitos (Steingrímsson et al., 2004; Yajima et al., 2011). Su actividad es 
compleja, una expresión baja o nula predispone a la apaptosis, niveles intermedios 
promueven la proliferación y supervivencia celular y su sobreexpresión induce 
diferenciación celular y posteriormente ejerce un efecto anti-proliferativo (Wellbrock et 
al., 2008; Yajima et al., 2011). Los niveles intracelulares de MITF dependen del estado 
de activación del gen BRAF, ya que se ha visto que una activación constitutiva de ERK 
está asociada a la degradación de MITF (Garraway et al., 2005). Se han encontrado 
bajos niveles de MITF en melanomas invasivos y bajos niveles de este factor también 
se han asociado a un peor prognóstico y progresión clínica (Hoek et al., 2008) 
(Palmieri et al., 2015). 

 
cKIT 
El gen cKIT codifica un receptor tirosina quinasa cuyo ligando es el SCF (factor 

de células madre). Entre los efectores de la proteína cKIT se encuentran la cascada de 
las MAPK, PI3K y el factor de transcripción MITF, entre otros, por lo que la 
señalización a través de este receptor es esencial en el desarrollo, diferenciación, 
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proliferación y supervivencia celular (Hemesath et al., 1998; Grichnik et al., 2006). Se 
han detectado mutaciones activadoras y/o amplificaciones de cKIT en gran cantidad 
de melanomas. Muchas de las mutaciones en cKIT presentes en melanoma son 
mutaciones oncogénicas observadas en otros tipos de cáncer que inician una serie de 
eventos de señalización que resultan en proliferación celular y propagación del cáncer 
(Webster et al., 2006). 
 
1.2.2.2. Papel de las melaninas en el cáncer de piel. 

Las personas que tienen la piel clara son 70 veces más propensas a desarrollar 
cáncer de piel que las personas de piel oscura (Halder y Bang, 1988). Se ha descrito 
que las melaninas tienen efectos beneficiosos, ya que protegen contra daños 
generados por la radiación ultravioleta en capas más profundas (Brenner y Hearing, 
2008). Este efecto se debe principalmente a la presencia de eumelaninas, que 
dispersan y absorben entre el 50-75% de la radiación ultravioleta y eliminan los 
radicales libres generados por los rayos UV. En algunos individuos de piel clara, la 
fotoprotección está disminuida debido al aumento de la degradación de eumelanina 
por enzimas lisosomales (Szabó et al., 1969; Brenner y Hearing, 2008). 

Se realizaron estudios para comprobar si el mayor riesgo de cáncer de piel está 
asociado a una disminución de las eumelaninas o a la propia presencia de 
feomelaninas. Dichos estudios sugieren que nevus atípicos y melanomas presentan un 
mayor contenido en feomelaninas que los melanocitos normales de los mismos 
pacientes, aunque las células de melanoma tienen menos feomelanina que los nevus 
atípicos, lo que no se entiende muy bien. Algunos investigadores sugieren que la alta 
división de las células de melanoma diluye el pigmento (Pavel et al., 2004). 

Además, se ha observado que mutaciones inactivantes en MC1R (receptor de 
melanocortina) hacen que no se produzca más eumelanina y que se enriquezcan los 
melanosomas en feomelaninas, resultando en un aumento de melanoma espontáneo 
(Mitra et al., 2012). Observando que ese modelo no depende de la exposición a 
agentes carcinogénicos como la radiación ultravioleta, se propuso que el aumento de 
la melanomagénesis podría deberse a un incremento en el daño oxidativo producido 
por feomelaninas (Mitra et al., 2012). Esta idea también está de acuerdo con la 
disminución de la susceptibilidad a melanoma observada en ratones con el gen para 
tirosinasa eliminado, en los que tiene lugar una pérdida de la producción de 
feomelaninas.  
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 La síntesis de feomelaninas está asociada con el aumento en la producción de 
especies reactivas del oxígeno (ROS), por lo que lleva consigo una reducción en los 
retiradores de ROS como el glutatión (Galván y Moller, 2011; Galván et al., 2012; 
Morgan et al., 2013). Las feomelaninas también utilizan cisteína generada por el 
glutatión. La disminución en las reservas de glutatión relacionada con la síntesis de 
feomelaninas puede hacer a los melanocitos más vulnerables a sufrir daño en el ADN 
y a la inestabilidad genética.  

La formación de ROS dependiente de feomelaninas ocurre con o sin radiación 
ultravioleta (Ranadive et al., 1986; Morgan et al., 2013). Se cree que el azufre en el 
anillo aromático de feomelaninas disminuye su potencial de ionización, haciéndolas 
menos estables y más eficientes para generar radicales libres, en comparación con 
eumelaninas (Ranadive et al., 1986; Thody et al., 1991; Ancans et al., 2001; Morgan et 
al., 2013). Algunos investigadores sugieren que el zinc, que está presente en cantidad 
en el pelo rojo, puede ayudar a las feomelaninas a producir altos niveles de ROS, 
incluso en presencia de luz visible (Panzella et al., 2010; Morgan et al., 2013). La 
detección de feomelaninas en los núcleos de las células de melanoma es controvertida 
y, por lo tanto, su capacidad para dañar directamente el genoma es discutible (Morgan 
et al., 2013). 

Otro mecanismo por el cual las feomelaninas pueden promover el desarrollo de 
tumores es a través de su efecto indirecto sobre el sistema inmune. La cisteína es un 
aminoácido esencial para la activación de células T, ya que estas células pierden la 
enzima cistationina-β-sintasa que convierte metionina en cisteína (Srivastava et al., 
2010). En tejidos donde las feomelaninas son abundantes, cisteína puede estar 
limitada, y la capacidad de las células T locales para erradicar células mutadas, puede 
estar disminuida. Por otro lado, el incremento de las concentraciones de ROS 
asociado con feomelaninas inhibe la función de las células CD8+T, lo cual está 
indicado por expresión reducida de CD3 así como IFNγ (interferón gamma, activación 
de macrófagos) (Kusmartsev et al., 2004). Otros mecanismos involucran la nitración y 
nitrosilación de componentes del complejo de señalización del receptor de células T 
(TCR), inhibiendo de este modo la activación de células T (Gabrilovich et al., 2012).  
Las ROS son potentes en la diferenciación de macrófagos a fenotipo M2, asociado con 
TAMs  (macrófagos asociados a tumor) (Figura 16). En la Figura 16 se puede observar 
que en individuos de piel oscura, después de exposición a luz ultravioleta se produce 
una ligera inflamación, menor producción de ROS y mayor actividad de células T 
(mayor respuestas de IFN-γ) que pueden eliminar células mutadas. Además, la alta 
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señalización de MC1R en células endoteliales disminuye el nivel de la selectina-E, de 
la molécula de adhesión vascular celular (VCAM), de la molécula de adhesión 
intercelular (ICAM), y una menor infiltración de macrófagos y neutrófilos. Así, los 
niveles de citoquinas proinflamatorias y protumorogénicas son bajos. Todo esto da 
lugar a un microambiente favorable para la inmunidad antitumoral. Los individuos con 
piel clara tienen una alta respuesta inflamatoria, alta generación de ROS y reducción 
de los depósitos de cisteína, lo cual conduce a la inhibición de células T. Junto a una 
alta infiltración de neutrófilos y macrófagos genera un entorno que conduce a la 
propagación de células mutadas y desarrollo del tumor (Nasti y Timares, 2015). 

Por otro lado, la eficacia de la penetración de la radiación ultravioleta en la piel 
esta influenciada por la pigmentación, entre otros factores (Aranow, 2011), esto tiene 
un gran efecto en la síntesis de vitamina D, que requiere la luz solar para activar a los 
precursores de su síntesis. La eumelanina absorbe radiación ultravioleta, por lo que 
tiene un gran efecto sobre la síntesis de precursores de la vitamina D desde 7-
dihidrocolesterol (Aranow, 2011). La vitamina D puede afectar al sistema inmunitario 
de distintas maneras: por un lado se ha demostrado que los monocitos de humanos 
producen péptidos antimicrobianos después de la exposición a la vitamina D (Hewison 
et al., 2006; Liu et al., 2006); otros estudios muestran que no solo inhibe la 
diferenciación de células B (linfocitos B), la proliferación y la secreción de 
inmunoglobulinas, sino que también suprime la proliferación de células T (Bhalla et al., 
1984). Esto produce un desplazamiento en la diferenciación de las células T de 
fenotipo Th1 a Th2 (Mattner et al., 2000; Boonstra et al., 2001) y facilita el desarrollo 
de células T supresoras reguladoras (Tregs, suprimen la activación del sistema 
inmunitario) (Gorman et al., 2007). Las células dendríticas, tratadas con vitamina D, 
producen un incremento en los niveles de IL-10 (interleuquina 10, un potente supresor 
de citoquinas) y reducen los niveles de IL-12 (el cual activa a células inmunes así 
como la reparación del ADN en células de la piel) (Penna y Adorini, 2000; Gorman et 
al., 2007).  
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Figura 16. Sistema inmune en individuos con piel oscura y clara. (Nasti y Timares, 
2015).  
 
1.2.2.3. Diagnóstico. 

 Diagnóstico de visu: puede ser de ayuda una dermatoscopia o microscopía de 
epiluminiscencia, técnica no invasiva que permite examinar mejor las lesiones por 
debajo de la superficie cutánea amplificando in vivo la imagen sospechosa (Figura 17) 
(Duce, 2004).  

 

 
Figura 17. Exámen dermatoscópico de lesión pigmentada 
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Las lesiones sospechosas se caracterizan por Asimetría, Bordes irregulares, 
Color heterogéneo, Diámetro mayor de 6mm y Evolución,  regla ABCDE (Garbe et al., 
2008) (Figura 18).  

 

 
Figura 18. Criterios sospechosos de malignidad de una lesión pigmentada (Abbasi et 
al., 2004). 

 
Diagnóstico microscópico: con análisis anatomo-patológico de una biopsia. Se 

detecta por la presencia de proliferación de melanocitos atípicos en la unión 
dermoepidérmica, que desplaza la región basal. La aparición de agregados atípicos en 
la dermis papilar apunta hacia melanoma invasivo.  

La fase de crecimiento es el determinante más importante del pronóstico del 
melanoma y puede ser radial (RGP) o vertical (VGP). En el melanoma RGP, tras la 
escisión del tumor existe una larga supervivencia libre de metástasis, pero cuando se 
inicia la fase de crecimiento vertical (VGP), se rompe la unión dermoepidérmica y se 
invade la dermis papilar, reticular y el tejido graso (Figura 19) (Lejeune et al., 1994; 
Balch, 1998). 
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Figura 19. Progresión de la transformación de melanocitos. (a) Piel normal, (b) nevus, 
(c) fase de crecimiento radial (RGP) y (d) fase de crecimiento vertical (VGP) (Gray-
Schopfer et al., 2007) 

 
Melanogénesis en el diagnóstico de melanoma: se estudia la capacidad para 

sintetizar melanina de los melanosomas, utilizada para el diagnóstico diferencial con 
otros tipos de tumores. La detección de melanina puede ser realizada por tinciones 
histoquímicas habituales o específicas como la de Fontana-Masson. La concentración 
y tipo de melanina se puede determinar por resonancia de espín electrónico (Sealy et 
al., 1982). Estos datos porporcionan información útil acerca de la opciones 
terapéuticas. También se estudiará la ultraestructura de los melanocitos, cuyo 
marcador específico es la presencia de melanosomas. En lesiones malignas, la 
estructura del melanosoma es anormal (Ortega et al., 1995; David et al., 2013). 
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1.2.2.4. Clasificación histológica. 
 Existen cuatro subtipos histológicos de melanoma con características clínicas y 
de comportamiento biológico diferentes entre sí: 
 

- Melanoma superficial: es el más común. Se trata de una lesión plana e 
irregular con tonos de pigmentación distintos (Figura 20 a). 

- Melanoma lentigo maligno: es el menos agresivo, pueden pasar varios años 
hasta su progresión al melanoma invasivo (Figura 20 b).  

- Melanoma nodular: tumor saliente con superficie lisa o vegetante de color 
negro-azulado o rojo azulado (algunos pueden ser amelánicos). Casi desde el inicio 
presenta crecimiento vertical e invasivo, con mucha tendencia a diseminarse (Figura 
20 c). 

- Melanoma lentiginoso acral: es la forma menos común. Empieza como una 
lesión macular con pigmentación irregular de distintos tonos y se extiende de forma 
radial para después hacerse infiltrante, queratósica, con lesiones elevadas o 
vegetantes en el centro. Es más común en personas de raza negra y aparece 
generalmente en palmas de las manos, plantas de los pies o bajo las uñas (Figura 20 
d). 
 
 

 

 
Figura 20. Ejemplos de melanomas cutáneos. (a) Melanoma superficial, (b) melanoma 
lentigo maligno, (c) melanoma nodular y (d) melanoma lentiginoso acral (Berrocal et 
al., 2014). 
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1.2.2.5. Tratamiento. 
Actualmente se siguen las siguientes estrategias como tratamiento al melanoma: 
- Cirugía: extirpación del tumor primario. 
- Radioterapia: utiliza radiación ionizante, fundamentalmente rayos X o rayos 

gamma, para destruir células cancerosas y reducir el tamaño de los tumores.  
- Tratamiento adyuvante: 

 Quimioterapia: los agentes quimioterapéuticos más usados son la dacarbacina, 
temozolomida, y nitrosureas como la carmustina, entre otros. 

 INF-α (interferón-α): ha demostrado claramente su efectividad tras la escisión 
del melanoma primario (Tarhini et al., 2012). 

 MEDPT (Melanocyte-Directed Enzyme Prodrug Therapy): estrategia dirigida a 
la terapia del melanoma maligno (Jordan et al., 1999; 2001). La expresión de 
tirosinasa aumenta durante la tumorogénesis, lo que permite utilizar terapias 
dirigidas hacia esta enzima. El compuesto o droga es un sustrato de 
tirosinasa, lo que permite que el fármaco activo se libere por actuación de 
esta enzima. Por tanto este compuesto debe tener una parte fenólica en su 
estructura, y además ser estable hasta que ocurra su liberación. Como un 
ejemplo, en el Esquema 6 se muestra la liberación del agente tóxico 
mediante la acción de tirosinasa. En publicaciones posteriores se han 
seguido diseñando compuestos con esta finalidad, para conseguir la 
introducción de fármacos en células diana (melanocitos), como productos 
derivados del 4-aminofenol y de la 6-amino dopamina, (Knaggs et al., 2005). 

 
Esquema 6. Mecanismo propuesto para la liberación de un agente tóxico mediante la 
acción de tirosinasa sobre un compuesto pro-fármaco.  
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   - Inmunoterapia: estrategias terapéuticas que estimulan el sistema inmune para 
reconocer y destruir células tumorales con mayor eficacia. Ejemplos de agentes 
usados en inmunoterapia son IL-2 (interleuquina-2), IFN-α (terapia adyuvante), 
anticuerpos anti-CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte antigen 4) como ipilimumab, y 
anticuerpos anti-PD-1 (programmed cell death) como pembrolizumab, entre otros 
(Vennepureddy et al., 2016). 
   -  Terapias dirigidas: Inhibidores de BRAF y MEK. 
 Se ha descrito que casi el 50% de los melanomas presentan mutaciones 
activantes en BRAF, que activan la ruta RAS-RAF-MEK-ERK y dan lugar a la 
proliferación del melanoma. Se han diseñado distintos inhibidores de BRAF, uno de los 
primeros fue sorafenib, inhibidor de multiquinasa, que no distingue entre mutante y tipo 
salvaje de BRAF (Eisen et al., 2011; Hauschild et al., 2009). Posteriormente se 
diseñaron una nueva generación de inhibidores selectivos para mutantes de BRAF, 
como por ejemplo vemurafenib (Figura 21) (Chapman et al., 2012; da Rocha Dias et 
al., 2013; Vennepureddy et al., 2016), que fue aprobado por la US FDA (US Food and 
Drug Administration) y la Agencia Europea del Medicamento (European Medicines 
Agency) para el tratamiento de melanomas no operables o melanoma metastásico con 
mutante BRAFV600E (Ilieva et al., 2014; Vennepureddy et al., 2016). Drabafenib es otro 
inhibidor de la quinasa BRAF, que actúa de forma similar a vemurafenib (con 
fototoxicidad reducida) y ha demostrado tener actividad significativa en pacientes con 
melanoma avanzado comparado con la quimioterapia con dacarbacina (Figura 21). 
Fue aprobado por la US FDA en mayo de 2013 para el tratamiento de pacientes con 
melanoma avanzado que contienen la mutación BRAFV600E (Hauschild et al., 2012; 
Ballantyne y Garnock-Jones, 2013; Ilieva et al., 2014; Vennepureddy et al., 2016).  
 También se utilizan inhibidores de MEK como trametinib (Figura 21), que fue 
aprobado por la FDA en 2013 para el tratamiento de pacientes con melanoma no 
operable o metastásico con mutaciones BRAF V600E o V600K (Vennepureddy et al., 
2016). 
    -  Terapias combinadas: estudios recientes demuestran que la combinación de 
terapias disminuye la aparición de cánceres secundarios, mientras retrasa la 
emergencia de resistencia e incrementa la supervivencia libre de progresión y la 
supervivencia global, comparado con la monoterapia (Mallarkey y Coombes, 2013; 
Aris y Barrio, 2015). La inhibición simultánea de MEK y  BRAF, especialmente la 
combinación de inhibidores de BRAF con nuevas inmunoterapias como anticuerpos de 
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bloqueo de puntos de control, pueden mejorar aún más la activación inmune o 
contrarrestar las señales inmunosupresoras (Ilieva et al., 2014).  
 

 
 

Figura 21. Inhibidores de la actividad de BRAF (vemurafenib y dabrafenib) y MEK 
(trametinib) (Ilieva et al., 2014). 

 
1.3. APLICACIONES BIOTECNOLÓGICAS. 
 Se conocen distintas aplicaciones biotecnológicas de la enzima tirosinasa. 
Entre ellas destaca su uso en la industria cosmética y alimentaria, en la producción 
de biopolímeros entrecruzados, detección y cuantificación de compuestos fenólicos, 
tioles y o-difenoles, detoxificación de aguas, así como en la síntesis de o-difenoles (L-
dopa) y melanina. La enzima tradicionalmente usada ha sido la tirosinasa de 
Agaricus bisporus aunque actualmente hay un interés creciente en la utilización de 
tirosinasa de otros organismos, especialmente tirosinasas microbianas (Octavio de 
Faria et al., 2007; Ren et al., 2013; Zaidi et al., 2014a). 
 
 
 



Tesis Doctoral  1. Introducción 
 

Carmen Vanessa Ortiz Ruiz 
 

       49 

1.3.1. Industria alimentaria. 
 Uno de los principales problemas que afectan a la industria alimentaria es el 
pardeamiento enzimático de frutas, hortalizas, hongos e incluso crustáceos. Este 
proceso afecta a las propiedades organolépticas de los alimentos y a la calidad de los 
mismos, reduciendo su vida útil y provocando grandes pérdidas económicas.  
 La enzima tirosinasa es reponsable de este pardeamiento y por tanto se han 
seguido distintas estrategias para evitar su actuación: 
 - Utilización de compuestos inhibidores de la enzima, como es el caso de 4-
hexilresorcinol, un compuesto catalogado como GRAS (Generally recognized as 
Safe) y ampliamente utilizado en la industria alimentaria con este fin (Frankos et al., 
1991; Dawley y Flurkey 1993; McEvily et al., 1993). También el empleo de altas 
temperaturas, altas presiones, pH extremos o la exposición a microondas puede 
inactivar a la enzima. 

 - Eliminación de los compuestos fenólicos presentes con la utilización de 
especies complejantes y absorbentes como los carragenatos, ciclodextrinas y 
quitosanos, o bien su modificación añadiendo enzimas como las fenil-o-
metiltransferasas (Billaud et al., 2003). También se pueden utilizar atmósferas 
controladas con bajo contenido en oxígeno (Soliva-Fortuny et al., 2001). De este modo 
estaríamos eliminando uno de los dos sustratos de la enzima, evitando, o al menos 
controlando su actividad. 
 - Reducción de los productos quinónicos con sulfito, cisteína o ácido ascórbico, 
entre otros, evitando así su polimerización (Billaud et al., 2003; Kim y Uyama, 2005). 
 Rencientemente se han estudiado distintas características de la melanina de 
Nocardiopsis alba  MSA10, observando un efecto antioxidante, antimicrobiano y un 
potencial como colorante natural que podría ser usado como aditivo en la industria 
alimentaria, reduciendo los colorantes y antioxidantes artificiales o sintéticos. Esta 
melanina se puede utilizar para la síntesis de nanoestructuras de plata que se podrían 
aplicar para el envasado y almacenamiento de frutas y otros alimentos (Kiran et al., 
2014). 
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1.3.2. Industria cosmética. 
En los últimos años se han estudiado gran cantidad de agentes 

despigmentantes, que pueden actuar de formas muy diversas: 
1. Inhibiendo a la enzima tirosinasa, su maduración, o bien favoreciendo su 

degradación.  
2. Inhibiendo a MITF. 
3. Disminuyendo la actividad de MC1R. 
4. Interferiendo en la maduración y transferencia de melanosomas. 
5. Produciendo pérdida de melanocitos. 
6. Produciendo descamación. 

 De todos ellos la aproximación más estudiada es la búsqueda de compuestos 
inhibidores de tirosinasa, ya que esta enzima cataliza la etapa limitante de la 
melanogénesis.  
 Se han caracterizado muchos inhibidores de la enzima hasta el momento, 
aunque solamente algunos de ellos pueden ser usados debido a sus posibles efectos 
secundarios y citotoxicidad (Maeda y Fukuda, 1991; Chang, 2009; Pillaiyar et al., 
2015). Los despigmentantes más usados son fenoles y derivados de hidroquinona.  
 Tirosinasa es una enzima con muy poca especificidad de susutrato, y el hecho 
de que muchos de los inhibidores usados como despigmentantes sean compuestos 
fenólicos, genera la posibilidad de que la enzima sea capaz de actuar sobre ellos en 
lugar de ser inhibida. Esto resalta la importancia del estudio en profundidad de estas 
moléculas, ya que en caso de ser sustratos alternativos de la enzima, generarían o-
quinonas, moléculas muy reactivas cuyos efectos secundarios son desconocidos, y 
que podrían reaccionar con reactivos nucleofílicos como la cisteína y el glutatión, 
disminuyendo la capacidad antioxidante de las células en las que actúa tirosinasa 
(Galván y Moller, 2011; Galván et al., 2012; Morgan et al., 2013). Además, se ha 
descrito que ciertos compuestos fenólicos usados como inhibidores inducen 
leucoderma mediante su activación a o-quinonas (Ito y Wakamatsu, 2015).  
 Algunos de los agentes más conocidos y usados comercialmente como 
agentes blanqueantes son hidroquinona, ácido kójico y sus derivados, arbutina, 
vitamina c, 4-alquilresorcinoles (como el 4-butilresorcinol y el 4-hexilresorcinol), 
extracto de licorriza, aloesina, ácido azeláico, extracto de soja, y niacinamida, entre 
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otros (Torihara et al., 1990; McEvily et al., 1993; Rendon y Gaviria, 2005; Solano et al., 
2006; Draelos, 2007; Chaudhuri, 2008; Zhu y Gao, 2008; Huber y Mujica-Fernaud, 
2009; Kamakshi, 2012; Pillaiyar et al., 2015). 
 Nuestro grupo de investigación ya demostró que algunas de las sustancias 
descritas como inhibidores de tirosinasa y aplicadas en productos cosméticos, como la 
hidroquinona, actúan realmente como sustratos alternativos (Morpurgo et al., 2011; 
García-Molina et al., 2014a; 2014b; 2014c). Se han descrito una gran cantidad de 
efectos adversos derivados del uso de hidroquinona, entre ellos se ha observado que 
afecta al metabolismo de distintos tipos celulares (Penney et al., 1984; Draelos, 2007; 
Stratford et al., 2012; Fabi y Goldman, 2013;  Monteiro et al., 2013), produce 
pigmentación ocular y, en un pequeño número de casos, daño corneal permanente 
(deCaprio, 1999). El uso de hidroquinona en altas concentraciones en productos 
cosméticos ha sido prohibido, en la Unión Europea, desde el año 2000, debido a sus 
potenciales riesgos toxicológicos y a la probabilidad de causar hiperpigmentación 
postinflamatoria. Su utilización está permitida a una concentración máxima del 4%. 
Probablemente, los efectos secundarios que origina la hidroquinona derivan del hecho 
de ser sustrato de tirosinasa y originar la hidroxi-p-benzoquinona que, como se ha 
mencionado anteriormente, puede reaccionar con compuestos nucleofílicos como la 
cisteína y el glutatión (Galván y Moller, 2011; Galván et al., 2012; Morgan et al., 2013). 
 Entre los artículos que componen esta tesis doctoral, se describe el 
comportamiento de sustrato alternativo de tirosinasa para el 4-hexilresorcinol y el ácido 
elágico (usados actualmente en la industria cosmética como inhibidores de tirosinasa), 
así como el oxiresveratrol, propuesto recientemente como potencial agente 
blanqueante (Xu et al., 2014). 
 Para poder usar todos estos compuestos como despigmentantes en 
cosméticos se deben considerar además de la citotoxicidad, otros aspectos como 
solubilidad, absorción cutánea, penetración y estabilidad. 
 
