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1. INTRODUCCIÓN 

  

1.1. Tirosinasa 

El primer trabajo sobre tirosinasa se publicó hace 118 años (Bertrand, 1896). 

Cuarenta y dos años más tarde se publicaron los procedimientos para su aislamiento 

en grandes cantidades por Keilin y Mann (Keilin y Mann, 1938) y Kubowitz (Kubowitz, 

1938), esto hizo posible un estudio más detallado acerca de las propiedades de 

tirosinasa. Hacia 1956 Mason discutió la estructura y posibles funciones de la enzima 

(Mason, 1956) y unos años más tarde, en 1966, indicaba que era necesario determinar 

el número de átomos de cobre del sitio activo, la naturaleza de las isoenzimas de 

tirosinasa e identificar si las actividades monofenolasa y difenolasa se deben a una 

única enzima (Mason, 1966). 

Actualmente varios de estos interrogantes están resueltos. Se conoce el 

número de átomos de cobre del centro activo. Se ha llevado a cabo la cristalización de 

la enzima de distintas fuentes. En 2006 se publicó la primera estructura cristalizada de 

tirosinasa de Streptomyces castaneoglobisporus (Matoba et al.,2006), posteriormente 

se publicó la de Bacillus megaterium (Sendovski et al., 2011). Recientemente se ha 

resuelto la estructura de la enzima de hongo Agaricus bisporus, que es la enzima tipo 

en los estudios experimentales de tirosinasa (Ismaya et al., 2011a; 2011b; Mauracher 

et al., 2014a). Asimismo, también se ha publicado la de hoja de nogal Juglan regia 

(Zekiri et al., 2014). Gracias al conocimiento de estas estructuras, se ha avanzado en 

la comprensión del mecanismo de actuación de la enzima, así como en otras 

características estructurales (Sánchez-Ferrer et al., 1995; Solomon et al., 2014). 

Un aspecto que normalmente ha sido relegado a un segundo lugar es el 

estudio de la función de la enzima en hongos y plantas (Mayer, 2006), de modo que en 

muchos casos no está inequívocamente establecida. Por ejemplo, todavía no están 

claras las razones de la latencia de la enzima y cuál es el mecanismo que regula su 

conversión a la forma activa. Otro aspecto en el que debería profundizarse es en la 

distinción entre tirosinasas constitutivas e inducibles. En este sentido, se sabe que el 

jasmonato de metilo induce la producción de tirosinasa, pero no se conoce bien el 

mecanismo molecular. Sería necesario estudiar más a fondo la localización 

cromosómica de los genes que codifican a tirosinasa, así como la respuesta a 

patógenos y herbicidas. 
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 La enzima que se va a estudiar en la presente Memoria es tirosinasa o 

polifenol oxidasa, utilizando como modelo la enzima de champiñón, Agaricus bisporus. 

Esta enzima es una cupoproteína, que desempeña cuatro funciones básicamente: 1) 

almacenamiento, transporte y recogida del ión metálico; 2) transferencia de electrones; 

3) almacenamiento, transporte y recogida de oxígeno; 4) catálisis. La presencia de 

cobre en estas proteínas les confiere unas propiedades espectroscópicas 

características, a través de las cuales estas proteínas han sido históricamente 

clasificadas en tres tipos (1, 2 y 3), aunque en los últimos años el acceso a más 

estructuras ha hecho ampliar la lista. Actualmente se distinguen siete clases diferentes 

(Solomon et al., 1996; Bubacco et al., 1999), las principales se resumen brevemente a 

continuación. 

Tipo-1: Los centros de cobre tipo-1 se encuentran en las proteínas de simple 

transferencia de electrones, tales como plastocianina, azurina, pseudoazurina y 

amicianina. Debido a su intenso color azul en la forma oxidada del Cu (II), estas 

proteínas han sido también llamadas “proteínas de cobre azul”. Los centros tipo-1 se 

encuentran también en enzimas redox tales como nitrito reductasa y en oxidasas 

multicúpricas (ascorbato oxidasa, lacasa) que contienen más de un sitio de cobre. La 

esfera de coordinación del cobre está formada por dos átomos de nitrógeno 

procedentes de histidina, un átomo de azufre de cisteína y un átomo de azufre 

procedente de metionina coordinado débilmente de forma axial. En lugar de metionina, 

en algunos casos se ha encontrado una leucina o glutamina. 

Tipo-2: Los centros de cobre en estas proteínas están unidos a cuatro átomos de 

nitrógenos u oxígenos y sus espectros de EPR permite distinguirlos de los centros de 

tipo-1. Las proteínas que contienen un centro tipo-2 están mayoritariamente implicadas 

en procesos catalíticos. Estos centros se encuentran en las oxidasas, como galactosa 

oxidasa y cobre amino oxidasa, y en oxigenasas, como dopamina-β-monooxigenasa. 

También se puede encontrar en el centro metálico dinuclear de Cu-Zn de superóxido 

dismutasa.  

Tipo-3: Los centros de cobre tipo-3 consisten en dos átomos de cobre próximos en el 

espacio, cada uno de los cuales se encuentra coordinado a tres restos de histidina. 

Las proteínas que contienen estos centros están involucradas en el transporte y 

activación de O2. Ejemplos de proteínas de cobre tipo-3 son hemocianina, catecol 

oxidasa y tirosinasa. Una descripción más detallada de este tipo de centros y su 

reactividad será dada más adelante. 
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Tipo-4: Los centros de cobre tipo-4 frecuentemente se describen como una 

combinación de los centros tipo-2 y tipo-3, formando un grupo trinuclear. Estos centros 

se encuentran en proteínas que catalizan reacciones de oxidación como lacasa, 

ascorbato oxidasa y ceruloplasmina. Los tres átomos de cobre están ligados por 8 

residuos de histidina.  

CuA: El Centro CuA es dinuclear. Los dos cobres están puenteados a dos cisteínas a 

través de los átomos de azufre y cada Cu está ligado a un átomo de nitrógeno de 

histidina. Su función es transferir electrones y se encuentra, por ejemplo, en citocromo 

c oxidasa. El centro muestra un espectro EPR muy característico y presenta un color 

violeta.  

CuB: El Centro CuB se encuentra próximo al hierro del grupo hemo del centro catalítico 

del citocromo c oxidasa (COX) que cataliza la reducción de 4 electrones de O2 a agua. 

La energía liberada de la oxidación es utilizada para bombear protones fuera de la 

membrana en donde COX se encuentra incrustada.  

Cuz: El centro activo CuZ contiene cuatro átomos de cobre formando un tetraedro 

distorsionado y siete residuos de histidina. Este tipo de sitios activos se encuentra en 

enzimas como la óxido nitroso reductasa que reduce el óxido nitroso a nitrógeno. 

La enzima tirosinasa o polifenol oxidasa (monofenol, o-difenol: oxígeno óxido-

reductasa, EC 1.14.18.1) se encuentra ampliamente distribuida en toda la escala 

filogenética. Esta cuproproteína cataliza dos tipos de reacciones acopladas en las que 

interviene oxígeno molecular: (a) hidroxilación de monofenoles a o-difenoles (actividad 

monofenolasa) y (b) oxidación de o-difenoles a o-quinonas (actividad difenolasa). La 

gran inespecificidad de sustrato y la elevada reactividad de las o-quinonas generadas 

por esta enzima determinan su participación en procesos fisiológicos tan diversos 

como la biosíntesis de ligninas, la esclerotización de la cutícula de artrópodos y la 

biosíntesis de melaninas (Mason, 1955; Vámos-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). 

En los organismos aeróbicos, la mayor parte del oxígeno consumido es 

reducido a agua en la oxidasa terminal de la cadena respiratoria. Sin embargo, 

también se utiliza una cantidad significativa del mismo en reacciones catalizadas por 

una clase de enzimas denominadas oxigenasas (Hayaishi, 1962). Es conocido que 

estas enzimas incorporan uno o dos átomos de oxígeno por mol de sustrato, por lo 

que se dividen en monooxigenasas y dioxigenasas, respectivamente (Hayaishi, 1974). 

Las monooxigenasas, llamadas también oxidasas de función mixta, catalizan la 
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reducción de un átomo de oxígeno a agua, mientras que el otro es transferido al 

sustrato. Estas enzimas pueden presentar cuatro tipos distintos de grupos prostéticos: 

cobre, hierro “no hemo”, hierro “hemo” y flavinas. Aquellas monooxigenasas que 

contienen cobre como cofactor representan un grupo bastante reducido en 

comparación con las otras tres clases. Una de las monooxigenasas más importantes y 

extensamente estudiadas, que tiene cobre como cofactor, es la tirosinasa o polifenol 

oxidasa. 