1.3.3. Producción de biopolímeros entrecruzados. 

Tirosinasa participa en el desarrollo de biopolímeros para su uso como 
emulsionantes o en alimentos con bajo contenido en calorías y grasas. Las o-quinonas 
producidas por la enzima producen biopolímeros al reaccionar con nucleófilos. 
Tirosinasa se ha utilizado por ejemplo, para producir conjugados de sericina, péptido 
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presente en aguas de desecho de la industria textil de la seda (Anghileri et al., 2007). 
También se ha usado para introducir residuos fenólicos (Lenhart et al., 1998) y 
protéicos (Aberg et al., 2004) en quitosano, un polisacárido obtenido principalmente de 
los exoesqueletos de crustáceos. Estos biopolímeros de quitosanos tienen gran 
interés, ya que con ellos se obtienen: (a) hidrogeles como sustitutivos de la piel (Kane 
et al., 1996), (b) adhesivos (Peppas y Shalin, 1996) y (c) matrices para la liberación de 
fármacos e ingeniería de tejidos (Lee y Mooney, 2001; Mallapragada y Narasimhan, 
2008). 

También se ha descrito el entrecruzamiento catalizado por tirosinasa de un 
biopolímero (polisacárido-proteína) obtenido con gelatina y quitosano (Chen et al., 
2002). Tirosinasa oxida a residuos de L-tirosina de la gelatina y estos residuos 
reaccionan con grupos amino del quitosano. Las propiedades de este gel gelatina-
quitosano son diferentes de las de la gelatina original. 
 Finalmente, se mostró la capacidad de tirosinasas de hongos de polimerizar 
varias proteínas en presencia de polifenoles entrecruzantes de baja masa molecular 
(Hurrel et al., 1982; Thalmann y Lötzbeyer, 2002). En este caso, el fenol actúa como 
sustrato para el proceso de entrecruzamiento, facilitando la interconexión entre 
proteínas (Matheis y Whitaker, 1984).  
 
1.3.4. Biosensores enzimáticos para la detección y cuantificación de 
compuestos. 

Las aguas residuales pueden contener residuos fenólicos procedentes de 
industrias papeleras, textiles y petroquímicas, entre otras (Yamada et al., 2005). 
Actualmente, el campo de los biosensores enzimáticos está tomando fuerza como 
sustituto de los métodos cromatográficos y espectrofotométricos tradicionalmente 
usados para detectar y cuantificar este tipo de compuestos, siendo una de sus 
principales ventajas la posibilidad de determinarlos in situ. 

Se han descrito numerosos biosensores para la determinación de catecol 
basados en tirosinasa inmovilizada (Zhao et al., 2009; Fiorentino et al., 2010; Apetrei 
et al., 2011; Singh, 2011; Song et al., 2011; Han et al., 2012; Yang et al., 2012). En 
muchos casos, para su determinación se recurre a la medida del consumo de oxígeno 
por parte de la enzima o a la reducción electroquímica de la o-quinona liberada como 
producto de reacción (Tembe et al., 2006).   
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Los biosensores de tirosinasa también son utilizados para la determinación de 
compuestos inhibidores de su actividad catalítica como por ejemplo compuestos 
organofosforados (Vidal et al., 2006), ácido benzoico (Sánchez-Paniagua y López-
Ruiz, 2011; Kochana et al., 2012) y el ión fluoruro (Asav et al., 2009). También se han 
utilizado para llevar a cabo la detección de otras sustancias como bisfenol A (Wu et al., 
2012), norepinefrina (Mohammadi et al., 2011) y epinefrina (Apetrei et al., 2013). 

Se han diseñado otros biosensores en los que participa tirosinasa, que 
permiten determinar hidroquinona y catecol al mismo tiempo, mediante voltametría 
diferencial de pulso (Tang et al., 2013), catecol en muestras de té, ulizando un método 
amperométrico y aplicando la técnica “capa por capa” (“layer-by-layer”, LbL) (Karim et 
al., 2014), carbamatos, utilizando biosensores de lacasa y tirosinasa (Oliveira et al., 
2014), fenol, utilizando como biosensor el champiñón liofilizado y el electrodo de 
oxígeno de Clark (Silva et al., 2014) y cuantificación de la capacidad antioxidante de 
plantas (Rodríguez-Sevilla et al., 2014). 

 
1.3.5. Biorremediación. 

Los compuestos fenólicos son importantes contaminantes orgánicos, que 
confieren al agua un mal sabor y un mal olor, además de ser muy tóxicos. Estos 
compuestos aparecen en el agua principalmente por vertidos de industrias de carbón, 
petróleo, pintura, fármacos, insecticidas y curtidos. Para la descontaminación de aguas 
se utilizan métodos que consisten en la extracción con disolventes, oxidación química, 
degradación microbiana o utilización de enzimas como peroxidasas, lacasas y 
tirosinasas (Durán y Espósito, 2000; Rodríguez-López et al., 2000b; López-Molina et 
al., 2003; Octavio de Faria, 2007). La enzima tirosinasa ha sido utilizada con estos 
fines, tanto en disolución como inmovilizada, con la ventaja de su posible reutilización. 
Por ejemplo, tirosinasa inmovilizada ha permitido la eliminación de fenol (Ensuncho et 
al., 2005; Dinçer et al., 2012), bisfenoles (Niccoluci et al., 2011) y alquilfenoles 
(Tamura et al., 2010). 

Generalmente, los productos o-quinónicos formados dan lugar a reacciones de 
polimerización, obteniéndose compuestos insolubles que se pueden eliminar por 
filtración o precipitación. Se ha utilizado tirosinasa para oxidar fenol, 4-metilfenol, 4-
metoxifenol y 4-clorofenol, que actuando junto a quitosano permite retirar los 
compuestos quinónicos originados tras su polimerización (Saitoh et al., 2011). 
También se han utilizado agregados de tirosinasa entrecruzados en la eliminación de 
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p-metilfenol, p-clorofenol, fenol y bisfenol (Xu y Yang, 2013). Además, se ha 
conseguido la eliminación de naftoles y dihidroxinaftalenos mediante el uso de 
tirosinasa de champiñón y quitosano (Kimura et al., 2014) y la eliminación de 
paracetamol mediante agregados de una combinación de tirosinasa y lacasa actuando 
de forma conjunta (Ba et al., 2014). 
 
1.3.6. Producción de o-difenoles. 

El o-difenol L-dopa es utilizado para el tratamiento del Parkinson. Al año se 
calcula que se consumen aproximadamente 250 toneladas de este medicamento. Se 
suele producir mediante síntesis química, a partir de vanillina e hidantoína en un 
proceso muy laborioso (Reinhold et al., 1987). Una de las alternativas estudiadas es la 
obtención de L-dopa a partir de L-tirosina, mediante catálisis enzimática con tirosinasa 
inmovilizada (Pialis et al., 1996; Carvalho et al., 2000; Seetharan y Saville, 2002; Ho et 
al., 2003; Chuang et al., 2005; Ates et al., 2007; Norouzian et al., 2007; Algieri et al., 
2012). Sin embargo, las productividades obtenidas en estos intentos son bajas, hecho 
que se atribuye principalmente a dos factores (Octavio de Faria et al., 2007): 
1. La conversión de L-tirosina en L-dopa es incompleta (menos del 30% es consumida 

durante el proceso). 
2. Parte del L-dopa producido vuelve a reaccionar con tirosinasa produciendo o-

dopaquinona, que cicla espontáneamente a leucodopacromo, el cual mediante 
una reacción de oxidación/reducción con una segunda molécula de o-dopaquinona 
regenera una molécula de L-dopa, pero también genera una molécula de 
dopacromo, que evoluciona hacia melaninas (Figura 22). 

Para evitar que se produzcan melaninas en el proceso, se puede añadir ácido 
ascórbico al medio, el cual reduce o-dopaquinona a L-dopa en una reacción no 
enzimática instantánea (Figura 22). Sin embargo, se necesitarían elevadas cantidades 
de ácido ascórbico y se ha demostrado que estas inhiben la actividad monofenolasa y 
difenolasa de tirosinasa y, además, inactivan irreversiblemente a la enzima (Ros et al., 
1993a; 1995; Muñoz-Muñoz et al., 2009a).  
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Figura 22. Acción de tirosinasa sobre L-tirosina y L-dopa en presencia de ácido 
ascórbico (Marín-Zamora et al., 2009). 
 

Recientemente, se ha publicado la síntesis de L-dopa con buenos 
rendimientos, mediante una técnica electroenzimática donde tirosinasa está 
inmovilizada en un electrodo que permite la reducción de la o-dopaquinona a L-dopa, 
sin ser necesaria la adición de ácido ascórbico (Min et al., 2010). También se ha 
descrito la utilización de tirosinasa inmovilizada en distintos medios junto a la técnica 
Layer-by-Layer para sintetizar varios o-difenoles  (Guazzaroni et al., 2012a, 2012b; 
Subrizi et al., 2014). Del mismo modo se ha avanzado en la utilización de 
microorganismos para producir L-dopa (Surwase y Jadhav, 2011; Surwase et al., 
2012; Min et al., 2015), en concreto se están desarrollando métodos que utilizan 
microorganismos con actividades tirosinasa, tirosina fenol liasa o p-hidroxifenilacetato-
3-hidroxilasa para su producción. 

Nuestro Grupo de Investigación (GENZ) llevó a cabo la producción de o-
difenoles, mediante tirosinasa inmovilizada, utilizando como medio de reacción tampón 
borato (Marín-Zamora et al., 2009; García-Ruiz et al., 2009). El anión borato en 
presencia del o-difenol da lugar a un complejo estable borato-difenol (Mochizuki et al., 
2002; Yamazaki e Itoh, 2003; Waite, 1984), que mejora la acumulación de o-difenol al 
impedir que sea oxidado por tirosinasa. Para la formación del complejo, el medio debe 
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ser muy básico (pH 9.0) y debe contener hidroxilamina, para facilitar que la forma 
metatirosinasa pase a desoxitirosinasa (cerrando así el ciclo catalítico), y ácido 
ascórbico, para reducir la o-quinona a o-difenol.  En este caso el ácido ascórbico 
prácticamente no inactiva a la enzima, porque forma a su vez un complejo con el 
borato (Obi et al., 1998; Roomi y Tsao, 1998). Siguiendo esta metodología, se 
sintetizaron o-difenoles de diferentes características y cargas como el 4-terc-
butilcatecol, 4-metilcatecol, 4-metoxicatecol, ácido 3,4-dihidroxifenilpropiónico, ácido 
3,4-dihidroxifenilacético y L-dopa, a partir de sus monofenoles correspondientes (4-
terc-butilfenol, 4-metilfenol, 4-metoxifenol, ácido p-hidroxifenilpropiónico, ácido p-
hidroxifenilacético y L-tirosina), consiguiendo rendimientos muy altos en todos los 
casos (88-96%). Además, el grupo de investigación GENZ, en colaboración con el 
Grupo de Química de Carbohidratos, Polímeros y Aditivos Industriales (QCPAI), 
consiguió patentar el método de obtención de o-difenoles utilizando tirosinasa de 
champiñón inmovilizada sobre soportes de cinamato (García-Ruiz et al., 2009). 

 
1.4. ESTRUCTURA DE TIROSINASA. 
 Las tirosinasas son metaloenzimas pertenecientes a la familia de proteínas de 
cobre tipo-3, que contienen dos átomos de cobre en el sitio activo (Solomon et al., 
1992). Se pueden encontrar en bacterias, plantas, hongos, artrópodos y mamíferos, y 
son responsables de la pigmentación y protección frente a la radiación, entre otras 
funciones (Mayer, 2006). Tirosinasa lleva a cabo dos reacciones enzimáticas 
secuenciales, la hidroxilación de monofenoles a o-difenoles (actividad monofenolasa) y 
la oxidación de estos últimos a o-quinonas (actividad difenolasa). Las o-quinonas 
polimerizan espontáneamente a melaninas (Ramsden y Riley, 2014). Dentro de esta 
familia de proteínas también están las catecol oxidasas, que se encuentran 
principalmente en plantas y solo muestran actividad difenolasa (Gasparetti et al., 2010; 
Kanteev et al., 2015).  
 Los miembros de esta familia de proteínas de cobre tipo-3 tienen un sitio activo 
conservado, con seis residuos de histidina, que están localizados en un haz de cuatro 
hélices, coordinando los dos iones de cobre, CuA y CuB (Figura 23) (Decker et al., 
2006). Nótese el alto grado de similaridad de los sitios activos respresentados en la 
Figura 23. 
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Figura 23. Sitio activo de la tirosinasa bacteriana de Steptomyces 
castaneoglobisporus (izquierda, color naranja) (Decker et al., 2006; Matoba et al., 
2006) y de la catecol oxidasa de Ipomoea batatas (derecha, color azul) (Klabunde et 
al., 1998; Decker et al., 2006). Los residuos de histidina de unión a los cobres están 
unidos a las hélices α y bucles (color gris). Las uniones Cys-His se muestran en color 
amarillo. 
 
 Distintos estudios cristalográficos y de mecanismo  han confirmado que las 
propiedades espectroscópicas de los iones de cobre son similares en todas las 
proteínas de cobre de tipo-3, lo que sugiere que las diferencias en actividad pueden 
ser atribuidas a la arquitectura y accesibilidad del sustrato de las distintas proteínas 
(Sánchez-Ferrer et al., 1995; Decker et al., 2006; Ramsden y Riley, 2014). 
 
1.4.1. Estructura general. 
 La estructura de tirosinasa puede ser dividida en tres dominios: el dominio 
central, el dominio N-terminal y el dominio C-terminal (van Gelder et al., 1997).  

El dominio central, que está compuesto por seis residuos de histidina 
conservados, contiene los iones CuA y CuB. Es el dominio más conservado entre las 
tirosinasas. Investigaciones bioquímicas de tirosinasas de distintas especies han 
mostrado la implicación de los residuos de histidina conservados en la unión a los 
átomos de cobre (Nakamura et al., 2000; Olivares et al., 2002; Schweikardt et al., 
2007; Kaintz et al., 2015). Se ha encontrado una unión tioéter inusual entre el segundo 
residuo de histidina  coordinado con el CuA y un residuo de cisteína adyacente en 
catecol oxidasa de patata (Ipomoea batatas) y en tirosinasa de Aspergillus oryzae 
(Figuras 23 derecha y 24 C, respectivamente), pero no se encuentra en tirosinasa de 
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Streptomyces castaneoglobisporus, Bacillus megaterium, de ratón ni humana (Figura 
23). En la Figura aparece la unión Cys-His en color amarillo (Matoba et al., 2006; 
Decker et al., 2007; Sendovski et al., 2011). Se propuso que la función de esta unión 
tioéter es estabilizar el segundo residuo de histidina del sitio activo que se encuentra 
en el bucle flexible, en contraste con las otras cinco histidinas del sitio activo que se 
encuentran en una región estable de la hélice α (Marusek et al., 2006; kanteev et al., 
2015). 

El dominio N-terminal es un péptido de tránsito que determina la ubicación final 
de la enzima y después se lleva a cabo su eliminación proteolítica (Olivares et al., 
2002; Mayer, 2006; Kaintz et al., 2014). En las tirosinasas de plantas, el péptido N-
terminal, dirige la enzima al cloroplasto y en humanos y ratón se ha sugerido que está 
implicado en la transferencia al melanosoma (Lerch, 1988). Las tirosinasas de hongos 
son enzimas citoplasmáticas, de manera que no contienen el péptido, aunque en 
algunos casos están asociadas a la pared celular (Marusek et al., 2006). En 
tirosinasas bacterianas fue identificado un péptido señal TAT, responsable de la 
secreción de proteínas, en el dominio N-terminal  en Steptomyces y Verrucomicrobium 
spinosum (Schaerlaekens et al., 2001; Fairhead y Thöny-Meyer, 2010). 

El estado latente de tirosinasa (pro-tirosinasa) está formado por el dominio 
central y el dominio C-terminal. El dominio C-terminal bloquea la entrada al sitio activo 
a través de un residuo “guardián” que entra en el sitio activo de forma similar a un 
sustrato o un inhibidor (Figura 24) (Kanteev et al., 2015). La activación in vivo de las 
pro-tirosinasas tiene lugar por la escisión proteolítica del dominio C-terminal, e in vitro 
se puede conseguir con el uso de detergentes que producen cambios 
conformacionales (Mayer, 2006). La enzima tirosinasa de Streptomyces 
castaneoglobisporus no presenta dominio C-terminal, pero el sitio activo está cubierto 
por un “guardián” de una proteína caddie ascociada (Figura 24 B) (Matoba et al., 2006; 
Kanteev et al., 2015). La tirosinasa de Bacillus megaterium no tiene dominio C-
terminal, y al contrario de lo que ocurre con la tirosinasa de Streptomyces 
castaneoglobisporus el sitio activo está expuesto y la enzima siempre se encuentra en 
forma activa (Figura 24 A y B) (Sendovski et al., 2011; Kanteev et al., 2015). 
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Figura 24. Sitio activo de la tirosinasa de (A) Bacillus megaterium (TyrBm), (B) 
Streptomyces castaneoglobisporus (TyrSc) y (C) Aspergillus oryzae (TyrAo) (Kanteev 
et al., 2015). (A) El sitio activo de TyrB y su residuo bloqueante, Val218, aparecen en 
color verde. (B) El sitio activo de TyrSc y su residuo bloqueante Gly204 aparecen en 
color verde azulado y residuo “guardián” Tyr98 de la proteína caddie, en azul.  (C) El 
sitio activo de TyrAo, incluyendo la Cys92 y la His94, que forman el enlace tioéter, un 
residuo bloqueante, Val359 y un residuo “guardián”, Phe513,  están representados en 
color púrpura.  

 
Gracias a los recientes avances en el campo de la cristalografía y en la 

determinación de la estructura de proteínas, se ha podido llevar a cabo la cristalización 
de gran cantidad de tirosinasas y catecol oxidasas, ya sea de bacterias, como la de 
Streptomyces castaneoglobisporus y Bacillus megaterium, hongos y plantas, como 
Ipomoea batatas, Vitis vinifera, Agaricus bisporus y Aspergillus oryzae, o bien 
artrópodos, como Manduca sexta. También se han descrito algunas características 
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estructurales de la enzima de mamíferos. A continuación, se detallan las estructuras 
tridimensionales de algunas de ellas: 

 
1.4.1.1. Tirosinasas bacterianas. 

Las tirosinasas bacterianas mejor caracterizadas son las del género 
Streptomyces. La primera tirosinasa que pudo ser cristalizada fue la de Streptomyces 
castaneoglobisporus (Matoba et al., 2006; Matoba et al., 2011). Matoba y 
colaboradores obtuvieron cristales de la enzima con la proteína caddie ORF378 con 
una resolución de 1.2-1.8 Å. El complejo de tirosinasa con la proteína ORF378 tiene 
una forma elipsoidal con unas dimensiones de 40 x 55 x 60 Å. 

El sitio activo de la enzima está formado por un haz de cuatro hélices  (2, 3, 
6 y 7). Cada uno de los iones cobre está coordinado por tres residuos de histidina, 
que se encuentran en el haz de cuatro hélices , excepto la His54. Un ión cobre (CuA) 
está coordinado por His38, His54 e His63. His38 e His63 se encuentran en medio de 
las hélices 2 y 3, respectivamente. El segundo ión de cobre (CuB) está coordinado 
por las histidinas His190, His194 e His216. Los residuos His190 e His194 están 
localizados al principio y en medio de la hélice 6, respectivamente, mientras que 
His216 se encuentra en medio de la 7 (Figura 23 izquierda y 24 B). Esta agrupación 
binuclear de cobre está localizada en el fondo de una larga concavidad, que funciona 
como un bolsillo para la unión de sustratos. Este bolsillo está formado por residuos 
hidrofóbicos. Además de la estructura de hélices , tirosinasa tiene también algunas 
láminas . Los extremos N- y C-terminal forman una estructura en lámina . 

Como se ha comentado anteriormente, la proteína caddie, se encuentra en la 
superficie de esta tirosinasa e impide la entrada del sustrato al sitio activo de la 
enzima. Esta proteína está formada por seis láminas , muy retorcidas en la lámina 4, 
y una hélice , que está rodeada por una lámina  retorcida.  

Se ha observado que tras la oxigenación, la distancia entre los iones de cobre 
diminuye, mientras que la posición de las histidinas permanece invariable  (Matoba et 
al., 2006), lo que indica que durante la catálisis los estados de oxidación del cobre y su 
localización cambian. La determinación de la estructura la tirosinasa de S. 
castaneoglobisporus en complejo con la proteína caddie revelan que mientras el CuB 
es estructuralmente estable en el sitio activo, el CuA y su residuo de histidina ligado 
(His54) son flexibles durante la catálisis (Figura 24 B). Los autores de este trabajo 
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postulan que puede ser esta histidina la que acepte el segundo protón del o-difenol 
que se une a la enzima.  

Posteriormente a la cristalización de la enzima de Streptomyces 
castaneoglobisporus, se ha discutido la posición de las histidinas axiales del sitio 
activo y su implicación en la catálisis (Decker et al., 2006). En estos estudios se 
postula que la histidina axial unida al CuA no es la His54 sino la His63. Además, se 
indica que las dos histidinas axiales unidas a los cobres están en posición cis al 
contrario de la posición trans que propusieron Matoba y colaboradores (Matoba et al., 
2006). 

Matoba y colaboradores proponen un mecanismo para el transporte de cobre 
en esta tirosinasa, que está favorecido por la proteína caddie, a la que denominan 
metalochaperona (Matoba et al., 2011).  

 
Otra importante tirosinasa bacteriana cristalizada es la Bacillus megaterium 

(Sendovski et al., 2010; Sendovski et al., 2011). Esta enzima no requiere la presencia 
de ninguna proteína caddie para su actividad (Shuster y Fishman, 2009). La estructura 
de esta tirosinasa ha sido determinada con una resolución de 2.0-2.3 Å. Se trata de un 
dímero con forma elipsoidal y unas dimensiones de 45 x 25 x 80 Å (Figura 25). Al igual 
que en el caso de la enzima de S. castaneoglobisporus, su sitio activo (Figura 24 A) 
está formado por un haz de cuatro hélices  (2, 3, 7 y 8) y cada ión de cobre está 
coordinado por tres residuos de histidina. El CuA está coordinado por la His41 (2), la 
His69 (3) y la His60 (localizada en un gran lazo entre dos hélices ). El CuB está 
coordinado por las histidinas His204 (7), His208 (7) y la His231 (8). 
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Figura 25. Visión del conjunto de la estructura de tirosinasa de Bacillus megaterium  
(Sendovski et al., 2011). Los iones de cobre del sitio activo se representan en color 
marrón y las interacciones entre ambas subunidades en color negro (Trp41-Tyr267 y 
Arg37-Asn270). Las cuatro hélices  principales del sitio activo de la enzima se 
muestran en color azul oscuro (2), azul claro (3), amarillo (7) y naranja (8). 

 
Aunque la enzima cristalizada es un dímero, en disolución existen las dos 

formas (monomérica y dimérica). Al aumentar la concentración de enzima, el equilibrio 
se desplaza transformándose toda la enzima en dimérica. 

En el estudio de la cristalización de tirosinasa de Bacillus megaterium, también 
se ha demostrado la plasticidad que existe en el modo de unión de los iones cobre al 
sitio activo de la enzima. La enzima se pudo cristalizar solo con el CuA en el sitio 
activo, perdiéndose el CuB, lo que sugiere que éste último es lábil en su unión. El CuA 
estuvo presente en todas las estructuras cristalinas encontradas, lo que indica que su 
unión es más fuerte. 

Se ha propuesto que el transporte del CuA está facilitado por los residuos 
Met61 y Met184, que transfieren los iones de cobre a la His60 flexible, que posiciona 
el ión de cobre en el sitio activo (Figura 26) (Kanteev et al., 2013; 2015). Por otro lado, 
se ha propuesto que el CuB entra en el sitio activo a través de dos residuos 
conservados Asn205 y Phe197. El papel del residuo Asn205, altamente conservado, 
es estabilizar la His204, permitiendo la correcta coordinación del CuB en el sitio activo 
(Kanteev et al., 2013; 2015). 
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Figura 26. Sitio activo de Bacillus megaterium con los residuos implicados en el 
transporte del cobre (Kanteev et al., 2015). 

 
Se ha sugerido que en la actividad de tirosinasa los sustratos monofenólicos se 

unen al CuA y los difenólicos al CuB (Olivares et al., 2002; Ramsden et al., 2014). Sin 
embargo, esta hipótesis ha sido refutada recientemente, tras la cristalización de 
tirosinasa de Bacillus megaterium unida a sustratos monofenólicos y difenólicos 
(Figura 27) (Goldfeder et al., 2014). Se demostró que tirosina y L-dopa se orientaban 
de manera similar hacia el CuA mediante interacciones π-π con el segundo residuo de 
histidina coordinado al CuB, His208 (Cuff et al., 1998; Deeth y Diedrich, 2010). El 
extremo carboxilo de los sustratos forma interacciones polares con la arginina Arg209, 
que se vio era importante para la actividad. Se observó que para permitir la entrada del 
sustrato, el residuo bloqueante Val218 se desplaza 1.4 Å, confirmando su papel en la 
orientación del sustrato (Goldfeder et al., 2014). Además, a partir de este estudio, 
Goldfeder y colaboradores sugieren que para que tenga lugar la actividad 
monofenolasa, una molécula de agua es activada por dos residuos conservados, 
Glu195 y Asn205, y actúa como base retirando el protón de los monofenoles 
(Goldfeder et al., 2014). Esta hipótesis ha sido demostrada experimentalmente por 
Solem y colaboradores (Solem et al., 2016). 
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Figura 27. (a) Tirosina (verde) y (b) L-dopa (rosa) en el sitio activo de tirosinasa de 
Bacillus megaterium. El extremo carboxilo forma puentes de hidrógeno con la arginina 
R209. Este ensayo se realizó tras bañar los cristales en ZnCl2 antes de añadirlos a la 
disolución con los sustratos, para poder atrapar los sustratos dentro del sitio activo de 
tirosinasa de Bacillus megaterium en el cristal (Goldfeder et al., 2014). Previamente se 
mostró que se podían reemplazar iones Cu2+ con iones Zn+2 en esta tirosinasa sin 
consecuencias estructurales, mientras que la presencia de iones Zn2+ inhiben la 
actividad de tirosinasa sobre monofenoles y difenoles (Han et al., 2007; Sendovski et 
al., 2011). Esto permitió obtener por primera vez estructuras de alta resolución con una 
densidad electrónica clara para L-tirosina y L-dopa en el sitio activo de tirosinasa (2.2Å 
de resolución) (Goldfeder et al., 2014). 
 

 
1.4.1.2. Tirosinasas de plantas y de hongos. 
 Como ejemplo de estas tirosinasas vamos a describir la estructura de la 
tirosinasa de la patata dulce (Ipomoea batatas), de Vitis vinifera y finalmente del hongo 
Agaricus bisporus, utlizada como enzima modelo en ensayos de inhibición.  

En el caso de tirosinasas de plantas, la primera cristalizada fue la de Ipomoea 
batatas, aunque realmente es una catecol oxidasa, puesto que no presenta actividad 
monofenolasa (Klabunde et al., 1998; Gerdemann et al., 2002). La enzima está 
formada por un monómero con forma elipsoidal de 55 x 45 x 45 Å (Klabunde et al., 
1998). Un haz de cuatro hélices  (2, 3, 6 y 7) forma el sitio activo y está apoyado 
por dos hélices  más (1 y 4) y por láminas  cortas (Figura 28 A). El CuA está 
coordinado por tres histidinas, His88 (en medio de de la hélice 2) y la His109 y la 
His118 (al comienzo y en medio de la hélice 3). El CuB está coordinado por la His240, 
His244 e His274, que se encuentran en mitad de las hélices 6 y 7 (Figuras 23 
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derecha y 28 B). Se demostró la existencia de un puente tioéter entre la His109 y la 
Cys92, en el CuA (Figuras 23 derecha y 28 B). 
 
       A       B 

  
 

Figura 28. (A) Estructura general de catecol oxidasa de Ipomoea batatas. Los átomos 
de cobre aparecen en color naranja, las hélices α en azul, las láminas β en verde y los 
puentes disulfuro en amarillo (Gerdemann et al., 2002). (B) Esfera de coordinación del 
centro binuclear de cobre en la forma meta de la enzima (Gerdemann et al., 2002). 
 

Se ha descrito en la bibliografía una posición que cubre el sitio activo, 
localizada sobre el CuA, como residuo bloqueante (Kaintz et al., 2014; Kanteev et al., 
2015). En la catecol oxidasa de Ipomoea batatas, una fenilalanina voluminosa 
(Phe261) en esta posición podría dificultar la actividad monofenolasa. Sin embargo, 
como se ha comentado anteriormente, se ha demostrado que un glutamato altamente 
conservado y una asparragina unen y activan una molécula de agua para desprotonar 
a los monofenoles. La ausencia de la asparragina podría ser la causante de la falta de 
actividad monofenolasa en catecol oxidasas (Goldfeder et al., 2014; Kanteev et al., 
2015; Solem et al., 2016).  

Al igual que ocurre en el caso de S. castaneoglobisporus, en la enzima de 
Ipomoea batatas se ha visto que tras la oxigenación la distancia entre los iones de 
cobre diminuye, mientras que la posición de las histidinas permanece constante  
(Klabunde et al., 1998), lo que indica que, durante la catálisis los estados de oxidación 
del cobre y su localización cambian. 

Se ha observado un motivo conservado C522XXC525, similar al encontrado en 
chaperonas de cobre, en el dominio C-terminal, por lo que se ha propuesto que el 
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papel del dominio C-terminal no solo es controlar la actividad enzimática sino también 
facilitar el transporte de cobre al sitio activo, al igual que las chaperonas (Fujieda et al., 
2013a; Kanteev et al., 2015). 
 

La estructura tridimensional de tirosinasa, o también llamada polifenoloxidasa, 
de uva (Vitis vinifera), se obtuvo en 2010 (Figura 29) (Virador et al., 2010a; 2010b). Es 
una estructura monomérica de forma elipsoidal de 38.4 KDa y unas dimensiones de 
56.7 x 48.0 x 48.3 Å. Al igual que la enzima de Ipomoea batatas, la enzima de uva 
tiene un sitio activo formado por un haz de cuatro hélices  (4, 5, 12 y 14) y tres 
residuos de histidina unidos a cada cobre, His243 (12), His272 (12) e His239 (14), 
para el CuB, y la His87 (4), His117 (5) e His108 (5), para el CuA. La His108 se 
encuentra unida a un residuo de cisteína (Cys91) de forma análoga a como ocurre en 
la catecol oxidasa de Ipomoea batatas.   
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 29. Estructura general de polifenol oxidasa de Vitis vinífera. Se muestra la 
forma elipsoidal con dos láminas β y el centro con dos átomos de cobre dentro de un 
haz de cuatro hélices (Virador et al., 2010b). 
 

En cuanto a hongos, la enzima más estudiada es la del champiñón Agaricus 
bisporus, cuya estructura tridimensional ha sido recientemente determinada (Ismaya et 
al., 2011a; 2011b). Esta enzima está formada por la unión de dos heterodímeros HL 
para formar un tetrámero H2L2 (Figura 30 A) (Strothkamp et al., 1976; Ismaya et al., 
2011a). Ambas subunidades HL están interconectadas mediante multitud de uniones 
como puentes salinos y puentes de hidrógeno. 
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   (A)      (B) 

    
Figura 30. (A) Estructura tetramérica de tirosinasa de Agaricus bisporus compuesta 
por H2L2. (Ismaya et al., 2011a). (B) Centro activo de la forma desoxitirosinasa de 
Agaricus bisporus, Protein Data Bank entrada 2Y9W (Fujieda et al., 2013b). 
 

El sitio activo está localizado en el centro de dos parejas de hélices  (3-4 y 
10-11), que están enfrentadas una a otra en 90º. Los dos átomos de cobre, que se 
encuentran dentro de la subunidad H, están coordinados con tres residuos de 
histidina, His61 (3), His85 (entre la 3 y la 4) e His94 (4), en el caso del CuA, y la 
His259, His263 (ambas en 10) e His296 (11) con el CuB (Figura 30 B). Además, existe 
un puente tioéter entre la His85 del CuA y la Cys83, que se encuentra próxima a este 
cobre (Figura 30 B). Este sitio activo se encuentra localizado en el fondo de una 
cavidad hidrofóbica superficial de la enzima, por tanto, esta cavidad está accesible al 
sustrato y al disolvente. 

Se conocen actualmente seis isoenzimas del hongo Agaricus bisporus 
(AbPPO) (Wu et al., 2010; Weijn et al., 2013; Wichers et al., 2003). Wichers y 
colaboradores, en 2003 clonaron la secuencia total de AbPPO1 (Uniprot Q00024) y 
AbPPO2 (Uniprot 042713) con tamaños de 1.9 y 1.8 kb, respectivamente. Las formas 
latentes tienen masas de 64 kDa, mientras que las formas activas muestran una masa 
de 43 kDa (Wichers et al., 1996). Wu y colaboradores, en 2010 publicaron la masa 
molecular de AbPPO3 (Uniprot C7FF04) y AbPPO4 (Uniprot C7FF05) con masas 
moleculares de 66.3 kDa y 68.3 kDa, respectivamente. En las isoenzimas AbPPOs1-4 
se separan cuatro aminoácidos después del motivo YG (tirosina-glicina) dando lugar a 
enzimas activas con una masa molecular de 41-43 kDa (Wu et al., 2010). Hasta el 
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momento, las secuencias de aminoácidos de AbPPO5 y AbPPO6 solamente están 
predichas por modelado  (Weijn et al., 2013). El motivo altamente conservado YG 
(encontrado en AbPPO1-4) está también presente en PPO5 y PPO6 en las posiciones 
G392 y G422, respectivamente. Actualmente se encuentran disponibles las estructuras 
tridimensionales de la tirosinasa activa PPO3 y la latente PPO4 (Isamaya et al., 2011a; 
2011b; Mauracher et al., 2014b; 2014c). 

En las estructuras de tirosinasa de Agaricus bisporus (AbPPO4) también se ha 
observado flexibilidad del cobre. En este caso el CuA fue estructuralmente estable, 
mientras que el CuB mostró flexibilidad y una conformación adicional junto a un cuarto 
residuo de histidina (His282) (Mauracher et al., 2014c). Es posible que esta flexibilidad 
del CuB sea debida a la sustitución de una asparragina conservada con un aspártico, 
Asp252, que no forma interacciones polares con His251 que coordina al CuB en el sitio 
activo (Kanteev et al., 2015).   

Recientemente se ha determinado la estructura cristalina de una pro-tirosinasa 
del hongo Aspergillus oryzae a una resolución de 1.39 Å (PDB ID: 3W6W) (Fujieda et 
al., 2013b). 
 
1.4.1.3. Tirosinasas de artrópodos. 

La primera tirosinasa de artrópodos (también llamada fenoloxidasa) cristalizada 
y cuya estructura tridimensional ha sido determinada es la fenoloxidasa de Manduca 
sexta (Li et al., 2009). En concreto, se ha determinado la estructura de la pro-
fenoloxidasa, su precursor inactivo, que pasa a forma activa por proteólisis específica 
vía una cascada serina proteasa. La pro-fenoloxidasa de Manduca sexta es un 
heterodímero que consiste en dos cadenas polipeptídicas homólogas, PPO1 de 685 
aminoácidos y PPO2 de 695 (Jiang et al., 1997; Li et al., 2009) (Figura 31).  Existen 
dos puentes disulfuro en cada monómero. 
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Figura 31. Estructura dimérica tridimensional de la pro-fenoloxidasa de Manduca sexta 
(Li et al., 2009). 
 

Las subunidades PPO presentan una estructura compacta que se puede dividir 
en cuatro dominios: la región pro, el dominio I no contiguo, dominio II y dominio III. La 
región pro contiene el sitio de ruptura proteolítica (Arg-51) (Figura 32).  
 

 

 
 

Figura 32. Dominios de la subunidad PPO2 de la pro-fenoloxidasa de Manduca sexta. 
La región pro está representada en color púrpura, el dominio I en azul, dominio II en 
amarillo y dominio III en verde. Los átomos de cobre  se encuentran en el dominio II  y 
están representados como esferas rojas (Li et al., 2009). 
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El sitio activo de la enzima contiene dos átomos de cobre (CuA y CuB), cada 
uno coordinado por tres residuos de histidina. En el primer monómero (PPO1), el CuA 
está coordinado por la His209, His213 e His239, mientras que el CuB lo está por 
His366, His370 e His406. El segundo monómero (PPO2) tiene también otra 
agrupación binuclear de cobre, donde el CuA está coordinado por His215, His219 e 
His245, mientras que el CuB lo está por His368, His372 e His408. En esta enzima, el 
sitio activo está ocluido en el centro de la enzima, no está expuesto al exterior. 

Existe un residuo de fenilalanina conservado en cada subunidad, Phe85 en 
PPO1 y Phe88 en PPO2, que está considerado como “guardián” para los sustratos 
fenólicos. Sorprendentemente hay un único residuo glutámico, Glu395, en PPO2 (no 
está en PPO1), localizado cerca del CuA y muy cercano a la Phe88. Estos autores 
proponen que este Glu395 podría ser el encargado de aceptar el protón proveniente 
del sustrato monofenólico, lo cual es fundamental para la orto-hidroxilación. Esto 
explicaría por qué sólo el monómero PPO2 presenta actividad monofenolasa (Li et al., 
2009). 
 
1.4.1.4. Tirosinasa de mamíferos. 

No se tiene mucha información sobre la estructura de tirosinasa de mamíferos. 
Los estudios realizados se han llevado a cabo por homología de secuencias de 
aminoácidos entre las tirosinasas de distintos organismos.  

La estructura de todas las tirosinasas de mamíferos presenta (Olivares y 
Solano, 2009): 

 
(a) Un péptido señal N-terminal, importante en el tráfico y procesado. 
(b) Unos dominios ricos en cisteínas. 
(c) Un segmento transmembrana hidrofóbico C-terminal. 
(d) Una cola citoplasmática corta.  
 
La cola citoplasmática y el segmento transmembranal son necesarios para 

dirigir la enzima al melanosoma. 
En cuanto al sitio activo, podría ser un bolsillo hidrofóbico, dentro de un haz de 

cuatro hélices (Figura 33). Existirían dos regiones encargadas de la unión de los 
átomos de cobre, ricas en histidina, llamadas CuA y CuB, cada una de las cuales 
contendría tres residuos de histidina (muy conservados en la escala filogenética). El 
CuA tiene el motivo His-x(n)-His-x(8)-His, y CuB tiene el motivo His-x(3)-His-x(n)-His, 
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siendo n un número variable de residuos. De las histidinas, solo la segunda del CuA 
(localizada en un lazo) sería flexible, las otras cinco histidinas estarían localizadas en 
fragmentos de hélice  adyacentes (García-Borrón y Solano, 2002; Inoue et al., 2008; 
Olivares y Solano, 2009).  

 

 
 

Figura 33. Modelo propuesto para el sitio activo de tirosinasa de mamíferos (García-
Borrón y Solano, 2002). 
 

Estudiando mutaciones en el sitio activo de tirosinasa se ha propuesto un 
modelo tridimensional (Schweikardt et al., 2007). Estos autores concluyen que además 
de las seis histidinas coordinadas a los dos cobres, existen otros aminoácidos 
importantes. Debido a la estrecha homología entre la tirosinasa de ratón (mTir) y la 
humana (hTir), los resultados descritos por estos autores pueden considerarse 
extrapolables. Recientemente se ha expresado la tirosinasa humana madura (RHT) 
recombinante en Escherichia coli (Chen et al., 2012). Así, la RHT podría ser usada 
para el estudio de inhibidores. 
 Las tirosinasas de mamíferos reciben los cobres de chaperonas y 
transportadores que usan motivos de cisteína y metionina para la incorporación de los 
cobres (Wang y Hebert, 2006; Robinson y Winge, 2010). 
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1.4.2. Estados de oxidación del cobre del sitio activo. 
El estado del cobre del sitio activo ha sido objeto de mucha discusión, desde 

que se descubriera como el cofactor de la enzima (Kubowitz, 1938). Actualmente, está 
aceptado que existen tres formas enzimáticas de tirosinasa, dependiendo del estado 
de oxidación del cobre: metatirosinasa, oxitirosinasa y desoxitirosinasa.  

Metatirosinasa (Em, Figura 34) 
Forma enzimática completamente diamagnética que presenta los cobres en 

estado de oxidación Cu2+ (Makino et al., 1974). Esta forma presenta absorción en la 
región visible del espectro y dicroísmo circular. Por analogía con metahemocianina 
(Solomon et al., 1996), el modelo estructural propuesto para metatirosinasa se puede 
describir como dos iones Cu2+ tetragonales unidos por un puente endógeno de 
proteína. 
 

           

Cu Cu
O

N N
N N

N N2+2+

H   
Figura 34. Sitio activo de la forma metatirosinasa. 
 

Oxitirosinasa (Eox, Figura 35) 
Esta forma presenta un máximo de absorción a 345 nm (Makino et al., 1974) 

que desaparece en presencia de sustratos monofenólicos y o-difenólicos, indicando 
que oxitirosinasa es un intermedio catalítico. Se puede obtener a partir de las otras 
formas enzimáticas mediante la adición de peróxido de hidrógeno a la forma 
metatirosinasa, o mediante la unión reversible de una molécula de oxígeno a la forma 
desoxitirosinasa. Recientemente se han descrito algunas propiedades del sitio activo 
de tirosinasa en su forma oxi, mediante modelado molecular con ordenador (Deeth y 
Diedrich, 2010). Esta forma tiene un grupo peróxido unido a los cobres, que tienen 
estado de oxidación Cu2+. 
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Figura 35. Sitio activo de la forma oxitirosinasa. 

 
Desoxitirosinasa (Ed, Figura 36)  
En esta forma los cobres se encuentran en estado de oxidación Cu+. En un 

estudio reciente se ponen de manifiesto algunas propiedades de la desoxitirosinasa 
obtenida en condiciones anaerobias (Muñoz-Muñoz et al., 2010a). Se demostró 
experimentalmente la existencia de una transición lenta, desde una desoxitirosinasa 
relajada hasta una forma tensa donde, probablemente debido a la repulsión de cargas, 
hay una separación de los iones cobre desde 3.5 Å, existente en la forma relajada, 
hasta 4.6 Å en la forma tensa, por analogía con desoxihemocianina (Metz y Solomon, 
2001). Así, en tirosinasa de Agaricus bisporus, se ha propuesto que ocurre una 
transición similar (Muñoz-Muñoz et al., 2010a). 

 

Cu Cu
N N

N N

N N++

 
Figura 36. Sitio activo de la forma desoxitirosinasa. 
 
 Forma inactiva de la enzima (Figura 37) 

Se ha descrito una cuarta forma inactiva de la enzima en base al estado de 
oxidación de los cobres del centro activo. Cuando un o-difenol se une a la forma 
oxitirosinasa se produce la transferencia de un protón del grupo hidroxilo del C-1 al 
peróxido del sitio activo, y el fenolato ataca a un átomo de cobre. A partir de aquí 
existe la posibilidad de que el hidroxilo del C-2 ceda un protón al peróxido protonado, 
permaneciendo como C-O-. La coplanaridad del anillo del sustrato, el oxígeno del C-1 
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y el átomo de cobre favorecen la oxidación simultánea del sustrato a o-quinona y la 
reducción de un átomo de Cu2+ a cobre (0) a través del anillo, mientras el Cu (0) y el 
peróxido de hidrógeno son liberados  y la enzima es inactivada como consecuencia 
(Muñoz-Muñoz et al., 2010c; 2012a). Este proceso se explicará en mayor detalle en el 
apartado 1.7 de regulación enzimática de tirosinasa. 

 

Cu

Cu
N N

N N
N N2+

0

 
Figura 37. Sitio activo de la forma inactiva de tirosinasa. 
 

Estudios cristalográficos con tirosinasas de distintas fuentes han demostrado 
que las histidinas axiales se encuentran en posición cis (Decker et al., 2006; Deeth y 
Diedrich, 2010; Sendovski et al., 2011), en contra de lo propuesto por otros autores 
(Matoba et al., 2006). 

Las tres formas enzimáticas metatirosinasa, desoxitirosinasa y oxitirosinasa 
están relacionadas en el ciclo catalítico de la enzima como se muestra en la Figura 38 
(Jackman et al., 1992). 
 

2-
2 2Cu(II) O

2Cu(II) 2Cu(I)

2-
2O 2O

2e-

Oxi

DesoxiMeta  
Figura 38. Equilibrio entre las formas meta, desoxi y oxi de tirosinasa (Jackman et al., 
1992). 
 
 



Tesis Doctoral  1. Introducción 
 

Carmen Vanessa Ortiz Ruiz 
 

       75 

1.5. ACTIVIDADES CATALÍTICAS DE TIROSINASA. 
Tirosinasa es una enzima que cataliza fundamentalmente dos tipos de 

reacciones que requieren oxígeno molecular como segundo sustrato: (a) la orto-
hidroxilación de monofenoles a o-difenoles o actividad monofenolasa y (b) la oxidación 
de o-difenoles a o-quinonas o actividad difenolasa (Rodríguez-López et al., 1992a; 
1993a; Fenoll et al., 2002a; 2002c; García-Molina et al., 2014a; 2014b). 

Los primeros estudios sobre tirosinasa pusieron de manifiesto la actividad 
difenolasa en todas las fuentes biológicas, por el contrario, esto no ocurrió para la 
actividad monofenolasa, más específica y complicada. Estos estudios llegaron a  a la 
conclusión errónea de que estas enzimas eran catecol oxidasas (EC 1.14.18.1) (de 
Jesus Rivas y Whitaker, 1973; Vámos-Vigyázó, 1981; Wesche-Ebeling y Montgomery, 
1990a; 1990b; Leoni et al., 1990). Nuestro grupo de investigación identificó y 
caracterizó correctamente por primera vez la actividad monofenolasa de tirosinasa de 
distintas frutas y hortalizas (Espín et al., 1995; 1996; 1998a; 1998b; 1998c).  

Estudios estructurales de tirosinasa de Agaricus bisporus demostraron que el 
sitio activo de la enzima se encuentra en la superficie y posee una cavidad amplia, por 
lo que gran cantidad de moléculas análogas a los sustratos fundamentales pueden 
acceder a él, la enzima muestra poca especificidad de sustrato (Martínez-Ortíz et al., 
1988; Zawistowski et al., 1991; Rodríguez-López et al., 1991b; 1992b; 1992c; 1993b; 
1994; García-Molina et al., 2007a; Muñoz-Muñoz et al., 2007a; 2007b; 2008a; García-
Molina et al., 2012).  