 

1.1.1. Tirosinasa de bacterias 

Aunque la melanina es un pigmento comúnmente asociado con mamíferos, 

especialmente humanos (Hearing, 2005), este pigmento también se encuentra 

presente en muchos microorganismos como levaduras o bacterias. Las tirosinasas del 

género Streptomyces son las más estudiadas dentro de las bacterianas. Las bacterias 

de este género están implicadas en la formación de biopolímeros como lígninas, 

melaninas o sustancias húmicas, también son una importante fuente industrial de 

antibióticos y de otros metabolitos secundarios. Alrededor del 40% de las especies de 

Streptomyces producen melanina como exopigmento en un medio de agar que 

contenga tirosina. Las primeras tirosinasas bacterianas purificadas procedían de S. 

nigrifaciens y S. glaucescens. Las tirosinasas procedentes de organismos procariotas 

han sido muy útiles para el estudio y compresión de tirosinasa de otras fuentes ya que 

presentan ciertas ventajas frente a las que proceden de organismos eucariotas: 1) se 

cultivan rápidamente; 2) son secretadas al medio extracelular, donde están implicadas 

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. En el caso de S. glaucescens es monomérica y de una masa 

molecular de 29 KDa, la más pequeña de todas ha sido aislada de Bacillus 

thurigiensis, con sólo 14 KDa (Liu et al., 2004), actualmente es la de menor masa 

molecular de las conocidas hasta el momento y a diferencia de las tirosinasas del 

género Streptomyces se cree que la forma activa es un dímero; 4) la proteína no es 

modificada post-traduccionalmente en procesos de activación proteolítica de 

proenzimas o glicosilaciones. Por todo esto, han sido caracterizadas genética y 

espectroscópicamente, resultando útiles para profundizar en el estudio estructural de 

tirosinasa. Esto contrasta con las tirosinasas de células eucariotas que son difíciles de 

aislar con la pureza y cantidad suficiente para llevar a cabo un estudio estructural 

adecuado. 
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La producción del pigmento melanina, como ya se indicó anteriormente, se 

produce gracias a las cuproproteínas, principalmente tirosinasa pero en algunos casos 

también a lacasa. Además del efecto fotoprotector, la función que tienen las melaninas 

en los microorganismos no está totalmente definida, pero parece claro que juegan un 

papel clave en la protección del microorganismo contra la radiación o en la propia 

virulencia de éste. También se han descrito otras funciones para tirosinasa como son 

la eliminación, en bacterias simbióticas, de fenoles defensivos de plantas; la 

producción de pigmentos como betalaínas; síntesis de antibióticos basados en 

aminoácidos como lincomicina; etc. (Fairhead y Thöny-Meyer, 2012). Como ya se dijo, 

las tirosinasas bacterianas más extensamente estudiadas son las del género 

Streptomyces. Sin embargo, actualmente se han caracterizado, tanto cinética como 

estructuralmente, otras muchas tirosinasas bacterianas (Bacillus, Marinomonas, etc) 

(Sánchez-Amat et al., 2010; Sendovski et al., 2011). 

Las tirosinasas bacterianas se dividen en cinco tipos principales como se 

muestra en la Figura 1.1 La primera clase de tirosinasa bacteriana (Figura 1A-I) se 

caracteriza por  ser el producto del operón melC (operón de melanina) (Lerch y 

Ettinger, 1972), por lo que también se denomina tirosinasa melC. Este tipo de 

tirosinasas son secretadas por las bacterias del género Streptomyces usando la vía de 

señalización TATA (secuencia donde se unen la ARN polimerasa en el ADN (Región 

del promotor) caja TATA) y son producidas en forma de heterodímero (Chen et al., 

1993; Schaerlaekens et al., 2001). Este dímero consiste en una apotirosinasa que está 

unida a una proteína auxiliar, que es el producto del gen melC1 (el operón que codifica 

este gen se esquematiza en la Figura 2). Esta proteína auxiliar o proteína caddie (CP) 

tiene muchas funciones como, por ejemplo, ser la responsable de la secreción, o de la 

incorporación del cobre al sitio activo de la enzima en su ensamblamiento (Chen et al., 

1993). Ejemplos de este tipo de tirosinasas pueden ser Streptomyces 

castaneoglobisporus, de la que se ha obtenido su estructura tridimiensional (Matoba et 

al., 2006), o Marimonas mediterránea (López-Serrano et al., 2004). 
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Figura 1.1. Distintos tipos de tirosinasas bacteria nas (Fairhead y Thöny-Meyer, 

2012). 

 

El segundo tipo de tirosinasa bacteriana (Figura 1.1 A-II) no requiere proteína 

auxiliar para incorporar el cobre al sitio activo. Un ejemplo de este tipo es la tirosinasa 

de Bacillus megaterium, la cual tiene una estructura muy similar a las tirosinasas de 

tipo I (Sendovski et al., 2011). Esta tirosinasa de Bacillus megaterium puede tener 

grandes aplicaciones biotecnológicas, ya que es estable incluso a concentraciones 

altas de disolventes orgánicos en el medio; por ejemplo, una concentración de etanol, 

acetona o dimetilsulfóxido superior al 50% (Shuster y Fishman, 2009). 

Las tipo III (Figura 1.1 A-III) son similares a las tirosinasas fúngicas y se 

caracterizan por tener un extremo C-terminal que actúa de una forma similar a como lo 

hace la proteína caddie, pero que no interviene tampoco en la incorporación del cobre 

a la enzima, y son sintetizadas como zimógenos. Un ejemplo es la tirosinasa de 

Verrucomicrobium spinosum (Fairhead y Thöny-Meyer, 2010).  

Las tipo IV (Figura 1.1 A-IV) son más pequeñas que el resto de tirosinasas 

bacterianas y sólo son activas como homodímeros. Como principal ejemplo se 

encuentra la tirosinasa de Bacillus turingiensis (Liu et al., 2004). 

La tirosinasa tipo V (Figura 1.1 A-V) ha sido bien caracterizada pero hoy en día 

hay mucha discusión acerca de si es en realidad una tirosinasa o si, por el contrario, 

es una enzima que posee actividad similar a tirosinasa, es la llamada “polifenol 

oxidasa multipotente” obtenida de Marinomonas mediterránea (Sánchez-Amat et al., 

2001). Parece ser que esta enzima tiene más semejanza estructural a la de lacasa 
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(Sakurai y Kataoka, 2007). Además, no tiene el motivo de unión del cobre A y B 

característico de las tirosinasas ni el motivo de unión del oxígeno, pero sin embargo es 

capaz de oxidar monofenoles (Sakurai y Kataoka, 2007). Otra enzima que muestra 

actividad tirosinasa, pero no tiene una secuencia homóloga a las tirosinasas 

conocidas, es la enzima producida por Aeromonas media. 

 

 

 

Figura 1.2. Esquema del operón melC de Streptomyces antibioticus. Las cajas 

representan las regiones codificantes, los círculos  blancos simbolizan las 

regiones promotoras, los círculos negros los sitios  de unión del ribosoma y la 

flecha indica el sitio del comienzo de la transcrip ción (Claus y Decker, 2006). 
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Tabla 1.1. Ejemplos de tirosinasas bacterianas desc ritas en la literatura 

(Fairhead y Thöny-Meyer, 2012).  

Organismo Tiposde 

tirosinasas 

Referencias 

 

Bacillus megaterium 

 

II 

Shuster y Fishman, 2009 

Sendovski et al., 2011 

 

Bacillus thuringiensis 

 

II y IV 

 

Metwally y El-Shora, 2008 

Zhang et al., 2008 

 

Marinomonas mediterranea 

 

I y V 

 

López-Serrano et al., 2004 

López-Serrano et al., 2007 

 

Ralstonia solanacearum 

 

III 

 

Hernández-Romero et al., 2006 

Hernández-Romero et al., 2005 

 

Rhizobium etli 

 

III 

 

Piñero et al., 2007 

 

Streptomyces antibioticus 

 

I 

 

Marino et al., 2011 

 

Streptomyces 

castaneoglobisporus 

 

I 

 

Kohashi et al., 2004 

Streptomyces glauescensis  I Lerch y Ettinger, 1972 

 

Streptomyces lincolnensis 

 

I 

 

Michalik et al., 1975 

 

Streptomyces sp. REN-21 

 

I 

 

Ito y Oda, 2000 

Verrucomicrobium spinosum III Fairhead y Thöny-Meyer, 2010 
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Las tirosinasas de Streptomyces nigrifaciens, Streptomyces glaucescens, 

Bacillus thuringiensis y Pseudomonas putida F6 (Claus y Decker, 2006; McMahon et 

al., 2007) son monómeros, mientras que las de Vibrio tirosinaticus y Thermomicrobium 

roseum son dímeros (Kong et al., 2000; Liu et al., 2004). 

Los estudios con tirosinasa de Streptomyces han sido impulsados en los 

últimos años. Así se ha sobreexpresado y purificado la tirosinasa de Streptomyces 

castaneoglobisporus (Kohashi et al., 2004), llegando a obtener la estructura cristalina 

de la enzima de esta bacteria. Como se acaba de indicar, se ha cristalizado esta 

enzima, formando un complejo con ORF378 (open reading frame; marco de lectura 

abierto), que es una proteína transportadora de cobre al sitio activo de tirosinasa 

(Matoba et al., 2006). Los estudios cristalográficos realizados por estos autores 

revelan que el sitio activo contiene el cobre dinuclear. 

Recientemente se ha aislado y caracterizado la tirosinasa de Bacillus 

megaterium, sobreexpresándola en Escherichia coli (Shuster y Fishman, 2009). Esta 

tirosinasa es más activa en mezclas agua/ disolvente orgánico, por lo cual esta enzima 

puede tener aplicaciones en síntesis orgánica. La estructura de la tirosinasa de 

Bacillus megaterium se ha resuelto con una precisión de 2 Å y la unidad asimétrica de 

estos cristales revela que esta enzima se encuentra en forma de un dímero (Sendovski 

et al., 2010; 2011). En 2013 se ha descrito un posible mecanismo de incorporación de 

cobre a esta enzima (Kanteev et al., 2013). Otra tirosinasa bacteriana, la de 

Verrucomicrobium spinosum, se ha sobreexpresado también en Escherichia coli, con 

un gran rendimiento de 464 mU L-1 h-1 (Ren et al., 2013). 