Debido a su baja especificidad de sustrato, tirosinasa presenta gran cantidad 
de actividades (además de la monofenolasa y difenolasa), entre las que destacan: 

- Actividad ascorbato oxidasa: oxida ácido ascórbico a dehidroascórbico (Ros 
et al., 1995; 1996; Espín et al., 2000a; Muñoz-Muñoz et al., 2009a). 

- Actividad catalasa: descompone el peróxido de hidrógeno (Yamazaki et al., 
2004; García-Molina et al., 2005a).  

- Oxidación de tetrahidropterinas (García-Molina et al., 2007b; 2009; 2010a; 
Muñoz-Muñoz et al., 2011a).  

- Oxidación de NADH (García-Molina et al., 2010b). 
- Oxidación del ácido tetrahidrofólico (García-Molina et al., 2011).  
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- Actividad peroxidasa, con peróxido de hidrógeno (Jiménez y García-Carmona, 
1996; 2000).  

- Oxidación de o-aminofenoles y o-aminas aromáticas (Toussaint y Lerch, 
1987; Rescigno et al., 1998; Sanjust et al., 2003; Gasowska et al., 2004; Rescigno et 
al., 2011; Muñoz-Muñoz et al., 2011d; 2012c). 

 
1.5.1. Actividad difenolasa. 

La actividad difenolasa consiste en la oxidación de dos moléculas de o-difenol 
a o-quinona gracias al oxígeno molecular, formándose dos moléculas de agua.  

Los estudios realizados  mediante experimentos de estado estacionario 
(Duckworth y Coleman, 1970; Gutteridge y Robb, 1975) han conducido al 
establecimiento de un mecanismo Uni Uni Bi Uni Ping Pong, trisustrato, con dos 
sustratos y dos productos iguales entre sí (Galindo et al., 1983). Estudios de flujo 
detenido (stopped-flow) demuestran que oxitirosinasa es un intermedio del ciclo 
catalítico (Makino y Mason, 1973; Rodríguez-López et al., 2000a). El Esquema 7 
corresponde al mecanismo cinético propuesto para la actividad difenolasa de la 
enzima y el Esquema 8 al mecanismo estructural. 
 

Em + D EmD Ed + O2 Eox + D EoxD Em
H2O

k2
k-2 k3

k8
k-8

k6
k-6

k7

H2O

2Q D + Crkapp

QQ

 
Esquema 7. Mecanismo cinético propuesto para explicar la actividad difenolasa de 
tirosinasa. mE  = metatirosinasa, dE = desoxitirosinasa, oxE  = oxitirosinasa, D = o-
difenol, Q = o-quinona, Cr = dopacromo (Galindo et al., 1983). 

 
Como se puede observar en los Esquemas 7 y 8, el ciclo catalítico comienza 

con la unión de un o-difenol a la forma metatirosinasa, enlazando probablemente al 
CuA en primer lugar (Goldfeder et al., 2014). El o-difenol es oxidado a o-quinona (en 
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este proceso están implicados dos electrones), reduciéndose el Cu2+ a Cu1+ y 
originándose la forma enzimática desoxitirosinasa. En la siguiente etapa la 
desoxitirosinasa reacciona con el oxígeno molecular y forma oxitirosinasa, volviendo 
los cobres del centro activo al estado de oxidación Cu2+. Finalmente, la oxitirosinasa 
une otra molécula de o-difenol que se oxida a o-quinona, el peróxido de hidrógeno del 
sitio activo se reduce a agua y la enzima se regenera como metatirosinasa, cerrando 
el ciclo catalítico (Esquema 7). Cuando el sustrato o-difenólico es L-dopa (sustrato 
fisiológico de la enzima), dos moléculas de la o-quinona generada (o-dopaquinona), 
dan lugar a una molécula de o-difenol y una molécula de dopacromo (etapas no 
enzimáticas, Esquema 7). 

La etapa determinante del proceso catalítico es la controlada por k7, como se 
ha demostrado por estudios de efecto isotópico (Peñalver et al., 2003; Fenoll et al., 
2004a). Los o-difenoles son mejores nucleófilos que los monofenoles, lo que repercute 
en una mayor rapidez de catálisis. La afinidad de unión de los distintos sustratos 
comprende, en cambio, etapas de enlace y transformación.  

La cadena lateral y la hidrofobia o hidrofilia de los sustratos o-difenólicos es 
importante para el acceso de los mismos al sitio activo de oxitirosinasa. La importancia 
del impedimento estérico se pone de manifiesto mediante el cálculo de 6k , la 
constante de unión  a oxitirosinasa (Rodríguez-López et al., 2000a). Los datos 
obtenidos mediante estudios de estado estacionario y fase de transición muestran que 
los o-difenoles se unen con mayor rapidez a la forma metatirosinasa que a la 
oxitirosinasa (k2 >> k6) (Rodríguez-López et al., 2000a). Esto podría deberse a la 
existencia de una base desprotonada en la forma metatirosinasa, que capta un protón 
del grupo hidroxilo del sustrato, mientras que en la oxitirosinasa debe transferirse al 
grupo peróxido de la enzima (Tyeklar y Karlin, 1989; Casella et al., 1996; Karlin et al., 
1998; Klabunde et al., 1998; Rodríguez-López et al., 2000a; Mirica et al., 2002; 
Peñalver et al., 2003; Piquemal et al., 2003; Fenoll et al., 2004a). Además, los átomos 
de cobre de la forma metatirosinasa se encuentran en estado de oxidación Cu+2 y por 
lo tanto, son más positivos que en la forma oxitirosinasa y el ataque del fenolato está 
más favorecido (Etapas 2 y 7, Esquema 8). 

La constante catalítica de tirosinasa con respecto a sus sustratos o-difenólicos 
es variable (Solomon et al., 1996; Espín et al., 2000b; Rodríguez-López et al., 2000a). 
Los sustratos sin cadena lateral tienen la constante catalítica más alta, seguidos por 
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los o-difenoles con cadena lateral hidrofóbica y, posteriormente, por los de cadena 
lateral hidrofílica.  

Se ha demostrado mediante estudios cristalográficos que las histidinas axiales 
están es posición cis (Decker et al., 2006; Deeth y Diedrich, 2010; Sendovski et al., 
2011). Las histidinas unidas a los cobres son rígidas y su enlace no se rompe en la 
catálisis, por lo que se postula la existencia de dos bases capaces de aceptar los 
protones del o-difenol en el sitio activo (Etapas 3 y 8, Esquema 8). Además, esta 
hipótesis está apoyada por estudios recientes en los que se demuestra la existencia 
de dos pKas cinéticamente significativos en el sitio activo de la enzima (Muñoz-Muñoz 
et al., 2010a; 2012a). 
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Esquema 8. Mecanismo estructural propuesto para la actividad difenolasa de 
tirosinasa de Agaricus bisporus (Muñoz-Muñoz et al., 2012a). 
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Como se puede observar en el mecanismo estructural propuesto por nuestro 
grupo de investigación (Esquema 8), en la Etapa 1 el o-difenol se une a la forma 
metatirosinasa ( mE ), probablemente formando un enlace por puente de hidrógeno con 
la base B1. Posteriormente, en la Etapa 2, el sustrato se une a uno de los átomos de 
cobre en posición axial, quizás al CuA (Goldfeder et al., 2014) y se transfiere un protón 
a un residuo proteico B1. La Etapa 3 consiste en la coordinación bidentada del o-
difenol y está acompañada de una segunda transferencia de protón, probablemente a 
una segunda base B2, próxima al CuB. Esta unión bidentada explicaría que la enzima 
no sea capaz de oxidar a los p-difenoles. En la Etapa 4, se produce la transferencia 
electrónica a partir del o-difenol y se forma la o-quinona y la forma enzimática 
desoxitirosinasa ( dE ). Posteriormente, en la Etapa 5, se une el oxígeno en el plano 
ecuatorial de los cobres dando lugar a la forma oxitirosinasa ( oxE ), en la cual el 
peróxido está coordinado a los dos iones de cobre oxidados, Cu2+. En las Etapas 6 y 7 
una segunda molécula de o-difenol se une a la forma oxitirosinasa, coordinándose con 
uno de los iones de cobre del sitio activo y transfiriéndose un protón al grupo peróxido 
(Etapa 7). Esto está de acuerdo con trabajos anteriores (Tyeklar y Karlin, 1989; 
Casella et al., 1996; Karlin et al., 1998; Klabunde et al., 1998; Rodríguez-López et al., 
2000a; Mirica et al., 2002; Peñalver et al., 2003; Piquemal et al., 2003; Fenoll et al., 
2004a). Esta coordinación se ha propuesto que se produce de manera diaxial, puesto 
que el plano ecuatorial estaría ocupado por el peróxido. Para la coordinación 
bidentada del o-difenol se transfiere un segundo protón, por transferencia a una 
segunda base B2 próxima al CuB, lo que está de acuerdo con la flexibilidad del sitio 
activo (Matoba et al., 2006; Sendovski et al., 2011; Ismaya et al., 2011a; 2011b) y con 
la existencia de dos pKas en la enzima (Muñoz-Muñoz et al., 2010a; 2012a). En la 
Etapa 8, la transferencia electrónica del o-difenol al grupo peróxido origina la ruptura 
del enlace oxígeno-oxígeno, la formación de una molécula de agua y la 
correspondiente o-quinona, regenerándose la forma enzimática metatirosinasa (Etapa 
9). En esta última etapa, los residuos proteicos B1 y B2 actúan como ácidos 
proporcionando los protones necesarios para la liberación de la molécula de agua. A 
altas concentraciones de o-difenol surgen desviaciones de la cinética Michaeliana 
(Muñoz-Muñoz et al., 2010d; 2011c). 
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1.5.2. Actividad monofenolasa. 
Se trata de la hidroxilación de monofenoles a o-difenoles. Esta actividad ha 

sido muy estudiada (Mason, 1956; Osaki, 1963; Vanneste y Zubersbϋhler, 1974; 
Cabanes et al., 1987a; Naish-Byfield y Riley, 1992; Rodríguez-López et al., 1992b; Ros 
et al., 1994a; 1994b; Fenoll et al., 2000a; 2000b; 2000c; 2002b; Peñalver et al., 2002; 
Fenoll et al., 2004b). 

La actividad monofenolasa se expresa junto a la difenolasa, ya que el o-difenol 
producto de su actividad es sustrato en la difenolasa. Del mismo modo, las etapas no 
enzimáticas desde o-quinona hasta aminocromo son las mismas en ambas 
actividades. 

Existe un período de retardo característio de esta actividad, en la acumulación 
del producto dopacromo antes de llegar al estado estacionario (Pomerantz, 1966; 
Duckworth y Coleman, 1970; García-Molina et al., 2005b; 2005c), que depende de la 
naturaleza y concentración tanto de la enzima como del sustrato. Nuestro grupo de 
investigación ha establecido el significado del período de retardo y ha obtenido  una 
expresión analítica aproximada para cuantificarlo (Rodríguez-López et al., 1992b; 
Fenoll et al., 2001; García-Molina et al., 2007a). La presencia de o-difenoles y otros 
agentes reductores como ácido ascórbico (Ros et al., 1993a), tetrahidropterinas 
(García-Molina et al., 2007b; 2009; 2010a), NADH (García-Molina et al., 2010b) o 
ácido tetrahidrofólico (García-Molina et al., 2011) pueden eliminar el período de 
retardo. 

El Esquema 9 y el Esquema 10 muestran el mecanismo cinético y el 
estructural, respectivamente, propuestos para las actividades monofenolasa y 
difenolasa de tirosinasa.  

En la actividad monofenolasa, la forma oxitirosinasa reacciona con un 
monofenol, forma un complejo ternario (EoxM) y se hidroxila el monofenol a o-difenol 
(EmD). En este punto puede que el o-difenol: (1) se oxide a o-quinona dando lugar a la 
forma desoxitirosinasa, o (2) se libere, liberando al mismo tiempo la forma 
metatirosinasa (Mason, 1956; Fenoll et al., 2001; Muñoz-Muñoz et al., 2012b). En el 
primer caso la desoxitirosinasa se une rápidamente a oxígeno dando lugar a la forma 
oxitirosinasa, mientras que en el segundo, la metatirosinasa se une a otra molécula de 
o-difenol oxidándolo a o-quinona y liberando desoxitirosinasa, que se une a oxígeno y 
vuelve a dar lugar a la forma oxi de la enzima. La necesidad de mantener un nivel 
adecuado de o-difenol en el estado estacionario de la actividad monofenolasa para 
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poder realizar la hidroxilación, hace pensar que el o-difenol actúa como un cosustrato 
en lugar de un activador (Cabanes et al., 1987a; Rodríguez-López et al., 1992b; Ros et 
al., 1994a; 1994b). Cuando la enzima actúa sobre monofenoles, necesita acumular 
una cantidad determinada de su o-difenol correspondiente, de tal forma que debe 
cumplirse la relación [ ] /[ ]ss ssR D M  (Rodríguez-López et al., 1992b; 2001; Ros et al., 
1993a; 1993b; 1994a). En esta situación, la enzima realiza dos ciclos en la ruta 
monofenolasa por uno en la difenolasa, de tal manera que la concentración de o-
difenol no varía (Fenoll et al., 2001; Peñalver et al., 2005). 
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Esquema 9. Mecanismo cinético propuesto para la actividad monofenolasa y 
difenolasa de tirosinasa de Agaricus bisporus. mE  = metatirosinasa, dE = 
desoxitirosinasa, oxE  = oxitirosinasa, D = o-difenol, M = monofenol, Q = o-quinona, Cr 
= dopacromo (Rodríguez-López et al., 1992b). 
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Esquema 10. Mecanismo estructural propuesto para explicar las actividades 
monofenolasa y difenolasa de tirosinasa de Agaricus bisporus (Muñoz-Muñoz et al., 
2012a). 
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  Según el mecanismo estructural propuesto en el Esquema 10, cuando el 
monofenol se enlaza a la forma oxitirosinasa (Etapa 13) se produce la desprotonación 
del monofenol, transfiriendo el protón del grupo hidroxilo del C-4 al peróxido (Etapa 14) 
y posteriormente, se une en axial al átomo de cobre, probablemente al CuA (Goldfeder 
et al., 2014). A continuación, el oxígeno del peróxido lleva a cabo un ataque 
electrofílico al anillo en C-3, dando lugar a un intermedio ( DmE )3, en el cual el o-
difenol está unido en axial/ecuatorial. En este punto, debido a la falta de coplanaridad 
de los orbitales, la oxidación / reducción no se puede producir y el o-difenol puede 
romper el enlace con el cobre CuA (Etapa 16), originando la especie ( DmE )4. A partir 
de ( DmE )4 se puede originar la especie ( DmE ) que es un intermedio de la 
actividad difenolasa. Por otro lado, la especie ( DmE )3 puede romper el enlace con el 
cobre CuB (Etapa 17), dando lugar al intermedio ( DmE ) que conecta con el ciclo 
difenolasa. Un punto muy importante de este mecanismo es que a partir del intermedio 

DmE  se puede liberar o-difenol al medio (Etapa 1). 
  En la ruta  muerta, la forma enzimática metatirosinasa une al monofenol y 
forma el complejo EmM, pero como no tiene oxígeno no puede reaccionar. Esta unión 
es reversible. 
 
1.5.3. Estereoespecifidad de las actividades monofenolasa y difenolasa. 

Tirosinasa muestra estereoespecifidad de enlace. La constante de Michaelis 
para  los isómeros L es menor que para los isómeros D, sin embargo, la rapidez de 
catálisis es la misma. Por otro lado, para los dos isómeros los valores de los 
desplazamientos químicos de los carbonos 3 y 4 del sustrato son los mismos, lo que 
apunta a que ambos centros poseen una densidad electrónica similar. Este hecho 
lleva consigo que la etapa de ataque nucleofílico sea la misma para los dos isómeros 
(Espín et al., 1998a; 1998b). En cuanto a la inactivación suicida, la enzima muestra el 
mismo tipo de estereoespecifidad, siendo más afín por los isómeros L y mostrando la 
misma rapidez de catálisis para ambos isómeros (Muñoz-Muñoz et al., 2009a; 2010b). 
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1.5.4. Diferencias entre catecol oxidasas y tirosinasas. 
 Tanto las tirosinasas como las catecol oxidasas se denominan 
polifenoloxidasas (van Holde et al., 2001). Estas enzimas tienen sitios activos similares 
con dos átomos de cobre (CuA y CuB), que están coordinados por seis histidinas. 
Como se ha comentado en apartados anteriores, tirosinasa es capaz de hidroxilar 
monofenoles a o-difenoles (actividad monofenolasa) y posteriormente oxida estos 
últimos a o-quinonas (actividad difenolasa). Sin embargo, las catecol oxidasas solo 
pueden llevar a cabo la reacción de oxidación (actividad difenolasa) (Rolff et al., 2011). 
Aunque este hecho tiene gran importancia biológica, médica y económica, la base 
molecular de la discriminación funcional entre tirosinasa y catecol oxidasa no está 
clara (Olivares y Solano, 2009; Rolff et al., 2011; Goldfeder et al., 2014; Kanteev et al., 
2015). 
 En un estudio reciente, el grupo de Fishman presentó estructuras cristalizadas 
de tirosinasa de Bacillus megaterium con y sin sustrato monofenólico y difenólico unido 
(Goldfeder et al., 2014; Kanteev et al., 2015). Se sugirió que un glutamato altamente 
conservado y una asparragina unen y activan una molécula de agua que ayuda a la 
desprotonación de monofenoles, etapa necesaria para que tirosinasa actúe sobre 
estos sustratos. Esta hipótesis ha sido experimentalmente probada, por primera vez, 
por Solem y colaboradores (Solem et al., 2016). Estos autores demuestran que una 
polifenoloxidasa que presenta actividad difenolasa puede ser transformada en una 
tirosinasa (con las dos actividades) por una mutación que introduzca una asparragina. 
Tanto la asparragina como el glutamato conservado son necesarios para orientar el 
agua conservada para extraer el protón del monofenol y que tenga lugar la actividad 
monofenolasa (Esquema 11). En ausencia de la asparragina, solo se observa 
actividad difenolasa. Estos resultados proporcionan evidencias directas de la 
importancia crucial de la desprotonación para la actividad de tirosinasa. 
 Nuestro grupo de investigación en cambio sugiere, que la función de la tríada 
Glu-H2O-Asn no es extraer el protón del monofenol, sino orientar al sustrato y por otro 
lado potenciar la nucleofilia del oxígeno del grupo hidroxilo. El oxígeno atacaría al 
cobre y el protón se transferiría al peróxido, no al agua, como se puede ver en el 
mecanismo descrito en el Esquema 10. 
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Esquema 11. Desprotonación de un sustrato fenólico en el ciclo catalítico de tirosinasa 
(Solem et al., 2016). 
 
1.5.5. Acción de tirosinasa sobre meta-difenoles y para-difenoles.  

Como se ha comentado en apartados anteriores, tirosinasa solo muestra 
actividad difenolasa sobre orto-difenoles. Sin embargo, si el sustrato fenólico es un 
meta o un para-difenol y la estructura de la molécula lo permite, podría ser hidroxilado 
por la enzima (actividad monofenolasa), como si se tratara de un monofenol. 

De las tres formas enzimáticas libres de tirosinasa (Em, Ed y Eox), solamente 
oxitirosinasa es capaz de hidroxilar a los monofenoles. Cuando metatirosinasa se une 
a un monofenol entra en la ruta muerta (como no tiene oxígeno no puede reaccionar), 
y en cuanto a la forma desoxitirosinasa, se une al oxígeno molecular para dar 
oxitirosinasa. Por lo tanto, para que la enzima muestre actividad monofenolasa, la 
presencia de la forma enzimática Eox es necesaria.  

Cuando tirosinasa actúa sobre L-tirosina (sustrato fisiológico de la enzima), se 
regenera o-difenol (L-dopa) en el medio a partir de la o-dopaquinona (Fenoll et al., 
2001), de manera que se produce la forma Eox de manera continua y el sustrato 
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monofenólico puede ser hidroxilado. Sin embargo, si la enzima actúa sobre m-
difenoles o p-difenoles hidroxilándolos, se genera un compuesto trihidroxilado, que 
puede ser: (a) liberado al medio, donde rápidamente evolucionaría, o (b) oxidado a 
hidroxi-o-quinona, que isomerizaría de forma espontánea a hidroxi-p-quinona 
(Grundmann, 1977; Kutyrev y Moskva, 1991), más estable (Patai y Rappoport, 1988; 
Smith, 2013). En cualquier caso, no se acumularía o-difenol en el medio, no se 
regeneraría la forma  Eox y la catálisis se detendría. 
 Aunque en la forma nativa de la enzima existe una mezcla de Em y Eox (entre el 
2-30% de forma oxitirosinasa) (Lerch, 1981), cuando la forma Eox hidroxila al 
compuesto (monofenol, p-difenol o m-difenol), se transforma en Em (inactiva sobre este 
tipo de moléculas).  
 La actividad monofenolasa de tirosinasa sobre m-difenoles o p-difenoles (no 
acumulan o-difenol) se puede conseguir añadiendo al medio de reacción distintos 
compuestos (Jiménez y García-Carmona, 1996; García-Molina et al., 2012; 2013; 
2014a; 2014c): 
 (a) Un reductor, como el ácido ascórbico, que transforma la forma Em en Ed que 
con oxígeno genera Eox. 
 (b) Peróxido de hidrógeno, que transforma la forma Em en Eox. 
 (c) Concentraciones catalíticas de o-difenol, para transformar la forma Em en Ed 
que con oxígeno da lugar a Eox, y un reductor como el ácido ascórbico o el NADH para 
mantener la cantidad de o-difenol constante en el medio y que de este modo se pueda 
generar de forma continua la forma enzimática Eox. 

Con ayuda de estos tres métodos, nuestro grupo de investigación ha 
identificado como sustratos alternativos de tirosinasa algunos compuestos que habían 
sido descritos como inhibidores en la bibliografía. Estos compuestos, al no acumular o-
difenol y agotarse la forma Eox en el medio de reacción, aparentemente no eran 
hidroxilados por tirosinasa, no se observaba actividad, pero utilizando estos tres 
métodos, se demostró su acción sobre ellos. Este es el caso de hidroquinona (p-
difenol) (García-Molina et al., 2014a; 2014c), y hexilresorcinol y oxiresveratrol (m-
difenoles), cuyo estudio se muestra en los artículos que componen esta memoria. 

El ácido ascórbico y otros reductores como el NADH pueden ser usados en 
estos ensayos gracias a la imposibilidad de los mismos para reducir el producto de 
reacción, en este caso una p-quinona. Cuando se utiliza o-difenol catalítico y un 
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reductor, por ejemplo o-tert-butilcatecol y ácido ascórbico, éste último reduce la o-tert-
butilquinona, de esta manera genera de forma continua el o-difenol. Sin embargo, si 
también reduce el producto de la reacción del compuesto bajo estudio, no podría ser 
usado.  

En los Esquemas 12, 13, y 14, se muestra la acción de tirosinasa sobre 
hidroquinona (HQ) en presencia de peróxido de hidrógeno, o-tert-butilcatecol y ácido 
ascórbico y finalmente ácido ascórbico. 
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Esquema 12. Acción de tirosinasa sobre HQ en presencia de  H2O2. Em, 
metatirosinasa; Ed, desoxitirosinasa; Eox, oxitirosinasa; HQ, hidroquinona; HHQ, 2-
hidroxihidroquinona; HPB, 2-hidroxi-p-benzoquinona. (García-Molina et al., 2014a). 
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Esquema 13. Acción de tirosinasa sobre hidroquinona en presencia de o-difenol 
catalítico. Em, metatirosinasa; Ed, desoxitirosinasa; Eox, oxitirosinasa; HQ, hidroquinona; 
HHQ, 2-hidroxi-hidroquinona; HPB, 2-hidroxi-p-benzoquinona; TBC, 4-tert-butilcatecol; 
o-TBC, o-tert-butilquinona; AH2, ácido ascórbico; A, ácido dehidroascorbico (García-
Molina et al., 2014c). 
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Esquema 14. Acción de tirosinasa sobre hidroquinona en presencia ácido ascórbico. 
Em, metatirosinasa; Ed, desoxitirosinasa; Eox, oxitirosinasa; HQ, hidroquinona; HHQ, 2-
hidroxi-hidroquinona; HPB, 2-hidroxi-p-benzoquinona; AH2, ácido ascórbico; A, ácido 
dehidroascorbico (García-Molina et al., 2014a). 
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1.6. REGULACIÓN ENZIMÁTICA DE TIROSINASA. 
La actividad de la enzima tirosinasa se puede regular de distintas formas, 

mediante la acción de inhibidores o inactivadores de forma externa, o bien de manera 
interna (inactivación suicida).  