 

1.1.2. Tirosinasa de hongos y plantas 

La enzima tirosinasa de champiñón, Agaricus bisporus, y la del ascomiceto, 

Neurospora crassa, son las más conocidas 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).  

Tirosinasa ha sido extraída y purificada de muchos tejidos vegetales, entre 

ellos: manzana (Nicolas et al., 1994; Espín et al., 1995), aguacate (Weemaes et al., 

1998; Gómez-López, 2002), champiñón (Agaricus bisporus, Espín et al., 1999a; Fan y 

Flurkey, 2004; Ismaya et al., 2011a), pera (Espín et al., 1996), menta (Mentha piperita, 

Kavrayan y Aydemir, 2001), tabaco (Nicotiana tabacum, Shi et al., 2002), látex (Hevea 

brasilensis, Wititsuwannakul et al., 2002), patata (Solanum tuberosum, Marri et al., 
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2003; Cheng et al., 2015), café (Coffea arabica, Goulart et al., 2003), álamo (Populus 

trichocarpa P. deltoides, Wang y Constabel, 2003), caqui (Diospyros kaki, Núñez-

Delicado et al., 2003), mora (Morus alba L., Arslan et al., 2004), remolacha (Beta 

vulgaris L., Gandía-Herrero et al., 2004), melocotón (Prunus persica L., Cabanes et al., 

2007), mandarina (Satsuma mandarine L., Cheng et al., 2014) y hoja del árbol de 

caucho (Li et al., 2014).  

Se ha revisado la función de esta enzima en hongos y plantas, destacando un 

papel defensivo frente a patógenos (Mayer, 2006). Se ha puesto a punto un método 

sencillo para extraer la enzima de patata a partir de residuos de piel (Niphadkar et al., 

2015). Recientemente se han estudiado la enzima de lechuga Lactuca sativa (Zlotek y 

Gawlik-Dziki, 2015), la enzima de mango o melocotón de los trópicos (Palma-Orozco 

et al., 2014) y de Ataulfo mango (Cheema y Sommerhalter, 2015). Se ha descrito un 

nuevo método de purificación de la enzima de champiñón (Zaidi et al., 2014b) y caqui 

(Navarro et al., 2014). Se ha extraído y estudiado la tirosinasa de la morácea 

Artocarpus heterophyllus (Tao et al., 2013) y de patata (Cheng et al., 2014). También 

se ha conseguido la purificación de una forma latente de polifenol oxidasa de 

champiñón, la isoenzima PPO4 (Mauracher et al., 2014a).  

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).   

Su función sigue siendo confusa y objeto de controversia (Sommer et al., 1994; 

Joy et al., 1995; Onsa et al., 2000; Mayer, 2006) debido a las características propias 

del sistema enzimático, entre ellas su actividad bivalente y la complejidad en su 

extracción y purificación (Robb, 1984; Mayer, 1987; Zhang et al., 2000; Nagai y 

Suzuki, 2001). 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 43 KDa (Wichers et al., 1996). 



Tesis Doctoral                                                                    1. Introducción 

María del Mar García Molina        11 

En plantas superiores la enzima protege a la planta frente a insectos y 

microorganismos, catalizando la formación de una capa de melanina frente al ataque 

(Kowalski et al., 1992). En muchos frutos y vegetales, tirosinasa es responsable del 

pardeamiento enzimático, después del daño causado a la célula (van Gelder et al., 

1997).  

Una característica frecuente de tirosinasa de hongos y plantas es que, en 

estado nativo, existe como una enzima latente, la cual tiene que ser activada. Se ha 

descrito activación in vivo por proteasas (Rathjen y Robinson, 1992). Por otra parte, in 

vitro se ha demostrado activación proteolítica (Laveda et al., 2001), activación por 

detergentes, SDS (Laveda et al., 2000), o por poliaminas (Jiménez-Atienzar, 1991). 

Se han clonado, expresado y caracterizado dos cADNs de tirosinasa a partir de 

Agaricus bisporus (Wichers et al., 2003; Wu et al., 2010). Recientemente se han 

publicado dos estructuras cristalizadas de tirosinasa de Agaricus bisporus (Ismaya et 

al., 2011a; 2011b; Mauracher et al., 2014a) y una de las hojas del nogal Juglans regia 

(Zekiri et al., 2014). Además se han cristalizado dos catecol oxidasas, una de boniato 

Ipomea batatas (Klabunde et al., 1998) y la otra procedente de la uva Vitis vinífera 

(Virador et al., 2010a; 2010b). 