 
1.6.1. Inhibidores. 

La identificación de los inhibidores de tirosinasa es confusa ya que, en la 
mayoría de los casos, estas moléculas se estudian midiendo 
espectrofotométricamente la acción de la enzima sobre L-tirosina o L-dopa en 
presencia del compuesto de interés. En muchos casos, en lugar de una interacción 
verdadera enzima / inhibidor, la ruta de biosíntesis de melaninas se puede desviar por 
distintos mecanismos. De este modo,  los inhibidores de tirosinasa se pueden clasificar 
de forma experimental en los siguientes tipos: 

- Agentes reductores como el ácido ascórbico, que producen la reducción de o-
dopaquinona a L-dopa, impidiendo, por tanto, la formación de dopacromo. 

- Compuestos que eliminan o-dopaquinona, reaccionando con esta y formando 
compuestos coloreados. Este es el caso de compuestos tiólicos como la cisteína,  que 
forma un aducto con la o-quinona ralentizando la formación de eumelaninas hasta que 
se consume. 

- Sustratos alternativos de la enzima. En este caso encontramos a los 
compuestos fenólicos que, actuando como sustratos de tirosinasa, dan lugar a un 
producto quinónico que absorbe en una longitud de onda distinta a la de dopacromo.  
Cuando la enzima tiene alta afinidad por estos compuestos, la velocidad de formación 
de dopacromo disminuye y son clasificados erróneamente como inhibidores. 

- Inactivadores no específicos. Este es el caso de los ácidos y bases, que 
desnaturalizan a la enzima de forma inespecífica, inactivándola. 

- Inactivadores específicos. Estos son los inhibidores basados en el mecanismo 
de la enzima, entre los que destacan los sustratos suicidas. Estos compuestos actúan 
irreversiblemente sobre la enzima induciendo su inactivación suicida. 

- Inhibidores específicos de tirosinasa. Son aquellos inhibidores que se unen 
reversiblemente a la enzima reduciendo su actividad catalítica. 
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De todos estos tipos de inhibidores, solo los dos últimos se pueden considerar 
verdaderos inhibidores, ya que son los que se unen a la enzima e inhiben su actividad. 
Estos verdaderos inhibidores se pueden clasificar en cuatro subtipos: (a) competitivos, 
(b) acompetitivos, (c) mezcla y (d) no competitivos. El ácido kójico, (Cabanes et al., 
1994; Chen et al., 1991), la tropolona (Espín y Wichers, 1999) y la L-mimosina 
(Cabanes et al., 1987b) son considerados inhibidores clásicos de referencia de 
tirosinasa (Figura 39).  
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O O OH
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Figura 39. Estructuras químicas de los inhibidores clásicos de referencia de la enzima 
tirosinasa: ácido kójico, tropolona y L-mimosina. 
 

Hasta el momento, se han aislado e identificado un gran número de inhibidores 
tanto de fuentes naturales como sintéticos (Rescigno et al., 2002; Solano et al., 2006; 
Parvez et al., 2007; Chang, 2009; Peng et al., 2013; Mendes et al., 2014; Lee et al., 
2015; Sardana y Ghunawat, 2015; Ullah et al., 2016).  

Los inhibidores de tirosinasa se pueden clasificar en 5 clases principales: (1) 
polifenoles, (2) derivados del benzaldehido y del benzoato,  (3) lípidos (triacilglicéridos) 
de cadena larga y esteroides, (4) péptidos y (5) inactivadores (inactivadores suicidas e 
inhibidores irreversibles).  

 
1.6.1.1. Polifenoles. 

Representan un grupo muy diverso. Los polifenoles pueden ser considerados 
sustratos o inhibidores de tirosinasa en función de la posición de los grupos hidroxilos 
en la molécula. Los flavonoides son los polifenoles más numerosos aislados y 
estudiados como sustratos / inhibidores de tirosinasa, están ampliamente distribuidos 
en las hojas, raíces, semillas y flores de plantas y se dividen en siete grandes grupos, 
flavonoles, flavonas, flavanonas, flavanoles, isoflavonoides, chalconas y cumarinas 
(Chang, 2009). 
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- Flavonoles: son inhibidores muy débiles de tirosinasa por lo que son poco 
usados en la industria alimentaria y cosmética como antipardeantes o agentes 
despigmentantes, respectivamente. 

- Flavonas, flavanonas y flavanoles: entre ellos destacan la nobiletina 
(5,6,7,8,3´,4´-hexametoxiflavona), naringina (5,7,4´-trihidroxiflavanona) y 
neohesperidina (5,7,3´-trihidroxi-4´-metoxiflavona). Sin embargo, estos compuestos 
también muestran, en general, una inhibición débil comparada con inhibidores de 
referencia como el acido kójico. Dentro de este grupo podemos destacar como 
potentes inhibidores el mulberrósido F (procedente de extractos de especies de 
Morus), que es 4.5 veces más potente que el ácido kójico, la norartocarpetina (flavona, 
Figura 40), 40 veces más potente ( ΙΚ = 1.35 M) que el ácido kójico (Ryu et al., 2008), 
y la estreptogenina (flavanona), con una inhibición similar a la anterior.  

Se ha sugerido que la mitad 3-hidroxi-4-ceto del flavonoide es fundamental 
para la unión a los átomos de cobre del sitio activo de tirosinasa y que el número y la 
posición de los grupos hidroxilos son claves en el grado y tipo de inhibición. 

- Isoflavonoides: dentro de este grupo tenemos a la glabridina (Figura 40), 
primer compuesto estudiado y caracterizado como inhibidor de tirosinasa, que mostró 
una potencia inhibitoria 15 veces superior al ácido kójico y un modo de inhibición no 
competitivo (Yokota et al., 1998). 

Se ha demostrado que la posición y el número de grupos hidroxilos en el anillo 
A de la isoflavona afectan a la potencia y al modo de inhibición del compuesto. Así, 
una isoflavona con grupos hidroxilos en C6 y C7 del anillo A (6,7,4´-
trihidroxiisoflavona) incrementa unas diez veces su grado de inhibición y la afinidad de 
la enzima por ella. Además, cuando los grupos hidroxilos se encuentran en las 
posiciones C7 y C8 del anillo A (7,8,4´-trihidroxiisoflavona y 5,7,8,4´-
tetrahidroxiisoflavona), se cambia el modo de inhibición del compuesto de competitivo 
reversible a inactivación suicida irreversible (Chang, 2009). 

- Chalconas: en este grupo podemos destacar tres derivados de chalconas, 
licurasida, isoquiritina y licochalcona (procedente de raíces de Glycyrrhiza), inhibidores 
competitivos de la actividad monofenolasa de tirosinasa de Agaricus bisporus. La 
licochalcona, tiene una potencia inhibidora 5.4 veces más fuerte que el ácido kójico 
(Fu et al., 2005). Otro importante inhibidor es la 2,4,2´,4´-tetrahidroxi-3-(3-metil-2-
butenil)-chalcona (TMBC, procedente de Morus nigra, Figura 40), que muestra un 
grado de inhibición de la actividad difenolasa de tirosinasa 26 veces superior al ácido 
kójico, con una IK  = 1-1.5 M (Zhang et al., 2009). Se ha descrito que el hidroxilo del 
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C4 del anillo B del esqueleto de la chalcona es muy importante para el modo y grado 
de inhibición de esta (Nerya et al., 2004), probablemente debido a que la estructura 
resultante es muy similar a la del sustrato natural de la enzima L-tirosina. Una acción 
similar ocurre cuando se encuentra el grupo N-bencilbenzamida en el esqueleto de la 
chalcona. 

El compuesto floretina (Figura 41) también se ha descrito como un potente 
inhibidor de tirosinasa de champiñón, mostrando un bajo valor de IC50 (37.5 µM) (Zuo 
et al., 2014). Del mismo modo, su derivado el glicósido floricina (Figura 41) se ha 
caracterizado como inhibidor competitivo de la enzima de champiñón, siendo más 
efectivo que el ácido kójico (Fang et al., 2011). Estos dos compuestos han sido 
estudiados como inhibidores de las actividades monofenolasa y difenolasa de 
champiñón en los artículos que componen esta memoria, resultando ser sustratos 
alternativos de tirosinasa en lugar de inhibidores, aunque disminuyen la velocidad de 
acción de la enzima sobre sus sustratos (L-tirosina y L-dopa) al producir o-quinonas 
distintas de o-dopaquinona. 

- Cumarinas: son lactonas del ácido fenilpropanoico con un núcleo H-
bezopiranona. Dentro de este grupo, destaca como inhibidor la aloesina (Figura 40), 
procedente del Aloe vera (Jones et al., 2002). Se han sintetizado híbridos de cumarina 
y resveratrol (Fais et al., 2009) y se ha incorporado a la estructura de estos 
compuestos un fragmento de tirosina (Matos et al., 2012) para mejorar su potencia 
inhibidora. 

- Resorcinoles o meta-difenoles: los derivados del resorcinol han generado una 
atracción considerable como agentes despigmentantes, especialmente los 4-
alquilresorcinoles no sustituidos, como es el caso del 4-butilresorcinol o rucinol (Figura 
40), hasta 10 veces más potente que el ácido kójico (kolbe et al., 2013), y del 4-
hexilresorcinol (Figura 41) (Torihara et al., 1990; Frankos et al., 1991; Dawley y 
Flurkey, 1993). Estos dos compuestos son considerados inhibidores muy potentes de 
la enzima tirosinasa y son ampliamente usados en la industria cosmética (rucinol y 4-
hexilresorcinol) y alimentaria (4-hexilresorcinol) como agentes blanqueantes o 
antipardeantes. En los artículos que componen esta memoria, se demuestra la acción 
de tirosinasa sobre 4-hexilresorcinol, que se comporta realmente como sustrato 
alternativo de la enzima en lugar de inhibidor. 

- Estilbenos: Oxiresveratrol (2,4,3´,5´-tetrahidroxi-trans-estilbeno, Figura 41), 
gnetol (2,6,3´,5´-tetrahidroxi-trans-estilbeno) y piceatanol (3,5,3´,4´-tetrahidroxi-trans-
estilbeno) son compuestos destacables como inhibidores de tirosinasa dentro de este 
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grupo. El oxiresveratrol, caracterizado como inhibidor no competitivo sobre las 
actividades monofenolasa y difenolasa, mostró 32 veces más inhibición que el ácido 
kójico (Shin et al., 1998), el gnetol, 30 veces superior sobre la actividad difenolasa 
(Ohguchi et al., 2003), y el piceatanol, unas 32.7 veces mayor sobre la actividad 
monofenolasa de tirosinasa de Agaricus bisporus (Yokozawa et al., 2007). 

Al igual que otros de los compuestos nombrados anteriormente, nuestro grupo 
de investigación ha conseguido demostrar que el oxiresveratrol es realmente un 
sustrato alternativo de la tirosinasa de champiñón. Los ensayos realizados para llegar 
a esta conclusión se describen en las publicaciones que componen esta memoria. 
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Figura 40. Estructuras químicas de algunos de los principales compuestos 
polifenólicos inhibidores de tirosinasa. 
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Figura 41. Estructuras químicas de algunos de los compuestos polifenólicos que han 
sido descritos como inhibidores de tirosinasa en la bibliografía y que actúan realmente 
como sustratos alternativos de la enzima.  
 
1.6.1.2. Derivados del belzaldehído y benzoatos. 

Un inhibidor clásico conocido de tirosinasa es el ácido benzoico. Gran cantidad 
de compuestos derivados del ácido benzoico y del benzaldehído, como el ácido 
cinámico, ácido anísico, anisaldehido y el ácido metoxicinámico (Lee, 2002), actúan 
como inhibidores de tirosinasa. Los derivados del ácido benzoico inhiben a la enzima 
uniéndose a los átomos de cobre del sitio activo (Conrad et al., 1994), mientras que los 
derivados del benzaldehído, probablemente lo hacen por su capacidad de formar 
bases de Schiff con un grupo amino primario en la enzima (Kubo et al., 2000). 

En los artículos que componen esta tesis doctoral se realiza la caracterización 
cinética del ácido benzoico y ácido cinámico como inhibidores de las actividades 
monofenolasa y difenolasa de tirosinasa. 
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1.6.1.3. Lípidos (triacilglicéridos) de cadena larga y esteroides. 
En este grupo de compuestos destacan el ácido trans-geránico (Masuda et al., 

2008) y la trilinoleína (triacilglicerol del ácido linoleico) (Jeon et al., 2006), 
caracterizados como inhibidores de potencia similar al ácido kójico. Los esteroides 
también muestran un efector inhibitorio de la enzima tirosinasa bastante potente. Entre 
ellos podemos destacar el estigmast-5-en-3β,26-diol y el 2β(2S)-hidroxi-7(E)-
tritriacontenoato, que mostraron 7 y 12.3 veces (respectivamente) mayor inhibición que 
el ácido kójico (Khan et al., 2005). 

 
1.6.1.4. Péptidos con actividad inhibidora de tirosinasa. 

Los oligopéptidos se están estudiando y utilizando recientemente como 
candidatos para el tratamiento de distintos desórdenes de la piel (Abu Ubeid et al., 
2009). Por ejemplo, se ha probado que el octapéptido (Arg-Ala-Asp-ser-Arg-Ala-Asp-
Cys) y el decapéptido (Tyr-Arg-ser-Arg-Lys-Tyr-Ser-Ser-Trp-Tyr) inhiben la actividad 
de tirosinasa de champiñón y humana mostrando unos valores de IC50 de 123 y 40 
µM, respectivamente. Además estos oligopéptidos no muestran ningún efecto 
citotóxico (Abu Ubeid et al., 2009). 

 
1.6.1.5. Inactivadores. 
 

A. Inhibidores irreversibles. 
Este tipo de compuestos producen la inactivación permanente de la enzima 

tirosinasa, normalmente actuando en el sitio activo de la enzima. Entre ellos destacan 
captopril (Figura 42), que forma un complejo con el cobre a través de su grupo tiol libre 
provocando la quelación del cobre (Espín y Wichers, 2001), el anión 3,5-dihidroxifenil 
decanoato y el cardol trieno (Figura 42), inhibidor de tipo competitivo con una IC50 de 8 
µM (Zhuang et al., 2010). Estudios recientes demuestran que el captopril actúa 
también como inhibidor de tipo competitivo con un valor de KI de 294 µM (Kuo y Ho, 
2013). 
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Figura 42. Estructuras químicas de captopril y cardol trieno, inhibidores irreversibles 
de tirosinasa. 
 

B. Inactivadores suicidas. 
La inhibición suicida es un proceso de inactivación que sufre tirosinasa cuando 

reacciona con sus sustratos (Ingraham et al., 1952; Lerch, 1983). Recientemente, ha 
aumentado el estudio de sustratos suicidas (inhibidores basados en el mecanismo) 
gracias a sus posibles aplicaciones farmacológicas (Silverman, 1995; Zhong y 
Groutas, 2004; Ghanbari et al., 2006).  

Hasta la fecha de hoy, se han propuesto tres tipos de mecanismos para 
explicar el proceso de inactivación suicida en tirosinasa: 

1. Ataque de la o-quinona, producto de reacción, sobre un grupo del sitio activo 
(Ingraham et al., 1952). 

2. Ataque mediante radicales libres generados durante el ciclo catalítico (ROS, 
especies reactivas del oxígeno) sobre el sitio activo de la enzima (Seiji et al., 
1978). 

3. Presentación y oxidación de un o-difenol como si fuera un monofenol 
(presentación tipo cresolasa) (Land et al., 2007; 2008; Ramsden et al., 2009). 

 
Actualmente, los mecanismos 1 y 2 han sido descartados, ya que esta 

inactivación también ocurre en presencia de NADH o ácido ascórbico que reducen las 
o-quinonas a o-difenoles. Además, al proteger a la enzima con eliminadores de 
radicales libres, se comprobó que la inactivación suicida seguía ocurriendo (Dietler y 
Lerch, 1982). En cuanto al mecanismo 3, que implica la hidroxilación de un o-difenol 
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como si fuera un monofenol (presentación tipo cresolasa), los autores sugieren que se 
origina un producto intermedio de la reacción que provoca una desprotonación y una 
eliminación reductiva en el mecanismo de la enzima (Land et al., 2007; Land et al., 
2008; Ramsden et al., 2009; Ramsden y Riley 2010a; 2010b) (Esquema 15). 
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Esquema 15. Mecanismo propuesto para explicar la inactivación suicida de tirosinasa 
durante su actividad monofenolasa cuando actúa sobre o-difenoles (Land et al., 2007). 

 
La estructura química de los sustratos es muy importante en el mecanismo de 

inactivación suicida. Según el mecanismo propuesto en el Esquema 15, cuando el 
sustrato es un trihidroxibenceno (por ejemplo pirogalol), o cuando tiene sustituyentes 
en C3 y C6 del anillo fenólico, la enzima no sufriría inactivación suicida. Por último, 
este mecanismo tampoco explicaría la inactivación suicida ocasionada cuando 
tirosinasa actúa sobre otras moléculas no fenólicas, como el peróxido de hidrógeno 
(García-Molina et al., 2005a), ácido ascórbico (Muñoz-Muñoz et al., 2009a), NADH 
(García-Molina et al., 2010b), tetrahidropterinas (Muñoz-Muñoz et al., 2011a) o ácido 
tetrahidrofólico (García-Molina et al., 2011). 

La cinética de inactivación suicida de tirosinasa se describe por una serie de 
parámetros que caracterizan al sustrato suicida: λmax (constante aparente de 
inactivación máxima), r (razón de partición o número de turnovers que realiza un mol 
de enzima antes de su inactivación), S

mK  (constante de Michaelis para el sustrato) y  
kcat (constante catalítica). 

Los inactivadores suicidas potentes, se caracterizan por ser sustratos con un 
bajo valor de r y un alto valor de λmax. Entre estos destacan una serie de isoflavonas: 
6,7,4´-trihidroxyisoflavona, 7,8,4´-trihidroxiisoflavona, 5,7,8,4´-tetrahidroxiisoflavona y 
la 8-hidroxinaringenina (Chang et al., 2005; Chang, 2007; Chang et al., 2010). Estos 
compuestos han dado lugar a una patente (Chang y Wu, 2008).  
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Nuestro grupo de investigación realizó numerosos estudios sobre el 
mecanismo de inactivación suicida de tirosinasa de Agaricus bisporus (García-
Cánovas et al., 1987), de epidermis de rana (Tudela et al., 1987a; 1987b; 1988), ACC 
(1-aminociclopropano-1-carboxilato) sintasa (Casas et al., 1993) y sobre peroxidasa de 
diferentes fuentes (Arnao et al., 1990; Hiner et al., 1996). Además, se estudió la 
inactivación suicida de una enzima que puede ser medida a través de reacciones 
acopladas (Teruel et al., 1986; 1987; Escribano et al., 1989) y se publicó un diseño 
experimental válido para caracterizar de forma sistemática la inactivación suicida de 
una enzima (García-Cánovas et al., 1989).  

Recientemente, nuestro grupo de investigación ha publicado un mecanismo 
cinético (Esquema 16) y un mecanismo estructural (Esquema 17) que explican la 
inactivación suicida de tirosinasa cuando actúa sobre todos sus sustratos, ya sean 
fenólicos o no. Además, se tienen en cuenta los nuevos avances en la estructura de la 
enzima, la rigidez de las uniones de las histidinas del sitio activo y la existencia de dos 
pKas cinéticamente significativos en el mecanismo (Muñoz-Muñoz et al., 2010a; 2010c; 
2012a; 2014; García-Molina et al., 2014b). 
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Esquema 16. Mecanismo cinético propuesto para explicar la ruta catalítica y la de 
inactivación suicida de tirosinasa de Agaricus bisporus. mE  = metatirosinasa, dE  = 
desoxitirosinasa, oxE  = oxitirosinasa, S  = sustrato, Q = o-quinona. (Muñoz-Muñoz et 
al., 2012a). 
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La hidroxihidroquinona también ha sido estudiada como sustrato suicida 
(García-Molina et al., 2014b). 

En el Esquema 17 se describe el mecanismo estructural de inactivación suicida 
en el caso de o-difenoles (Muñoz-Muñoz et al., 2012a). Este mecanismo empieza con 
la bifurcación entre la ruta catalítica y la ruta de inactivación suicida a partir del 
complejo enzima-sustrato ( SoxE  )1, que es el complejo donde el sustrato se 
encuentra unido a un átomo de cobre del sitio activo de la enzima (CuA) (Goldfeder et 
al., 2014). A continuación, se pueden producir dos posibilidades: (1) que el segundo 
protón del sustrato se transfiera a la base B2, continuando la ruta difenolasa de la 
enzima (Etapas 8 y 9, Esquema 17) o (2) que este protón sea transferido de nuevo al 
grupo peróxido y se produzca la inactivación suicida (Etapas 10 y 11, Esquema 17). La 
inactivación suicida provoca que se libere Cu0 del sitio activo de la enzima y se genere 
H2O2. El estudio del efecto isotópico en el proceso de inactivación suicida ha puesto de 
manifiesto que existe una etapa lenta, que podría corresponder a la transferencia del 
protón por parte del sustrato al peróxido de la forma oxitirosinasa (Muñoz-Muñoz et al., 
2013a; 2013b). 

En la actuación de la enzima sobre monofenoles, no ocurre la transferencia del 
protón al puente peróxido en la forma oxitirosinasa y, por tanto, los monofenoles no 
inactivan a la enzima (Muñoz-Muñoz et al., 2011b; 2014). 

La inactivación suicida de tirosinasa de champiñón se ha caracterizado 
cinéticamente para gran cantidad de compuestos fenólicos (Muñoz-Muñoz et al., 
2008b), se ha estudiado este efecto sobre o-aminofenoles y o-diaminas (Muñoz-
Muñoz et al., 2012c) y sobre la hidroxihidroquinona (García-Molina et al., 2014b).  
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Esquema 17. Mecanismo estructural propuesto para explicar la inactivación suicida de 
tirosinasa de Agaricus bisporus (Muñoz-Muñoz et al., 2012a). 
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1.6.1.6. Diseño de inhibidores. 
Muchos de los compuestos identificados como inhibidores de tirosinasa, 

producen citotoxidad y gran cantidad de efectos adversos cuando se utilizan en la 
industria cosmética y farmacéutica (Penney et al., 1984; deCaprio, 1999; Taïeb et al., 
2011; Stratford et al., 2012). Este motivo ha promovido la continua búsqueda de 
compuestos que muestren un efecto inhibidor sobre tirosinasa y que minimicen los 
efectos adversos derivados de su utilización (Abu Ubeid et al., 2009; Rendon y 
Horwitz, 2012; Ubeid y Hantash, 2014; Wu, 2014; Le-Thi-Thu et al., 2014; Orhan y 
Khan, 2014; Casanola-Martín et al., 2014; Xu et al., 2014).  

Los métodos de simulación por ordenador han supuesto un avance importante 
en la búsqueda de nuevos inhibidores. Estos métodos tienen en cuenta la relación 
entre la estructura y actividad de los compuestos y posteriormente, los más 
prometedores se ensayan de forma experimental (Xue et al., 2008; Casañola-Martín et 
al., 2008; 2010; Marrero-Ponce et al., 2010; Buitrago et al., 2014; Bukhari et al., 2014). 
Durante la síntesis de nuevos inhibidores, se han realizado estudios comparativos 
entre los distintos métodos de simulación por ordenador (Le-Thi-Thu et al., 2014). 

En los últimos años se han llevado a cabo las cristalizaciones de distintas 
tirosinasas, como la de Streptomyces castaneoglobisporus (Matoba et al., 2006), 
Bacillus megaterium (Sendovski et al., 2011) y, recientemente, se ha dilucidado la 
estructura de la enzima del champiñón Agaricus bisporus, enzima tipo en los estudios 
experimentales de tirosinasa (Ismaya et al., 2011a; 2011b; Mauracher et al., 2014a; Ai 
et al., 2014), y de la enzima de hoja de nogal Juglarus regia (Zekiri et al., 2014). Estos 
estudios posibilitan la profundización en la caracterización de inhibidores, utilizando 
docking molecular y el diseño computacional de fármacos (Hsiao et al., 2014).  En un 
estudio reciente, Hsiao y colaboradores analizaron gran cantidad de inhibidores de 
tirosinasa siguiendo esta metodología y observaron que dos inhibidores potentes de la 
enzima tenían estructuras similares al dipéptido WY (triptófano-tirosina) y al tripéptido 
KFY (lisina-fenilalanina-tirosina), poniendo de manifiesto el importante papel de la 
tirosina C-terminal en la inhibición de tirosinasa. Del mismo modo, los tripéptidos RCY 
(arginina-cisteína-tirosina) y CRY (cisteína-arginina-tirosina) también mostraron gran 
potencia inhibidora, poniendo de manifiesto en este caso la potencia de cisteína en el 
extremo N-terminal. El grupo tiol de estos tripéptidos interacciona con los cobres del 
sitio activo. Este diseño experimental se ha ampliado a tetrapéptidos (Lee et al., 2015) 
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y a otros inhibidores potentes de tirosinasa (Bagherzadeh et al., 2015; Chen et al., 
2015). 

En un trabajo reciente, se analizaron modelos tridimensionales de tirosinasa, 
centrándose en la estructura de unión con cuatro inhibidores comunes de la enzima 
(arbutina, ácido ascórbico, ácido kójico y tropolona) para la búsqueda y predicción de 
inhibidores potentes (Nokinsee et al., 2015). La enzima más utilizada en estudios de 
inhibición es la del champiñón Agaricus bisporus, sin embargo, se han observado 
diferencias significativas en la efectividad inhibidora de muchos compuestos entre 
tirosinasa humana y tirosinasa de champiñón (Jeon et al., 2005; Chang, 2009; 
Vontzalidou et al., 2012). En este trabajo, los autores proponen que, puesto que la 
enzima procedente de Bacillus megaterium tiene una estructura más similar a la 
tirosinasa humana (33.5%) (Figura 43), es ésta última la que debe ser usada en la 
búsqueda y diseño de inhibidores (Nokinsee et al., 2015).  La estructura cristalina de la 
enzima de Bacillus megaterium (Sendovski et al., 2011) fue la que utilizaron como 
patrón para construir el modelo por homología de la enzima humana. Resultados de 
simulaciones de Docking y Dinámica Molecular sugirieron que N81, N260, H263 y 
M280 están implicados en la unión de inhibidores a tirosinasa de champiñón, E195 y 
H208 son residuos importantes en la tirosinasa bacteriana, y E230, S245, N249, H252, 
V262 y S265 se unen a inhibidores y son importantes en la formación de interacciones 
pi en tirosinasa humana. En la Figura 44 se muestran la estructuras de unión de 
tirosinasa de champiñón (A), tirosinasa bacteriana (B) y tirosinasa humana (C), al 
ácido kójico, inhibidor clásico de la enzima (Nokinsee et al., 2015). 
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Figura 43. Alineación entre la secuencia de aminoácidos de tirosinasa humana 
(AAA61242) y la estructura cristalina de la tirosinasa bacteriana (3NQ1) con una 
igualdad del 33.5% y similaridad del 50.7%. Seis residuos de histidina (señalados con 
un asterisco) coordinan los dos iones de cobre (CuA y CuB) en el sitio activo (Ben-
Yosef et al., 2010; Nokinsee et al., 2015). 
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       (A)       (B) 
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Figura 44. Estructuras de unión de (A) tirosinasa de champiñón, (B) tirosinasa 
bacteriana y (C) tirosinasa humana al inhibidor ácido kójico (Nokinsee et al., 2015). 
 
1.6.2. Activadores. 

Se han realizado pocos estudios acerca de la acción de activadores sobre 
tirosinasa. Se ha discutido mucho acerca de la acción de iones metálicos divalentes 
sobre la enzima como Fe2+, Cu2+, Mn2+, Ni2+, Zn2+, Co2+ o Cd2+ (Palumbo et al., 1985). 
El Co2+, el Zn2+, Cu2+ y el Ni2+ se han descrito como activadores (Gheibi et al., 2006; 
2011).  

Además, se ha determinado que los ácidos grasos son activadores moderados 
de la enzima tirosinasa, siendo los saturados más potentes que los insaturados 
(Shabani y Sariri, 2010). Se ha observado que los flavonoles quercetina, kaempferol, 
ramnetina y fisetina, y las flavonas apigenina, luteolina y crisina, incrementan 
considerablemente la actividad de tirosinasa en cultivos de células HMVII, derivadas 
de melanoma maligno humano (Takekoshi et al., 2014). Finalmente, los compuestos 3-
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aminoacetofenona y 4-aminoacetofenona han sido recientemente descritos como 
potentes activadores de la actividad de tirosinasa (You et al., 2015).  
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2. OBJETIVOS 
 

2.1. OBJETIVO GENERAL. 
El principal objetivo de esta memoria consiste en profundizar en el mecanismo 

de acción de la enzima tirosinasa así como en la inhibición de la misma, estudiando 
tanto la actividad monofenolasa como la difenolasa. Además, se investiga una 
metodología que permita discernir entre inhibidores y sustratos alternativos de la 
enzima, ya que muchos compuestos fenólicos caracterizados como inhibidores de 
tirosinasa, pueden ser hidroxilados o/y oxidados por la misma dando lugar a o-
quinonas. Finalmente, se identifican y caracterizan cinéticamente como sustratos 
algunas de estas moléculas.  

 
 
2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS. 

 Desarrollar una metodología que permita determinar si un compuesto fenólico 
es sustrato o inhibidor de tirosinasa, especialmente en el caso de monofenoles. 

 Estudiar y comparar de forma experimental y mediante simulación la actuación 
de distintos compuestos en las actividades monofenolasa y difenolasa de 
tirosinasa, calculando los grados de inhibición para ayudar a confirmar el 
mecanismo de actuación y a discernir si son verdaderos inhibidores o sustratos 
alternativos.  

 Diseñar una metodología para medir de forma correcta la actividad 
monofenolasa de tirosinasa, evitando las interferencias producidas por el 
período de retardo, sobre todo en los ensayos de inhibición. 

 Identificar si el alcohol p-hidroxibencílico, tirosol, floretina y floricina son 
verdaderos inhibidores de tirosinasa o sustratos alternativos de la misma. 

 Determinar si el 4-hexilresorcinol, agente despigmentante y antipardeante 
usado en la industria cosmética y alimentaria, es realmente un inhibidor o un 
sustrato de tirosinasa, y en este último caso, establecer un diseño experimental 
que permita caracterizarlo cinéticamente. 

 Estudiar la inhibición de compuestos análogos a sustratos fenólicos sobre las 
actividades monofenolasa y difenolasa de tirosinasa de forma experimental y 
mediante simulación del mecanismo propuesto. 
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 Estudiar de forma experimental y mediante simulación, si las constantes de 
inhibición aparentes que se pueden calcular a partir de los estudios cinéticos 
de las actividades monofenolasa y difenolasa de tirosinasa, muestran 
dependencia de la naturaleza del sustrato. Comparar los valores obtenidos en 
cada una de las actividades. 

 Establecer una metodología para la determinación del tipo de inhibición y el 
cálculo de las constantes de inhibición en las actividades monofenolasa y 
difenolasa de tirosinasa. 

 Determinar si el oxiresveratrol es un inhibidor o un sustrato de tirosinasa, y en 
este último caso, establecer un diseño experimental para su caracterización 
cinética como sustrato.  

 Profundizar en el estudio del efecto del pH sobre las actividades monofenolasa 
y difenolasa de tirosinasa. 

 Proponer un mecanismo cinético que explique los resultados experimentales 
acerca del efecto del pH. 

 A través de estudios de docking, proponer un mecanismo estructural que 
explique los resultados. 

 Confirmar espectrofotométricamente si el ácido elágico es un sustrato de 
tirosinasa y llevar a cabo su caracterización cinética. 

 Estudiar el papel del ácido elágico como antioxidante en la ruta de biosíntesis 
de melaninas. 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 
3.1. REACTIVOS Y MATERIALES. 
3.1.1. Reactivos. 

Los sustratos de tirosinasa usados en los ensayos descritos en esta memoria, 
así como el resto de compuestos químicos estudiados, fueron obtenidos de Sigma 
(Madrid, España): L-tirosina, L-dopa, 4-tert-butilcatecol (TBC), ácido 3,4-
dihidroximandélico (DOMA), α-metil-L-dopa, α-metil-L-tirosina, 4-tert-butilfenol (TBF), 
guayacol, carvacrol, eugenol, isoeugenol, arbutina, ácido fenilacético, alcohol p-
hidroxibencílico, alcohol p-hidroxifenetílico (tirosol), floretina, floricina, 4-hexilresorcinol 
(HR), oxiresveratrol (OR), ácido elágico (EA), catecol, 4-metilcatecol, ácido cafeico, 
ácido 3,4-dihidroxifenilpropiónico (DHPPA), ácido 3,4-dihidroxifenilacético (DHPAA), 
dopamina, fenol, tiramina, umbeliferona, pirogalol, ácido gálico metil ester, 1,2,4-
bencenotriol (HHQ), catequina (+), epicatequina (-), esculetina, ácido benzoico y ácido 
cinámico. Del mismo modo se compraron a Sigma los distintos disolventes orgánicos y 
el resto compuestos químicos utilizados: 3-metil-2-benzotiazolinona hidrazona 
hidrocloruro (MBTH), dimetilformamida (DMF), peryodato sódico (NaIO4), peróxido de 
hidrógeno (H2O2) , ácido ascórbico (AH2), β-nicotinamida adenina dinucleótido 
reducida (NADH) y superóxido dismutasa (SOD, 2500 U/mg). También se utilizó 4-tert-
butilcatecol y peryodato sódico procedente de Acros Organics (Madrid, España) y 
dimetilsulfóxido (DMSO) de Merk (Madrid, España).   

Todos los sustratos fenólicos utilizados se disolvieron en ácido fosfórico diluido 
(0.15 mM) para prevenir su autooxidación, excepto el alcohol p-hidroxibencílico, 
alcohol p-hidroxifenetílico (tirosol), floretina y floricina, que fueron disueltos en DMF, y 
el ácido elágico, en DMSO, debido a su baja solubilidad en agua. 

En todos los ensayos se utilizó agua purificada tipo I (18 M/cm) gracias a un 
sistema de ósmosis inversa, electrodiálisis y, por último, desionización por resinas de 
intercambio iónico con un sistema Milli-RX + Milli-Q Reference (Millipore Corp., 
Billerica , MA). 

 
3.1.2. Fuente de Enzima. 

Para realizar los distintos ensayos enzimáticos se utilizó tirosinasa de 
champiñón (3130 U/mg) como enzima modelo, suministrada por Sigma (Madrid, 
España) y posteriormente purificada. 
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Purificación de tirosinasa  
La enzima fue purificada siguiendo un método modificado del ya propuesto por 

Duckworth y Coleman (1970). En primer lugar se disolvieron 0.5 g de la enzima de 
partida (proporcionada por Sigma) con un 5% de pureza (Robb, 1984), en 25 mL de 
tampón fosfato sódico 0,1 M pH 7.0. La mezcla resultante se mantuvo en agitación 
durante 1 hora a 4ºC.  

A continuación, se procedió a la purificación de la enzima por precipitación con 
sulfato amónico neutralizado a pH 7.0. Para ello se llevó el extracto hasta una 
concentración de sulfato amónico del 36% y se mantuvo durante 1 hora a 4 ºC. 
Posteriormente, se centrifugó el extracto a 55000 g durante 1 hora y se separó el 
precipitado desechándose, ya que no mostró ninguna actividad enzimática. El 
sobrenadante se precipitó otra vez con sulfato amónico al 55% (pH 7.0) y el extracto 
se dejó durante 1 hora a 4 ºC, tras lo cual se volvió a realizar otra centrifugación como 
la descrita anteriormente. El precipitado, que contenía el 90% de unidades enzimáticas 
de tirosinasa de partida, se disolvió en 4 ml de tampón fosfato sódico 0.1 M, pH 7.0. 

La disolución de tirosinasa de champiñón mostró una coloración marrón oscura 
debida, en parte, a la formación de melaninas. Para eliminar estos pigmentos del 
extracto, este fue sometido a varios procesos. En primer lugar, se realizó una filtración 
por una columna de fosfato cálcico (Sigma, España) (80 mg/ml, pH 6.4), lo que llevó a 
una clarificación de la disolución sin apenas perder concentración enzimática. A 
continuación, la disolución se pasó por una columna de Sephadex G-100 (2.0 x 30 cm) 
(Pharmacia, Upsala, Suecia) equilibrada con tampón fosfato 10 mM, pH 7.0.  

Las fracciones que mostraron actividad tirosinasa fueron purificadas mediante 
cromatografía de intercambio iónico en un FPLC utilizando una columna Mono-Q HR 
5/5 equilibrada con tampón fosfato 10 mM, pH 7.0 y desplazada con cloruro sódico 
(gradiente 0-0,5 M). Por último, a la enzima purificada se le eliminaron sales gracias a 
otra columna G-25 (Pharmacia, Upsala, Suecia) en agua ultrapura desionizada y se 
almacenó en nitrógeno líquido. La concentración enzimática se determinó utilizando el 
valor de peso molecular de 120000 Dalton asignado a tirosinasa de champiñón en la 
bibliografía (Jolley et al., 1974). 
 
3.1.3. Determinación de la concentración de proteínas. 

La cuantificación de las distintas proteínas se llevó a cabo mediante el método 
de Bradford (1976), utilizando el kit comercial de Bio-Rad© y albúmina de suero bovino 
como estándar. Este método se basa en que, cuando una disolución ácida de azul 
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Coomassie G-250 se une a una proteína, cambia la longitud de onda en su absorción 
desde 465 nm hasta 595 nm. La muestra se deja incubar 5 minutos con el azul 
Coomassie y posteriormente se lee la absorbancia a 595 nm. El resultado se introduce 
en la recta de calibrado previamente realizada con albúmina de suero bovino. Así, se 
determinó la concentración proteica de cada fracción. Este ensayo se realizó por 
cuadruplicado a tres concentraciones de proteína diferentes, manteniéndose la 
linealidad. Así, se eliminó el error típico en las medidas, reflejando valores sin 
desviaciones significativas en las repeticiones. 

El método de Bradford mejora al usado por Lowry (Lowry et al., 1951), uno de 
los más extendidos, en que utiliza solo 1 reactivo y solo necesita 5 minutos para cada 
ensayo, mientras que el de Lowry necesita 3 reactivos y de 30 a 40 minutos en cada 
ensayo. Además, el método de Bradford no tiene la mayoría de interferentes que 
posee el de Lowry. 

 

3.2. EQUIPOS Y MÉTODOS. 

3.2.1. Ensayos espectrofotométricos. 
Los ensayos cinéticos se llevaron a cabo en un espectrofotómetro Perkin-Elmer 

Lambda-35 (Perkin-Elmer, Massachusetts, USA) conectado mediante una interfase 
RS232C con un ordenador PC-compatible Intel Pentium (4) a 3 GHz. Este ordenador 
dispone del software UV-Winlab suministrado por la casa comercial Perkin-Elmer. La 
temperatura de los experimentos se mantuvo constante a 25 ºC utilizando un baño 
circulante Haake D1G con un termostato y criostato, siendo comprobada esta 
temperatura con un termómetro digital Cole-Parmer con una precisión de  0.1 ºC. Las 
cubetas de referencia contenían un volumen final de 1 ml. La actividad de la enzima 
fue determinada con distintos métodos según el sustrato sobre el que actuase (García-
Molina et al., 2007a). 
 
3.2.1.1. Medidas de actividad enzimática de tirosinasa. 

La actividad de tirosinasa sobre L-tirosina, L-dopa, α-metil-L-tirosina y α-metil-
L-dopa se midió a 475 nm, longitud de onda de absorción máxima de dopacromo y α-
metil-dopacromo (García-Molina et al., 2007a). La actividad sobre 4-tert-butilcatecol 
fue seguida por acumulación de o-tert-butilquinona (o-TBQ) a 410 nm (García-Molina 
et al., 2007a), y sobre el ácido 3,4-dihidroximandélico a 375 nm, máximo de absorción 
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de su correspondiente aldehído (3,4-dihidroxibenzaldehído, DOBA) (Rodríguez-López 
et al., 1991b). 

La actividad de la enzima sobre los distintos sustratos alternativos estudiados 
en los artículos que componen esta memoria, se siguió a la longitud de onda máxima 
de absorción de cada una de las o-quinonas o p-quinonas generadas.  

En cuanto al estudio del papel del ácido elágico como antioxidante en la ruta de 
biosíntesis de melaninas, las medidas espectrofotométricas de la formación del 
producto de oxidación del ácido elágico se realizaron a 600 nm, aunque su máximo de 
absorción está en 470 nm, ya que a esta longitud de onda la absorbancia de los 
productos del resto de sustratos utilizados en los ensayos (TBC, L-dopa y DOBA) es 
baja o nula. 

 
Medida de la actividad monofenolasa 

 Para realizar las medidas de actividad monofenolasa de tirosinasa sobre L-
tirosina y α-metil-L-tirosina de forma precisa, se añadió al medio de ensayo la cantidad 
de su o-difenol correspondiente necesaria para suprimir el periodo de retardo que 
aparece al principio de los registros y dificulta las medidas de velocidad. De este modo 
conseguimos alcanzar el estado estacionario desde t = 0. Esta cantidad de o-difenol 
viene dada por la relación R = [D]ss/[M]ss (Fenoll et al., 2001), donde [D]ss y [M]ss son 
las concentraciones de o-difenol y monofenol en estado estacionario respectivamente, 
con [M]ss~[M]0 (Molina et al., 2007). 
 
 Medida de la actividad monofenolasa sobre sustratos que no acumulan o-
difenol en el medio 

Para detectar actividad monofenolasa sobre sustratos que no acumulan o-
difenol en el medio, se utilizó: (a) peróxido de hidrógeno, para pasar la forma 
enzimática Em (inactiva sobre monofenoles) a Eox (activa sobre monofenoles), o (b) 
ácido ascórbico, que pasa la forma Em a Ed, que con oxígeno pasa a Eox, o bien (c) 
TBC catalítico para pasar la forma Em a Ed, que con oxígeno pasa a Eox, y un reductor 
como el NADH para regenerar el o-difenol y que de este modo se produzca de manera 
continua la forma Eox y no cese la actividad enzimática (Rodríguez-López et al., 1992b; 
2001; Jiménez y García-Carmona, 1996; García-Molina et al., 2012; 2013; 2014a; 
2014c). Estas dos últimas estrategias (b) y (c) se pudieron utilizar solamente en los 
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casos en los que el reductor no era capaz de actuar sobre el producto de la reacción 
enzimática de interés (p-quinona). 
 Los valores de velocidad inicial fueron calculados por ajuste por regresión lineal 
de la porción inicial de cada registro experimental.  

En el estudio del efecto del pH en la catálisis de tirosinasa, las medidas sobre 
los distintos sustratos se realizaron utilizando un método cronométrico o un método de 
desaparición de ascórbico, debido a que las o-quinonas producto de la reacción 
enzimática son muy inestables, lo que dificulta su medida y en el caso de dopacromo, 
no se puede detectar de forma correcta a pH ácido. 
 

Método cronométrico  
Este método utiliza una pequeña cantidad de ácido ascórbico para reducir a las 

o-quinonas generadas por la enzima. Una vez que todo el ácido ascórbico ha sido 
consumido, el producto de la reacción comienza a acumularse en el medio y el tiempo 
transcurrido hasta este momento () es el que se utiliza para determinar el valor de la 
velocidad inicial ( Q

0V ) (Muñoz et al., 2006; García-Molina et al., 2007a). 
En ausencia de ácido ascórbico, la concentración de o-quinona (Q) a un tiempo 

(t) determinado es   
Q

0[Q] = tV                 (1) 
    

En presencia de una concentración dada de ácido ascórbico ([AH2]0), la 
concentración de o-quinona a un tiempo (t) determinado es  Q

0 tV  menos la cantidad 
de o-quinona reducida por el ácido ascórbico presente inicialmente 

Q
0 2[Q] = t [AH ]V  0               (2) 

  
Si es el tiempo requerido por la enzima para producir una concentración de o-

quinona igual a [AH2]0 entonces 
Q

0 2[AH ]V   0                (3) 
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y de este modo 
Q 2 00

[AH ]V                   (4) 

La aparición de o-quinona se midió a λ = 495 nm en el caso del ácido cafeico, λ 
= 436 nm para catequina (+) y λ = 440 nm para epicatequina (-)(Rodríguez-López et 
al., 2000c). 
 El método cronométrico también fue usado para la caracterización cinética del 
ácido elágico como sustrato de tirosinasa, debido a la inestabilidad y el carácter 
reactivo de su o-quinona producto de reacción. La aparición de producto fue registrada 
a 470 nm. 
 

Método de desaparición de ácido ascórbico 
 Este método registra la desaparición de ácido ascórbico cuando es oxidado por 
las o-quinonas producidas por la enzima. La velocidad inicial de formación de o-
quinona es igual al valor absoluto de la velocidad de desaparición de ácido ascórbico, 
puesto que la estequiometría de reacción es 1:1.  
 Los monofenoles (L-tirosina, fenol, umbeliferona, tiramina y TBF) utilizados en 
el estudio del efecto del pH en la catálisis de tirosinasa, se midieron por el método de 
desaparición de ácido ascórbico, a tiempos muy cortos, para evitar las posibles 
desviaciones producidas por la acumulación de o-difenol (producida por el ácido 
ascórbico) en el medio, que rompería el estado estacionario y haría que la medida no 
fuera precisa. Del mismo modo, al tratarse de monofenoles, se añadió al medio la 
cantidad de o-difenol necesaria para alcanzar el estado estacionario a t = 0 y que 
viene determinada por la relación R = [D]ss/[M]ss (Fenoll et al., 2001).  
 Los registros de desaparición de ascórbico se realizaron a λ = 260 nm (DHPPA, 
DHPAA, dopamina, L-dopa, fenol, umbelliferona, TBF, tiramina y L-tirosina), λ = 275 
nm (ácido gálico metil ester) y λ = 290 nm (pirogalol y esculetina), teniendo en cuenta 
los distintos coeficientes de absorptividad molar del ácido ascórbico a las distintas 
longitudes de onda y distintos valores de pH. 
 En el caso del trifenol HHQ, las medidas de la acción de tirosinasa se 
realizaron siguiendo la aparición de 2-hidroxi-p-benzoquinona (BPH) (García-Molina et 
al., 2014b). 
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3.2.2. Análisis cinético. 
Los ajustes por regresión lineal y no lineal se realizaron utilizando el programa 

Sigma Plot 9.0 para Windows (Jandel Scientific, 2006) y las ecuaciones de velocidad 
se obtuvieron mediante los programas informáticos ALBASS y REFERASS (Varón-
Castellanos et al., 1995; Varón et al., 1997).  
 3.2.2.1. Ensayos de inhibición enzimática y análisis cinético de inhibidores. 
 Los grados de inhibición fueron calculados usando la siguiente fórmula: 
i (%)= [(V0-Vi)] / V0] x100, donde V0 es la velocidad inicial del control (actividad 
enzimática en ausencia de inhibidor) y Vi es la velocidad inicial en presencia de 
inhibidor. Los valores de IC50 fueron calculados mediante ajuste por regresión no lineal 
a la ecuación (5), de los grados de inhibición frente a la concentración de inhibidor, 
trabajando a una concentración de sustrato  igual a KM.  