Los sustratos fisiológicos de tirosinasa más importantes encontrados en frutas 

y hortalizas, aunque varían según especies y variedades, son: las catequinas 

(catequina, epicatequina, galocatequinas, etc.), derivados del ácido cinámico (ácido 

clorogénico, ácido p-cumárico, ácido caféico, etc.), catecoles y derivados, derivados 

del ácido benzoico (ácidos protocatéquico, vaníllico, siríngico, etc.), flavonas, 

flavonoides, antocianidinas, etc. (Vámos-Vigyázó, 1981). Debido a esta 

inespecificidad, las tirosinasas también pueden actuar sobre otros tipos de sustratos 

sintéticos no naturales. 

Actualmente la investigación sobre tirosinasas de hongos y plantas se ha 

impulsado notablemente debido a sus posibles aplicaciones biotecnológicas en la 

industria de la alimentación, farmacéutica y medio ambiental (Seo et al., 2003; Halaouli 

et al., 2006). Debido a la importancia de esta clase de enzimas se ha optimizado la 

expresión en bacterias de las tirosinasas de plantas (Dirks-Hofmeister et al., 2013). 
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1.1.3. Tirosinasa de artrópodos 

La tirosinasa de insectos, también llamada fenoloxidasa (PO), está soluble en 

la hemolinfa y, por lo tanto, en contacto con sus sustratos. PO se encuentra en forma 

de proenzima y se activa, cuando se requiere, por mecanismos regulados como son la 

proteolísis limitada (Söderhäll et al., 1990; Hall et al., 1995; Asano y Ashida, 2001). La 

presencia de pro-tirosinasa fue sugerida hace mucho tiempo pero no había sido 

purificada hasta ahora. Recientemente se ha cristalizado la pro-fenoloxidasa (ProPO) 

de Manduca sexta a una resolución de 1.97 Å, (Li et al., 2009); es un heterodímero 

consistente en dos polipéptidos homólogos, cada uno con un sitio activo tipo III. 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). 

La ruta de biosíntesis de melaninas en insectos y otros artrópodos es un 

proceso importante para la vida de estos organismos. La ruta es diferente a la de 

mamíferos ya que en esta intervienen enzimas y sustratos diferentes. La enzima de 

mamíferos que inicia la melanogénesis, tirosinasa, en insectos se denomina 

fenoloxidasa (PO) y existe una dopacromo isomerasa (decarboxilante) en lugar de la 

dopacromo tautomerasa (Sugumaran, 2002; 2010). Con respecto a los sustratos, PO 

utiliza fundamentalmente dopamina y N-acetildopamina (Sugumaran, 2002), 

necesarias para los procesos de esclerotización. Por otra parte, las melaninas de 

insectos son polímeros de 5,6-dihidroxiindol (DHI) y las de mamíferos son mezclas de 

DHI y de ácido 5,6-dihidroxiindol-2-carboxílico (DHICA). La polimerización a través de 

DHI es mejor y más rápida. Así, la formación de DHI en el sitio de infección da lugar a 

una mejor encapsulación del agente invasor. 

Por otra parte, el estudio del origen filogenético de las enzimas implicadas en la 

melanización en mamíferos y en insectos parece indicar, por las secuencias, que 

tirosinasa vendría de la hemociacina de moluscos y que PO podría derivar de 

hemocianina de artrópodos (Fujimoto et al., 1995). Las dos enzimas se diferencian 

también en el tamaño, PO es mayor que tirosinasa de mamíferos, y además PO no 

lleva péptido señal y se encuentra soluble en la hemolinfa de insectos. Recientemente 

se ha detectado actividad tirosinasa en hemocianinas (Raynova et al., 2013). 

La importancia de las melaninas en insectos es amplia y está relacionada con 

procesos de camuflaje, la esclerotización de la cutícula, la respuesta inmune y la 

curación de las heridas (Sugumaran, 2002). 
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En invertebrados se produce la activación de profenoloxidasa (proPO) a 

fenoloxidasa (PO) en presencia de patógenos. Además de la activación de proPO, se 

ponen de manifiesto otras reacciones inmunes como son la generación de factores 

con actividad anti-microbiana 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). En la Figura 1.3 se muestra la respuesta 

de la activación de proPO frente a patógenos.  

 

 

 

 

 

Figura 1.3. Representación esquemática de los compo nentes del sistema de 

activación de profenoloxidasa (proPO) en artrópodos  (Amparyup et al., 2013). 

 

 Durante una infección microbiana se generan moléculas como: β-1,3-glucano 

(βG) (hongos), lipopolisacáridos (LG) (bacterias Gram negativas), peptidoglicano (PG), 

(bacterias Gram positivas), éstas son reconocidas por las proteínas de reconocimiento 

(PRPs), (proteína de enlace a péptido glicano PGBP), y las proteínas de enlace a 

lipopolisacárido y a β-1,3-glucano, LGBP y βGBP respectivamente. A su vez, estos 

complejos desencadenan la activación de una cascada de serin proteasas (SPs) 

(Abebe et al., 2010), dando lugar a la activación de la proenzima activante de proPO, 

PPAE, la cual convierte el zimógeno inactivo proPO en fenoloxidasa activa (PO) y ésta 



Tesis Doctoral                                                                    1. Introducción 

María del Mar García Molina        14 

actuando sobre fenoles produce quinonas. Estas moléculas pueden unirse con 

moléculas vecinas para formar melanina en torno a los microorganismos invasores. 

Existe una conexión entre el sistema de activación de proPO y la via de señalización a 

través de receptores del sistema inmune (Toll (receptores glicoproteícos 

transmembrana que están en el dominio Toll)) por medio de las serin proteasas 

comunes que conduce a la producción de péptidos antimicrobianos (AMPs). Estos 

mecanismos están apoyados en los trabajos publicados sobre el gusano de la harina 

Tenebrio molitor (Roh et al., 2009) y el gusano del tabaco Manduca sexta (An et al., 

2010; Amparyup et al., 2013). 

Otro proceso importante en insectos es la esclerotización de su cutícula, en 

este proceso intervienen: tirosinasa, peroxidasa y lacasa (Abebe et al., 2010). El 

proceso se inicia a partir de 1,2-dehidro-N-metildopamina, llevando consigo la 

formación de un dímero y posteriormente un polímero (Esquema 1.1 y 1.2). 
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Esquema 1.1. Mecanismo propuesto para explicar la f ormación de dímeros 

dehidro NADA por acoplamiento de radicales libres. Dehidro NADA es oxidada 

por lacasas a su radical libre. Después isomeriza a  quinona metide. El 

acoplamiento de los radicales permite la generación  del aducto quinona metide. 

Posteriormente el cierre del anillo genera el dímer o benzodioxano dehidroNADA 

(Abebe et al., 2010). 
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Esquema 1.2. Mecanismo propuesto para la oligomeriz ación de dehidro NADA 

por la acción de tirosinasa (Abebe et al., 2010). 
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Tirosinasa cataliza la oxidación de dehidro NADA produciendo la quinona 

metide imina amida (QMIM), el cual reacciona con la molécula original (en la ausencia 

de cualquier otro nucleófilo) generando el dímero benzodioxano (adición de dos 

grupos OH a los dos grupos reactivos de quinometano y la amida imina). Puesto que 

el dímero tiene dos grupos hidroxilo libres es similar a su catecol original. Cuando se 

producen suficientes dímeros en la mezcla de reacción, QMIM puede adicionar al 

dímero produciendo trímeros y otros productos poliméricos como se indica en el 

Esquema 1.2. Los números indican el peso molecular de cada oligómero (Abebe et al., 

2010). 

Tabla 1.2.  Profenol oxidasas (proPO) de artrópodos  (Cerenius y Söderhäll, 

2004). 

 

Organismos 

 

Número de 

genes de proPO 

clonados 

 

Sitio de ruptura para 

la conversión de 

proPO en PO 

 

Referencias 

 

 

Pacifastacus 

leniusculus 

 

1 

 

Arg176-Thr177 

 

Aspán et al., 1995 

Wang et al., 2001 

 

 

Bombyx mori 

 

2 

 

ProPO-I: Arg51-Phe52 

 

Schmid-Hempel y 

Ebert, 2003. 

 

 

Drosophila 

melanogaster 

 

3 

 

Arg52-Phe53 

 

Asada et al., 2003. 

 

Holotrichia 

diomphalia 

 

2 

 

ProPO-I: Arg50-

Phe51, Arg162-Ala163 

ProPO-II: Arg51-

Phe52 

 

Kim et al., 2002 

Li et al ., 2002 
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1.1.4. Tirosinasa de mamíferos 

Las tirosinasas de mamíferos actúan sobre sus sustratos fisiológicos L-tirosina 

y L-dopa (Hearing y Ekel, 1976; Hearing et al., 1981). Las moléculas de esta enzima 

son glicoproteínas a las que se unen diversos azúcares en residuos de asparragina. El 

procesado de tirosinasa se produce en los polirribosomas donde, en primer lugar, se 

produce la síntesis de la parte proteica de la molécula. A continuación, la enzima se 

traslada al retículo endoplasmático y al aparato de Golgi donde sufre diferentes 

modificaciones estructurales. Así, 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 y con un pI de 3.3 (Burnett, 1971; Hearing et al., 1981; 

Laskin y Piccinini, 1986). Una vez se produce este procesado y la enzima ya está 

madura, se transporta por medio de vesículas a los melanosomas, donde permanece 

unida a la membrana de éstos y desde ahí participa en la ruta de biosíntesis de 

melaninas (Hearing y Jiménez, 1987). 