   0D
10 0

I= 2 + Ii K    donde   2K10= IC50              (5) 

  
Para la determinación del tipo de inhibición y el cálculo del valor de KI de los 

inhibidores estudiados, se representaron, en primer lugar, los valores de velocidad 
inicial (V0) frente a las distintas concentraciones de sustrato ([S]0) en ausencia y 
presencia de distintas concentraciones de inhibidor y, por ajuste por regresión no lineal 
a la ecuación de Michaelis-Menten (6), se obtuvieron los valores de KM y Vmax a cada 
concentración de inhibidor. Los distintos valores de KM fueron posteriormente 
representados  frente a la concentración de inhibidor ([I]0) y, por ajuste por regresión 
lineal a la ecuación (7), se obtuvieron los valores de app

IK . 
 

  maxCr 00 app
M 0

S
S 

VV K                 (6) 

con 
 app 0M M app

I

I= 1+   K K K                (7) 
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 En los casos de baja solubilidad del sustrato se utilizó la aproximación de Dixon 
(Segel, 1982), en la que los valores de velocidad inicial (V0) fueron representados 
frente a la concentración de inhibidor ([I]0)  y ajustados por regresión no lineal a la 
ecuación (8). Tras el cálculo del parámetro b (9) y su representación frente a la 
concentración de sustrato y posterior ajuste por regresión lineal, se obtuvieron los 
valores de app

IK . 
 

  Cr
0

0

a= b+ IV                 (8) 

con 

 appapp II app 0
M

b = + SKK K                (9) 

 
3.2.2.2. Caracterización cinética de sustratos alternativos. 

Para caracterizar cinéticamente la actividad monofenolasa de tirosinasa sobre 
los meta-difenoles identificados como sustratos alternativos de tirosinasa, se midió la 
velocidad inicial de formación de producto a distintas concentraciones de sustrato y en 
condiciones saturantes de peróxido de hidrógeno y oxígeno. De este modo se 
consiguió simplificar la ecuación (10) a la ecuación de Michaelis-Menten (11). La 
presencia de peróxido de hidrógeno en el medio de ensayo es necesaria para que 
exista la forma enzimática Eox que es la forma activa sobre monofenoles,  ya que estos 
sustratos no acumulan o-difenol en el medio.  Tras el ajuste de los valores de 
velocidad inicial (V0) frente al sustrato ([M]0) por regresión no lineal a la ecuación de 
Michaelis-Menten, se obtuvieron los valores de KM y Vmax. Posteriormente se calculó el 
valor de la constante catalítica (kcat) mediante la ecuación (12). 
 

     (10) 
 
 
 

2 2
0

2 2 2 2

2 2 2 2

1 2 0 00 0
1 2 2 3 2 40 00 00 0

2
5 72 6 2 20 00 00 0 0

H O O M
O H O O M H O M

H O O O M H O O M

V E            
                  

                      

    
  


   
  



Tesis Doctoral  3. Materiales y métodos 
 

Carmen Vanessa Ortiz Ruiz  123 
 

max 00
M 0

[M]
[M]

VV K                   (11) 

con 
  max cat 0=V k E                (12) 
donde [E]0 es la concentración inicial de enzima. 
 
 En cuanto a la caracterización cinética de la actividad difenolasa de tirosinasa 
sobre el ácido elágico, como se ha comentado anteriormente, se utilizó un método 
cronométrico debido a la inestabilidad de su producto de oxidación.  Los valores de 
velocidad inicial obtenidos (V0) se representaron frente a la concentración inicial de 
sustrato ( 0[D] ) y se ajustaron por regresión no lineal a la ecuación de Michaelis-
Menten (13), obteniendo los valores de velocidad máxima (Vmax) y de la constante de 
Michaelis (KM). 

max 00
M 0

[D]
+[D]

VV K              (13) 

 
3.2.2.3. Determinación de los valores de Ka y pKa de tirosinasa. 
 Los valores de velocidad inicial de la acción de tirosinasa sobre distintas 
concentraciones de sustrato, obtenidos a cada pH, fueron representados frente a la 
concentración de sustrato y posteriormente ajustados por regresión no lineal a la 
ecuación de Michaelis-Menten (6), permitiendo el cálculo de los valores de app

MK  y 
maxV a cada valor de pH. 

 La representación de estos datos de app
MK  frente a la concentración de 

protones ([H+]) y su ajuste por regresión no lineal a la ecuación (14), permitieron el 
cálculo de Ka y pKa de tirosinasa, a partir de la relación entre la ordenada en el origen 
y la pendiente de la recta. 
           

                              (14) 
   

app,D D
M M

[H ](1 )    
a

K K K
 
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3.2.3. Ensayos de RMN. 
Los espectros de RMN-13C de los distintos sustratos utilizados en esta 

memoria, se obtuvieron usando como disolvente agua deuterada (D2O) pH 6.8 (pH 
óptimo de tirosinasa de champiñón) para obtener los correspondientes valores de 
desplazamiento químico ( ). Los espectros de RMN-13C se realizaron en un 
espectrómetro Varian Unity de 300 MHz. Los valores de desplazamiento químico se 
obtuvieron tomando como referencia el valor para el tetrametilsilano (  = 0). El grosor 
máximo de línea aceptado para cada espectro de RMN fue de 0.06 Hz y un error 
máximo para cada pico de  0.03 p.p.m. 

La dependencia entre los valores de   en 13C para un átomo de carbono y su 
densidad electrónica es conocida (Günther, 1980; Farnun, 1975). Cuando varios 
nucleófilos tienen el mismo átomo nucleofílico y similares características estructurales 
en la proximidad del sitio nucleofílico, las constantes de ataque nucleofílico para el 
mismo sustrato se correlacionan con la densidad electrónica de los nucleófilos (Hirsch, 
1972; Bordell y Hughes, 1984). 

Además, la capacidad electrodonadora del átomo de oxígeno de diferentes 
compuestos fenólicos (poder nucleofílico) ha sido correlacionada con los valores 
experimentales de   para el átomo de carbono que soporta el grupo hidroxilo 
(Tomiyama et al., 1993). 
 
3.2.4. Docking computacional. 
 Se llevaron a cabo ensayos de docking molecular para entender los modos de 
unión de tirosinasa con catecol, fenol, catecolato (1-), DHPAA y 3,4-dihidroxibencil 
amonio como ligandos. Las estructuras químicas de estos ligandos se construyeron 
con el programa PyMol 1.5.0.1 (Schrödinger, 2010). Las coordenadas de la proteína 
se obtuvieron de la estructura cristalina de tirosinasa de Agaricus bisporus en la forma 
desoxy (Ed) correspondiente al código 2Y9W de Protein Databank, (Ismaya et al., 
2011a). La forma meta (Em) se modificó para incluir un grupo hidroxilo unido a un ión 
de cobre encontrado en la forma meta de tirosinasa de A. bisporus. Dicha modificación 
consiste en una ligera reestructuración del sitio de unión binuclear de cobre de 
acuerdo a la forma meta cristalizada de Streptomyces (Matoba et al., 2006). Para 
todos los estudios de docking se seleccionó la cadena A, que corresponde a una de 
las subunidades H. 
 Los cálculos semi-empíricos se llevaron a cabo usando el paquete de software 
de química cuántica MOPAC2012 (Steward, 2012). La optimización de geometría de 
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catechol, fenol, catecolato (1-), DHPAA y 3,4-dihidroxibencil amonio se realizó usando 
el método PM7 (Stewart, 2013) que ofrece un buen balance entre velocidad y 
precisión. Para preparar los archivos de entrada y extraer las geometrías resultantes 
de MOPAC se utilizó Gabedit (Allouche, 2011). 
 Se utilizó el paquete AutoDock 4.2 (Morris et al., 2009), que realiza una 
evaluación de energía a través de una red de puntos  de potencial de afinidad 
empleando varios algoritmos de búsqueda para encontrar la posición de unión más 
adecuada para un ligando sobre una proteína dada. Para editar y examinar las 
estructuras de las moléculas y sus  interacciones se utilizaron los paquetes de 
software PyMol 1.5.0.1 (Schrödinger, 2010) y AutoDockTools4 (Sanner, 1999; Morris 
et al., 2009). Las estructuras proteicas se prepararon añadiendo átomos de hidrógeno 
y eliminando moléculas de agua no funcionales. 
 Las cargas parciales de los ligandos y el dominio de unión de cobre binuclear 
de tirosinasa se calcularon utilizando MOPAC12, mediante el método PM7. En el resto 
de la proteína, las cargas parciales se calcularon usando el método Gasteiger, incluido 
en el paquete AutoDock 4.2. 
 Para los parámetros del cobre se seleccionaron un radio de van der Waals de 
3.5 Å y una profundidad de potencial de 0.005 kcal/mol. Los archivos de los 
parámetros de la red de puntos y los mapas de afinidad atómica específica se 
construyeron usando AutoGrid 4.2 (Huey et al., 2007). El tamaño de la red se fijó en 
30x30x30 puntos de red (x, y, z) manteniento un espacio entre los puntos de red de 
0.375 Å. Las simulaciones de docking se llevaron a cabo usando el algoritmo genético 
de Lamarck para explorar la región de unión para buscar los mejores confórmeros. El 
número de ciclos independientes de docking fue fijado en 50, el tamaño de población 
en 150 y el número máximo de evaluaciones de energía en 25000000. El resto de 
parámetros fueron los predeterminados en AutoDock. 
 
3.2.5. Ensayos oximétricos. 

Las medidas de la concentración de oxígeno con 4-metilcatecol como sustrato 
se realizaron utilizando un oxímetro Hansatech DW (King´s Lynn Norfolk, 
UK)(Rodríguez-López et al., 1992a). Este oxímetro se basa en un electrodo de 
plata/platino de tipo Clark, recubierto por una membrana de teflón de 12.5 mm, que 
está conectado a una unidad amperométrica controlada por un ordenador PC-
compatible. La muestra se agitó continuamente durante los experimentos y la 
temperatura se mantuvo constante a 25 ºC. Utilizando la ecuación de la integrada de 
Michaelis se obtuvo el valor de 2O

MK  según el pH. 
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Para realizar estos ensayos se ajustó, en primer lugar, la concentración 
máxima y mínima de O2. Para el máximo, se consideró el agua saturada de oxígeno 
(0.26 mM), y posteriormente, para ajustar el mínimo, se burbujeó una corriente de N2 
en la cámara de reacción para eliminar el O2. El electrodo fue calibrado 
“químicamente” mediante el método 4-tert-butilcatecol / tirosinasa, basado en la 
oxidación de 4-tert-butilcatecol (TBC) por oxígeno catalizada por tirosinasa 
(Rodríguez-López et al., 1992a). Tirosinasa requiere una molécula de oxígeno para 
oxidar dos moléculas de TBC a dos moléculas de o-tert-butilquinona (TBQ), 
produciendo dos moléculas de agua. Se realizaron tres disoluciones de TBC 
cuantificadas espectrofotométricamente y se oxidaron con una alta concentración de 
enzima, lo cual llevó a consumir todo el TBC en el primer minuto de la reacción. La 
diferencia entre el trazo inicial y el trazo final () corresponde a la concentración de 
oxígeno consumido en la oxidación de TBC por tirosinasa, teniendo en cuenta la 
estequiometría. Cuando la concentración de TBC es superior a 0.52 mM, este método 
es válido para conocer el cero de oxígeno, ya que esa concentración estequiométrica 
de TBC es usada para consumir todo el oxígeno presente en la cámara del oxímetro. 

3.2.6. Análisis de regresión.   

3.2.6.1. Regresión no lineal. 
Los ajustes por regresión no lineal pueden realizarse a través de los análisis en 

gradiente y de los algoritmos tipo Gauss-Newton. Los primeros métodos exploran el 
espacio de los parámetros buscando la dirección en la que tiene lugar la máxima 
variación de la función, respecto a todos ellos. A continuación, evolucionan en la 
dirección opuesta a la anterior, mejorando los valores de los parámetros en iteraciones 
sucesivas del método. Estos procedimientos no requieren estimaciones iniciales muy 
próximas a z, pero requieren largo tiempo de cálculo, características opuestas a las de 
los algoritmos tipo Gauss-Newton. 

Los algoritmos de Gauss-Newton introducen una aproximación lineal de la 
función en un entorno próximo a los valores de los parámetros calculados en cada 
iteración (Watts, 1981). Así, en base a las estimaciones zi, se calculan los incrementos 
Bi+1 que conducen a las estimaciones mejoradas zi+1: 
 

zi+1= zi + Bi+1 
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La expresión que define al vector de incrementos de parámetros en cada 
iteración abarca diversos componentes: 
 

B= (VT W V)-1 (VT W D)= A-1 C 
 

Así pues, cada iteración requiere una nueva evaluación de los residuos D y de 
las derivadas V, respecto a las estimaciones en curso de los parámetros z y 
actualizadas mediante los incrementos B. 

La ponderación W asociada a cada dato determina la contribución específica 
del mismo al ajuste global de todos los valores experimentales. Los factores de 
ponderación: 
 

Wi= 1 / Si2 

 
están inversamente relacionados con las varianzas respectivas de cada punto, 
obtenidas a partir de varias repeticiones para cada dato experimental (Endrenyi, 1981). 
 La fiabilidad del ajuste se realiza mediante la región de confianza 
correspondiente al nivel de significación  (Watts, 1981): 
 

(z-z)T VT V(z-z)  pS(z) F(p,n-p, ) / (n-p) 
 

Esta región es un elipsoide p-dimensional en el espacio de los parámetros con 
centro z, interpretación geométrica asociada al concepto estadístico de matriz de 
correlación (Endrenyi, 1981). Esta expresión abarca la varianza experimental, S(z)/(n-
p), estimada para el número de grados de libertad del ajuste (n-p), así como los 
valores de la distribución F de Fisher. 

Entre los mejores métodos de regresión no lineal, se encuentra un algoritmo de 
Gauss-Newton que incorpora cierta proporción de búsqueda en gradiente (Marquardt, 
1963). La contribución del proceso en gradiente se introduce en la anterior expresión 
de B a través de la matriz A cuyos elementos diagonales contienen la constante L. A la 
constante L se le asigna un valor inicial de 10-3 (Marquardt, 1963) que puede aumentar 
o disminuir en factores de diez, durante las sucesivas iteraciones. 
3.2.6.2. Regresión lineal. 
 La minimización de la suma de los residuos al cuadrado para una función lineal 
simple o múltiple, conduce directamente a expresiones algebraicas que definen los 
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parámetros correspondientes (Draper y Smith, 1981; Endrenyi, 1981). Así, a partir de 
las anteriores expresiones para las matrices z y B se obtiene: 
 

z = (xT W x)-1 (xT W y) 
 

Siendo igualmente aplicables los conceptos de ponderación y fiabilidad 
anteriormente descritos. 

 
3.2.7. Simulación numérica. 

La finalidad última de la bioquímica consiste en la caracterización de los 
procesos químicos que tienen lugar en los sistemas biológicos. Dicha caracterización 
exige un proceso de actuación ordenado y riguroso. La realización de un estudio 
experimental que permita un conocimiento de las propiedades del sistema, hace 
posible la construcción de un modelo que intente explicar estos datos experimentales, 
así como la información bibliográfica existente. Una vez construido el modelo 
correspondiente, se somete a un proceso de simulación que proporciona una serie de 
datos teóricos. El contraste de estos datos y la información disponible sobre el sistema 
real es de utilidad para aceptar, modificar o rechazar el modelo propuesto. 

Se obtienen una serie de curvas de progreso, asignando valores concretos a 
las constantes de velocidad de los mecanismos descritos y simulando mediante la 
integración numérica del correspondiente sistema de ecuaciones diferenciales. A estas 
curvas de progreso se les aplicó el análisis de datos cinético, obteniéndose una serie 
de constantes cinéticas que se compararon con las obtenidas en los ensayos 
experimentales. Además, la simulación ha permitido verificar la relación del análisis 
cinético. A continuación se procede a describir, brevemente, el concepto de 
integración numérica, así como los métodos más usados. 
3.2.7.1. Integración numérica de ecuaciones diferenciales. 

El comportamiento cinético de un modelo enzimático puede considerarse, a 
nivel matemático, como un problema de valor inicial, esto es, un sistema de 
ecuaciones diferenciales: 

)Y,X(fY jj'j   
 )0(j0j Y)X(Y   
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cuyas funciones tienen un valor conocido, en un instante de tiempo determinado, 
usualmente X0= 0. Cuando el sistema de ecuaciones diferenciales correspondiente 
tiene estructura no lineal, carece de solución analítica, y debe ser resuelto, de modo 
aproximado, por métodos numéricos. 

Considerando el sistema anterior, en el instante inicial, X0, se conoce el valor 
exacto de la variable dependiente, Y0, y se calcula su derivada Y’(X0), a través de la 
ecuación diferencial correspondiente. Después, se avanza un intervalo de tiempo, 
denominado tamaño de paso, h, a lo largo de dicha derivada, alcanzándose el instante 
X1= X0 + h. Esto equivale a la obtención de un nuevo valor de la función, Y1. 
 

)X(hYYY 0'01   
 

A continuación se reanuda el proceso tomando como punto de partida Y1, en el 
instante X1, y se realizan sucesivas interacciones hasta completar el rango de tiempo 
considerado. 

)X(hYYY n'n1n   
Este procedimiento se denomina método de Euler y equivale, a nivel 

geométrico, a la reproducción de una curva mediante una sucesión de rectas. Existen 
una gran variedad de métodos alternativos que intentan optimizar la exactitud del 
cálculo en cada iteración, según se describe posteriormente. Entre estos se 
encuentran los métodos basados en la serie de Taylor y en los basados en la 
resolución numérica de integrales. 

Existen numerosos métodos de integración basados directa o indirectamente 
en el desarrollo de Taylor. De entre todos ellos, el más utilizado es el método clásico 
de Runge-Kutta de cuarto orden, ampliamente referenciado en la bibliografía. 
3.2.7.2. Métodos de paso variable. 

Un tipo de error, característico de los métodos de integración numérica de 
ecuaciones diferenciales, es el error de truncamiento, tanto menor cuanto mayor es el 
orden del método considerado. Sin embargo, un aumento indefinido en el orden de un 
método, origina operaciones más complejas y un tiempo de cálculo excesivo. El error 
de truncamiento puede reducirse disminuyendo el tamaño de paso de la integración 
numérica, h, pero un valor excesivamente pequeño de éste, obliga a operar con 
valores de ordenadas cuya magnitud es muy próxima, ocasionando errores de 
redondeo (pérdida de cifras significativas), rápidamente propagados en sucesivas 
iteraciones. 
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Por tanto, una mejora en los métodos de integración numérica, consiste en el 
establecimiento de un paso variable, a lo largo del campo de existencia de la función, 
cuya magnitud permita optimizar la reducción del error de truncamiento y la 
amplificación del error de redondeo, dentro de límites satisfactorios, para el problema 
de valor inicial bajo estudio. A tal fin, es necesario disponer de una estimación de 
ambos tipos de error, estando asociado el error de redondeo, al número de cifras 
significativas con que opera cada ordenador, habitualmente ocho (precisión simple), 
dieciséis (precisión doble) o treinta y dos (precisión cuádruple). El método de Fehlberg 
es eficaz para el cálculo del paso variable acoplado al método de Runge-Kutta de 
cuarto orden, por lo que se ha utilizado en este trabajo. 
3.2.7.3. Implementación. 

Los ensayos de simulación reproducen el comportamiento de las 
concentraciones de ligandos y especies enzimáticas involucradas en los mecanismos 
de reacción propuestos en esta memoria para tirosinasa. Los respectivos sistemas de 
ecuaciones diferenciales han sido resueltos numéricamente para casos particulares de 
valores de constantes de velocidad y concentraciones iniciales de especies para cada 
mecanismo de reacción (Gálvez y Varón, 1981). La integración numérica está basada 
en el algoritmo de Runge-Kutta-Fehlberg (Gerald y Wheatley, 1989) con un error 
máximo de 2,22 x 10-6 unidades de concentración, implementado en el programa WES 
(García-Sevilla et al., 2000) compilado en el lenguaje C++ para Windows e instalado 
en un PC compatible. 
3.2.7.4. Condiciones de simulación. 

El conjunto de ecuaciones diferenciales obtenidas del mecanismo de reacción 
de tirosinasa, las condiciones iniciales, así como los valores de las constantes, los 
cuales se tomaron de forma que cumplieran el valor de las constantes cinéticas 
determinadas experimentalmente, así como que permitieran simular los distintos 
supuestos en tiempos razonablemente cortos y asequibles para el ordenador utilizado, 
se describen en las publicaciones adjuntas. 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 

4.1. ARTÍCULO 1. 
 

4.1.1. Título 
Discriminación entre sustratos alternativos e inhibidores de tirosinasa.  
 
4.1.2. Referencia 
Journal of Agricultural and Food Chemistry (2015) 63, 2162-2171. 
 
4.1.3. Resumen 

Muchos compuestos fenólicos han sido descritos en la literatura científica como 

inhibidores de tirosinasa. En este trabajo se propone un test que nos permite distinguir 

si una molécula  es un inhibidor enzimático o un sustrato. El test tiene varias etapas. 

Primero, se determina el grado de inhibición de la molécula estudiada sobre la 
actividad monofenolasa (iM) y sobre la actividad difenolasa (iD). Si iM = iD, es un 

inhibidor. Si iM ≠ iD, la molécula podría ser sustrato o inhibidor. Se proponen diversas 

etapas adicionales para resolver esta ambigüedad. El estudio aquí descrito fue llevado 

a cabo usando las siguientes moléculas: ácido benzoico, ácido cinámico, guayacol, 
isoeugenol, carvacrol, 4-tert-butilfenol, eugenol, y arbutina.  

 
4.1.4. Url 
http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/jf5051816 
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4.2. ARTÍCULO 2. 
 

4.2.1. Título 
Identificación del alcohol p-hidroxibencílico, tirosol, floretina y su derivado floricina 

como sustratos de tirosinasa. 
 
4.2.2. Referencia 
Bioorganic & Medicinal Chemistry (2015) 23, 3738-3746. 
 
4.2.3. Resumen 

En los últimos años, los hidroxialquilfenoles alcohol p-hidroxibencílico y tirosol, 

y los compuestos floretina y su derivado floricina han sido descritos como inhibidores 

de la enzima tirosinasa. Cuando las actividades monofenolasa y difenolasa de 

tirosinasa sobre sus sustratos fisiológicos L-dopa y/o L-tirosina son medidas en 

presencia de estos compuestos, la velocidad de acción de la enzima disminuye. Estos 

resultados llevan a la identificación de estos compuestos como inhibidores. Sin 

embargo, estas moléculas muestran un comportamiento inusual como inhibidores de 

la enzima, de hecho, en este estudio demostramos que no son verdaderos inhibidores 

sino sustratos alternativos de la enzima.    

 

4.2.4. Url  
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0968089615003132 
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4.3. ARTÍCULO 3. 
 

4.3.1. Título 
Hidroxilación catalizada por tirosinasa del 4-hexilresorcinol, un agente antipardeante y 

despigmentante: un estudio cinético.  
 
4.3.2. Referencia 
Journal of Agricultural and Food Chemistry (2015) 63, 7032-7040. 
 
4.3.3. Resumen 

El 4-hexilresorcinol (HR) es un compuesto usado en la industria alimentaria y 

cosmética como agente antipardeante y blanqueante. Su uso es principalmente debido 

a su efecto inhibitorio sobre la enzima tirosinasa. Sin embargo, la enzima hidroxila el 
HR a un o-difenol, que después oxida a o-quinona, que rápidamente isomeriza a p-

quinona. Para que tirosinasa actúe de este modo, la forma Eox (oxitirosinasa) tiene que 

estar presente en el medio de reacción, lo cual se puede conseguir mediante (a) 

peróxido de hidrógeno, (b) ácido ascórbico, o (c) concentraciones catalíticas de o-

difenol y un reductor (NADH) para mantenerlo constante. En este trabajo se demuestra 

que HR es un sustrato de tirosinasa y se propone un mecanismo de acción. Su 

caracterización cinética proporciona una constante catalítica de 0.85 ± 0.04 s-1 y una 

constante de Michaelis de 60.31 ± 6.73 µM. 

 
4.3.4. Url 
http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/acs.jafc.5b02523 
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4.4. ARTÍCULO 4. 
 

4.4.1. Título 
Caracterización cinética de inhibidores análogos a sustratos de tirosinasa.  
 
4.4.2. Referencia 
International Union of Biochemistry and Molecular Biology Life (IUBMB Life. 2015) 67, 

757-767. 
 
4.4.3. Resumen 

El desarrollo de inhibidores efectivos de tirosinasa ha tomando un interés 

creciente en la industria cosmética, médica y de agricultura por su aplicación como 

agentes antipardeantes y despigmentantes. Los mecanismos de acción de tirosinasa 
sobre monofenoles y o-difenoles son complejos, especialmente en el caso de 

monofenoles, debido al período de retardo que se produce al inicio de la reacción. 

Cuando se estudian inhibidores de la enzima, el problema se complica ya que el 

período de retardo aumenta, lo que ha llevado a la identificación errónea del tipo de 

inhibición que muchos compuestos ejercen sobre la actividad monofenolasa y a la 

determinación imprecisa de sus constantes de inhibición. Cuando los grados de 

inhibición de un inhibidor que es análogo a los sustratos de tirosinasa son los mismos 

para las actividades monofenolasa y difenolasa, el inhibidor se une a las mismas 

especies enzimáticas, y por tanto, las constantes de inhibición deben ser similares en 

ambas actividades. En este estudio demostramos este comportamiento típico de 

inhibidores análogos a sustratos de tirosinasa y proponemos una metodología para 

determinar el tipo de inhibición y las constantes de inhibición para las actividades 

monofenolasa y difenolasa de la enzima. El ácido benzoico y ácido cinámico fueron  
usados como inhibidores y los pares monofenol/o-difenol L-tirosina/L-dopa y α- metil-L-

tirosina/α- metil-L-dopa como sustratos. 

 
4.4.4. Url  
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/iub.1432/abstract;jsessionid=DC8D760B72F5

F428CD37EA5A2C6AFEC2.f02t04 



 



Tesis Doctoral  4. Resultados y Discusión 
 

Carmen Vanessa Ortiz Ruiz                                       141 
   
 

4.5. ARTÍCULO 5. 
 

4.5.1. Título 
Caracterización cinética del oxiresveratrol como sustrato de tirosinasa.  
 
4.5.2. Referencia 
International Union of Biochemistry and Molecular Biology Life (IUBMB Life. 2015) 67, 

828-836. 
 
4.5.3. Resumen 

El oxiresveratrol es un estilbenoide descrito como un potente inhibidor de 

tirosinasa y propuesto como agente blanqueante y antipardeante. Sin embrago, la 

enzima es capaz de actuar sobre él, considerándolo un sustrato, como ya ha sido 

probado en el caso de su análogo resveratrol. Tirosinasa hidroxila al oxiresveratrol a 
un o-difenol y oxida este último a una o-quinona, que finalmente isomeriza a p-

quinona. Para que estas reacciones tengan lugar es necesaria la presencia de la 
forma enzimática Eox (oxitirosinasa). El análisis cinético de los mecanismos propuestos 

ha permitido la caracterización cinética de esta molécula como sustrato de tirosinasa, 

obteniendo una constante catalítica de 5.39 ± 0.21 sec-1 y una constante de Michaelis 

de 8.65 ± 0.73 µM. 

 
4.5.4. Url 
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/iub.1439/abstract 
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4.6. ARTÍCULO 6.  
 

4.6.1. Título 
Profundización sobre el efecto del pH en la catálisis de tirosinasa de champiñón.  
 
4.6.2. Referencia 
Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic (2016) 125, 6-15. 
 
4.6.3. Resumen 

El pH tiene un gran efecto fisiológico en la catálisis de tirosinasa ya que los 

protones pueden actuar como inhibidores de tipo competitivo. En este trabajo se 

propone un mecanismo de reacción en el cual solo la protonación de las formas libres 
Em (metatirosinasa) y Eox (oxitirosinasa) tiene un efecto cinético significativo. El valor 

del pKa calculado para tirosinasa es 4.63 ± 0.04. Este valor de pKa podría 

corresponder a un residuo que actúa como guardián del sitio activo, controlando el 

acceso del sustrato en función de su estado de protonación. En cuanto a la 

localización y la naturaleza del residuo responsable, proponemos que el ácido 

glutámico E322 podría ser un residuo clave en el efecto del pH sobre la actividad 

enzimática. Además, la naturaleza del sustrato tiene un gran efecto sobre el 
comportamiento cinético en función del pH, dependiendo de los valores de pKa de los 

grupos hidroxilo fenólicos, y en menor medida, de la carga del grupo R. El 
comportamiento sigmoide de los valores de velocidad inicial vs. pH, debido al pKa de la 

enzima en el rango de pH estudiado, podría cambiar a un comportamiento de 
campana cuando los valores de pKa de los grupos hidroxilo son lo suficientemente 

bajos y el grupo R está cargado negativamente. Estos aspectos son interesantes para 

el control del pardeamiento de alimentos y para entender el papel que juega el pH del 

melanosoma en la pigmentación de la piel de humanos. 

 
4.6.4. Url 
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1381117715301284 
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4.7. ARTÍCULO 7. 
 

4.7.1. Título 
Acción del ácido elágico en la ruta de biosíntesis de melanina.  
 
4.7.2. Referencia 
Journal of Dermatological Science (2016) 82, 115-122. 
 
4.7.3. Resumen 
 Historial: Tirosinasa es una enzima implicada en las primeras etapas del 
proceso de melanogénesis. Cataliza la hidroxilación de monofenoles a o-difenoles y la 

oxidación de estos últimos a o-quinonas. El ácido elágico (EA) es un compuesto 

fenólico que ha sido descrito como inhibidor de tirosinasa y es usado en la industria 

cosmética como agente blanqueante. Sin embargo, EA tiene grupos hidroxilo en 
posición orto y podría actuar como sustrato en lugar de inhibidor. Este aspecto se 

debe tener en cuenta cuando se usa este compuesto como ingrediente cosmético, 
debido al carácter reactivo de las o-quinonas. 

 Objetivo: Determinar si el ácido elágico es un sustrato o un inhibidor de 

tirosinasa, caracterizarlo cinéticamente e interpretar su papel en el proceso de 

melanogénesis. 

 Métodos: Se usó espectrofotometría UV-vis para seguir la acción de tirosinasa 

sobre sus sustratos típicos y ácido elágico. Se eligió un método cronométrico para la 

caracterización cinética del ácido elágico. 
 Resultados: El ácido elágico no es un inhibidor per se sino un sustrato 

alternativo de tirosinasa. Es oxidado por la enzima a una o-quinona inestable. Su 

caracterización cinética proporcionó bajos valores de las constantes de Michaelis y 

catalítica ( EA
MK = 138 ± 13 µM y EA

catk  = 0.47 ± 0.02 s-1). Además, el ácido elágico, que 

es un potente antioxidante, puede reducir químicamente las o-quinonas (o-

dopaquinona) y semiquinonas, inhibiendo de este modo la melanogénesis. 
 Conclusión: El ácido elágico es oxidado por tirosinasa, produciendo o-quinonas 

reactivas. Como antioxidante puede inhibir el proceso de la melanogénesis. Este 

primer aspecto se debe tener en cuenta en su aplicación como ingrediente cosmético 
debido a la toxicidad de las o-quinonas y su capacidad para modificar el estado redox 

de la célula. 
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4.7.4. Url 
http://www.jdsjournal.com/article/S0923-1811(16)30016-0/abstract 
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5. CONCLUSIONES 

El desarrollo de esta memoria ha conducido al establecimiento de un conjunto 

de conclusiones específicas y generales sobre el tema de estudio. 

 

5.1. CONCLUSIONES ESPECÍFICAS. 

Las conclusiones detalladas en los diferentes capítulos pueden resumirse en 

varias conclusiones específicas: 

1. Se ha desarrollado una metodología que permite determinar si un compuesto 

fenólico es un sustrato o un inhibidor de tirosinasa.  

2. En primer lugar se ensaya la actividad de la enzima sobre el compuesto bajo 

estudio. En el caso de monofenoles cuyas o-quinonas no acumulan o-difenol 

en el medio, no se observará actividad alguna aunque se trate de sustratos de 

la enzima, ya que es necesaria la presencia de la forma enzimática Eox (activa 

sobre monofenoles) para que tenga lugar la catálisis. 

3. Esta metodología compara los grados de inhibición obtenidos en las 

actividades monofenolasa y difenolasa de tirosinasa. Si el valor es el mismo, se 

puede determinar que el compuesto es un inhibidor. Si los grados de inhibición 

en ambas actividades son distintos, se necesitan dos pasos más para poder 

discernir si el compuesto bajo estudio es sustrato o inhibidor. 

4. Los compuestos fenólicos que no muestran reacción con las o-quinonas del L-

dopa o TBC generadas por oxidación con peryodato sódico, pueden ser 

analizados en los ensayos de consumo de oxígeno. Si el nivel de absorbancia 

alcanzado al final de la reacción es el mismo en ausencia y presencia del 

compuesto de interés, se trata de un inhibidor verdadero de la enzima.  

5. Si el compuesto de interés es un monofenol, el uso de peróxido de hidrógeno 

permite la acción de la enzima sobre él (en caso de ser sustrato), ya que 
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transforma la forma Em, inactiva sobre monofenoles, en Eox, activa sobre los 

mismos.  

6. Las medidas de actividad monofenolasa se deben realizar añadiendo al medio 

de ensayo la concentración de o-difenol necesaria para eliminar el período de 

retardo que aparece al inicio de la reacción y que puede generar interferencias 

en la medida. 

7. La validez experimental de esta metodología se puso de manifiesto con los 

inhibidores ácido benzoico, ácido cinámico, y los sustratos guayacol, 

isoeugenol, carvacrol, 4-tert-butilfenol, eugenol y arbutina. 

8. Los hidroxialquilfenoles alcohol p-hidroxibencílico y tirosol, y los compuestos 

floretina y su derivado floricina, descritos en la bibliografía como inhibidores de 

tirosinasa, han sido identificados como sustratos alternativos de la enzima 

utilizando la metodología anteriormente descrita. 

9. El 4-hexilresorcinol, un compuesto ampliamente usado como despigmentante y 

antipardeante en la industria cosmética y alimentaria, ha sido identificado como 

sustrato alternativo de tirosinasa. Este compuesto es hidroxilado y 

posteriormente oxidado por la enzima a una o-quinona, que rápidamente 

isomeriza a p-quinona.  

10. Se ha llevado a cabo la caracterización cinética del 4-hexilresorcinol como 

sustrato, obteniendo un bajo valor de KM = 60.31± 6.73 µM (alta afinidad por la 

enzima) y una constante catalítica también baja kcat = 0.85 ± 0.04 s-1. 

11. La gran afinidad de este compuesto por la enzima podría ser explicada por el 

efecto hidrofóbico de la cadena lateral, y el bajo valor de la constante catalítica, 

por el impedimento estérico. 

12. Los inhibidores análogos a sustratos de tirosinasa que producen el mismo 

grado de inhibición en las actividades monofenolasa y difenolasa, se unen a las 

mismas especies enzimáticas en ambas actividades. Esto implica que el tipo y 
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las constantes de inhibición sean también similares en las dos actividades de la 

enzima.  

13. Se propone una metodología para determinar el tipo y las constantes de 

inhibición en las actividades monofenolasa y difenolasa de tirosinasa. 

14. Los valores de ap
IK  para los ácidos benzoico y cinámico muestran una ligera 

dependencia de la naturaleza del sustrato, a través de las constantes de 

velocidad de unión de los sustratos a las formas Em y Eox, k2 y k6 

respectivamente. El estudio se realizó con las parejas de sustratos L-tirosina/L-

dopa y α-metil-L-tirosina / α-metil-L-dopa. 

15. Se ha identificado al oxiresveratrol, un estilbenoide descrito como potente 

inhibidor de la enzima, como un sustrato alternativo de tirosinasa. Este 

compuesto es hidroxilado y posteriormente oxidado por tirosinasa a una o-

quinona que finalmente isomeriza a p-quinona. 

16. Se ha caracterizado cinéticamente al oxiresveratrol como sustrato de 

tirosinasa. Este compuesto tiene mucha afinidad por la enzima (KM = 8.65 ± 

0.73 µM) y una constante catalítica kcat = 5.39 ± 0.21 s-1. 

17. Del estudio del efecto del pH sobre la catálisis de tirosinasa en sus dos 

actividades monofenolasa y difenolasa, se deduce que un grupo con un pKa de 

4.63 ± 0.04 puede ser el responsable del comportamiento observado.  

18. La protonación de este grupo inhibe a la enzima. Los protones se comportan 

por tanto, como inhibidores competitivos uniéndose a las formas enzimáticas 

libres meta y oxitirosinasa. 

19. El pKa de los grupos hidroxilo fenólicos y en menor medida la carga de grupo R, 

son importantes en el comportamiento de la actividad enzimática frente al pH. 

20. Mediante estudios de docking se propone que el grupo responsable del efecto 

del pH podría corresponder al ácido glutámico E322, que controlaría el acceso 

de los sustratos al sitio activo mediante la interacción por puente de hidrógeno 
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entre el grupo carboxilo desprotonado del ácido glutámico y el grupo hidroxilo 

fenólico. 

21. Se ha demostrado espectrofotométricamente que el ácido elágico es un 

sustrato alternativo de tirosinasa. 

22. Se ha llevado a cabo la caracterización cinética del ácido elágico como 

sustrato, obteniendo las constantes cinéticas  KM = 138 ± 13 µM y kcat = 0.47 ± 

0.02 s-1. 

23. El ácido elágico actúa como antioxidante reaccionando con los aniones 

superóxido, o-quinonas y semiquinonas generadas en el proceso de la 

melanogénesis, inhibiendo de este modo la ruta.  

 

5.2. CONCLUSIONES GENERALES. 

El conjunto de conclusiones específicas descrito anteriormente permite establecer 

las siguientes conclusiones generales: 

1. Se ha desarrollado una metodología que permite discernir entre inhibidores y 

sustratos alternativos de tirosinasa. 

2. Con ayuda de esta metodología se han identificado los compuestos alcohol p-

hidroxibencílico, tirosol, floretina y floricina como sustratos alternativos de 

tirosinasa. 

3. Oxiresveratrol y 4-hexylresorcinol han sido identificados y caracterizados 

cinéticamente como sustratos de tirosinasa. 

4. Se ha determinado que los inhibidores análogos a sustratos de tirosinasa que 

producen el mismo grado de inhibición en las actividades monofenolasa y 

difenolasa de tirosinasa, se unen a las mismas formas enzimáticas, dan lugar a 

la misma constante de inhibición y se comportan como inhibidores de tipo 

competitivo. Se propone una metodología para estudiar la inhibición de esta 

enzima. 
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5. Los protones se comportan como inhibidores de tirosinasa de tipo competitivo. 

Se ha propuesto un ácido glutámico como responsable del efecto del pH en la 

catálisis de la enzima. Además, la naturaleza del sustrato tiene un gran efecto 

cinético sobre el comportamiento en función del pH. 

6. Se ha confirmado por métodos espectrofotométricos la acción de tirosinasa 

sobre el ácido elágico como sustrato y se ha llevado a cabo su caracterización 

cinética. Este compuesto actúa como inhibidor de la melanogénesis a través de 

su alto poder antioxidante. 
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6. RESUMEN 

6.1. ANÁLISIS Y DISCRIMINACIÓN ENTRE SUSTRATOS E INHIBIDORES DE 

TIROSINASA. 

Tirosinasa es una cuproproteína ampliamente distribuida en toda la escala 

filogenética, que participa en las primeras etapas del proceso de biosíntesis de 

melaninas. Esta enzima cataliza fundamentalmente dos tipos de reacciones, la 

hidroxilación de monofenoles a o-difenoles (actividad monofenolasa) y la oxidación de 

estos últimos a o-quinonas (actividad difenolasa), utilizando en ambos casos oxígeno 

molecular. La hiperpigmentación es un fenómeno que afecta a gran cantidad de 

personas y el pardeamiento enzimático de frutas, verduras y crustáceos, entre otros, 

produce grandes pérdidas económicas en la industria alimentaria.  Una estrategia usada 

para evitar estos procesos es la inhibición de la enzima tirosinasa, por lo que en los 

últimos años se han identificado y caracterizado gran cantidad de inhibidores. Sin 

embargo, la complejidad del mecanismo de acción de esta enzima y el carácter reactivo 

de las o-quinonas producto de reacción, hace que en muchos casos los inhibidores no 

estén caracterizados de forma correcta e incluso sean identificados como tales, siendo 

realmente sustratos alternativos de la enzima. Este aspecto se debe tener en cuenta al 

utilizar estos compuestos en la industria cosmética y alimentaria debido a la toxicidad 

de las o-quinonas producto de reacción y a su capacidad para modificar el estado redox 

de las células en las que actúa tirosinasa. 

Los principales objetivos de esta Tesis Doctoral fueron la profundización en los 

mecanismos de actuación y de inhibición de la enzima tirosinasa, atendiendo a sus dos 

actividades (monofenolasa y difenolasa), además del establecimiento de una 

metodología para discernir entre moléculas fenólicas inhibidoras y sustratos alternativos 

de la enzima. También la identificación y caracterización cinética como sustratos de 

algunas de las moléculas descritas como inhibidores de tirosinasa o usadas en la 
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industria cosmética y alimentaria como despigmentantes o antipardeantes, 

respectivamente.  

Para lograr estos objetivos utilizamos distintas técnicas experimentales como la 

cromatografía de proteínas en FPLC (para la purificación de tirosinasa), distintos 

ensayos espectrofotométricos (para las medidas de actividad, estudio de inhibidores y 

determinación de la concentración de proteínas), ensayos oximétricos (para medidas de 

actividad siguiendo el consumo de oxígeno), ensayos de RMN (para obtener valores de 

desplazamiento químico) y docking computacional (para entender los modos de unión 

de tirosinasa con distintos ligandos). También se llevaron a cabo análisis de regresión 

lineal y no lineal y ensayos de simulación de los mecanismos propuestos, mediante 

integración numérica de las ecuaciones diferenciales que los describen. 

En primer lugar se investigó una metodología para discernir entre inhibidores y 

sustratos alternativos de la enzima, estudiando las actividades monofenolasa y 

difenolasa de tirosinasa. Tras estudiar los grados de inhibición producidos por distintas 

moléculas inhibidoras y por sustratos alternativos de la enzima en ambas actividades, 

llegamos a la conclusión de que si el grado de inhibición producido en la actividad 

monofenolasa (iM) y difenolasa (iD) es el mismo, la molécula es un inhibidor. Si iM ≠ iD es 

necesario realizar dos pasos más. Si la absorbancia final alcanzada en los ensayos de 

consumo de oxígeno es la misma en ausencia y presencia de la molécula de interés, se 

trata de un inhibidor verdadero, sin embargo, si dicha absorbancia es distinta y tras 

probar la acción de la enzima en presencia de peróxido de hidrógeno observamos 

variación en la absorbancia, la molécula es un sustrato alternativo. El peróxido de 

hidrógeno permite la transformación de la forma enzimática metatirosinasa (Em), inactiva 

sobre monofenoles, en oxitirosinasa (Eox), activa sobre los mismos. Se propusieron 

distintos mecanismos de actuación y se realizaron ensayos de simulación para confirmar 

los resultados obtenidos. Además, se estableció que las medidas de actividad 

monofenolasa deben realizarse añadiendo al medio de reacción la cantidad de o-difenol 
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necesaria para eliminar el periodo de retardo característico de esta actividad que puede 

producir interferencias en la medida. Esta cantidad viene dada por la relación R = 

[D]ss/[M]ss donde [D]ss y [M]ss son las concentraciones de o-difenol y monofenol en estado 

estacionario, respectivamente. Esta metodología fue posteriormente utilizada para la 

identificación como sustratos alternativos de los hidroxialquilfenoles alcohol p-

hidroxibencílico y tirosol y de los compuestos floretina y su derivado floricina, descritos 

en la bibliografía como inhibidores de tirosinasa.  

Posteriormente, se investigó el compuesto 4-hexilresorcinol, ampliamente usado 

en la industria cosmética y alimentaria como agente blanqueante y antipardeante, y el 

oxiresveratrol, propuesto para los mismos fines gracias a su ya descrito efecto inhibitorio 

sobre la enzima tirosinasa. Demostramos que estos dos compuestos no son inhibidores 

sino sustratos alternativos de la enzima, conclusión a la que llegamos tras probar la 

acción de tirosinasa sobre ellos en presencia de: (a) peróxido de hidrógeno, (b) ácido 

ascórbico, y /o (c) cantidades catalíticas de o-difenol (tert-butilcatecol) y un reductor 

(NADH). Gracias a estas estrategias conseguimos generar de manera continua la forma 

enzimática Eox, necesaria para que tenga lugar la actividad monofenolasa. Estos dos 

compuestos son hidroxilados y posteriormente oxidados por la enzima, dando lugar a 

una o-quinona que isomeriza a una p-quinona más estable. También llevamos a cabo 

la caracterización cinética de estos dos compuestos como sustratos, obteniendo unos 

valores de la constante de Michaelis y la constante catalítica de KM = 60.31± 6.73 µM y 

kcat = 0.85 ± 0.04 s-1, para el 4-hexilresorcinol, y KM = 8.65 ± 0.73 µM y kcat = 5.39 ± 0.21 

s-1, para el oxiresveratrol. 

El ácido elágico, descrito como inhibidor de tirosinasa y usado como 

despigmentante en la industria cosmética, también fue identificado y caracterizado 

cinéticamente como sustrato de tirosinasa, mediante métodos espectrofotométricos, 

obteniendo unos valores de KM = 138 ± 13 µM y  kcat = 0.47 ± 0.02 s-1. Por otro lado, se 

estudió el papel del ácido elágico como antioxidante en la ruta de biosíntesis de 

melaninas. Este compuesto actúa reaccionando con los aniones superóxido, las o-
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quinonas y semiquinonas generadas en el proceso de la melanogénesis, inhibiendo de 

este modo la ruta.  

Además, se investigó el mecanismo de actuación de los inhibidores de tirosinasa 

análogos a sustratos fenólicos, utilizando los inhibidores ácido cinámico y ácido 

benzoico y las parejas de sustratos monofenol / o-difenol, L-tirosina / L-dopa y α-metil-

L-tirosina / α-metil-L-dopa. Se estableció que aquellos inhibidores análogos a sustratos 

fenólicos que producen el mismo grado de inhibición en las actividades monofenolasa y 

difenolasa de tirosinasa, se unen a las mismas especies enzimáticas en ambas 

actividades, lo que implica que el tipo y las constantes de inhibición también sean 

similares. Del mismo modo, se estableció una metodología para determinar el tipo y las 

constantes de inhibición en ambas actividades y se observó que los valores de ap
IK

muestran una ligera dependencia de la naturaleza del sustrato, a través de las 

constantes de velocidad de unión de los sustratos a las formas Em y Eox, k2 y k6 

respectivamente. Mediante ensayos de simulación de los mecanismos propuestos se 

confirmaron los datos experimentales obtenidos. 

Finalmente, se profundizó en el mecanismo de acción de tirosinasa, en concreto 

en el efecto del pH en la catálisis de la enzima.  De los resultados obtenidos se deduce 

que un grupo con un pKa de 4.63 ± 0.04 podría ser el responsable del efecto del pH. La 

protonación de este grupo inhibe a la enzima, por lo que los protones se comportan 

como inhibidores competitivos uniéndose a las formas enzimáticas libres Em y Eox. 

Estudios de docking computacional nos llevaron a proponer al ácido glutámico E322 

como grupo responsable del efecto del pH, controlando el acceso de los sustratos al 

sitio activo. Además, se vio que el pKa de los grupos hidroxilo fenólicos y en menor 

medida la carga de grupo R, también son importantes en el comportamiento de la 

actividad enzimática frente al pH.  
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