La tirosinasa es la responsable de la conversión de L-tirosina en L-dopa y éste 

en o-dopaquinona. Esta o-dopaquinona formada se transforma, por medio de una 

serie de reacciones espontáneas no enzimáticas, en diferentes tipos de melaninas. 

Mutaciones en el gen que codifica a tirosinasa provocan la interrupción de la ruta de  

biosíntesis de melaninas (Camand et al., 2001) produciendo albinismo (Oetting, 2000). 

Se ha aislado y caracterizado el gen de tirosinasa en niños afectados por albinismo 

oculocutáneo, en los que no se detectaba actividad tirosinasa. El análisis secuencial 

mostró una simple inserción en el exón 2, lo que producía una señal de terminación 

prematura, que daba lugar a una molécula de tirosinasa inactiva (Tomita et al., 1989). 

En organismos inferiores y en plantas, tirosinasa es el único 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), con una gran similitud con tirosinasa como se muestra en la Figura 1.4. 

(Jackson, 1994; Olivares y Solano, 2009), aunque con diferentes funciones y 

capacidades catalíticas (Hearing y Tsukamoto, 1991; del Marmol y Beerman, 1996). 
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Figura 1.4. Representación esquemática de la tirosi nasa de mamífero (Tyr) y las 

proteínas relacionadas (Tyrp1) y (Tyrp-2). La posic ión y numeración de los 

dominios correspondientes de estas proteínas en rat ón 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, 20 09). 

 

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). Sin embargo, 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 (dopacromo tuatomerasa) (zinc) y, probablemente, TRP-1 (cobre) 

(Olivares y Solano, 2009). 
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1.2. Tirosinasa: funciones fisiológicas 

En este apartado se resumirán brevemente las funciones principales de los 

distintos tipos de tirosinasas de: bacterias, hongos, artrópodos y plantas. Se dedicará 

más extensión a tratar las funciones de la tirosinasa de mamíferos. Esta enzima que 

está distribuida en toda la escala filogenética, en principio, no tiene una función única, 

esto llevó a que Mayer en 1979 definiera a tirosinasa como “una enzima en busca de 

función” (Mayer y Harel, 1979; Mayer, 2006). Tirosinasa tiene diversas funciones, 

como se expone a continuación, pero muchas de ellas derivan de la generación de o-

quinonas como producto de reacción, ya que estas o-quinonas son muy reactivas. Sin 

embargo, algunas tirosinasas se ha demostrado que tienen un papel específico en la 

biosíntesis de metabolitos (biosíntesis de betalaínas, 3,3´-dihidroxilarreatricina y 

sulfuretina) (Sullivan, 2015). 

 

1.2.1. Tirosinasa de bacterias 

En bacterias, la función de tirosinasa podría ser la defensa del microorganismo 

y sus esporas a la radiación ultravioleta, gracias al pigmento melanina (Ruan et al., 

2004). El pigmento también puede proteger al microorganismo frente a oxidantes y 

metales pesados, y esto lleva consigo un aumento de la patogénesis (Nosanchuk y 

Casadevall, 2003). Muchas veces la tirosinasa es extracelular, esto podría ayudar en 

ambientes terrestres a la detoxificación de componentes fenólicos de plantas y 

contribuir a la formación del humus. 

-Distintos modelos para explicar la incorporación de cobre a tirosinasa en bacterias. 

Para que la enzima exprese actividad es necesario que incorpore cobre al 

centro activo. En el caso de la enzima de Streptomyces castaneoglobisporus (Matoba 

et al.,2006) se ha determinado la estructura cristalina de tirosinasa libre de metal, con 

enlace al cobre en un complejo con ORF378, designada como una proteína “caddie”, 

aportando los dos átomos de cobre al sitio activo de la enzima (chaperona de cobre) 

(ver Figura 1.3). Estas estructuras sugieren que las proteínas “caddie” cubren la 

superficie hidrofóbica de tirosinasa e interfieren con el enlace al centro activo. 

 En la tirosinasa de Bacillus megaterium (Kanteev et al., 2013) se ha propuesto 

un camino diferente de incorporación de cobre a la enzima (Figura 2.1). Mediante 

estudios de mutagénesis dirigida, estos autores han demostrado, a partir de una serie 

de hechos experimentales, que los dos átomos de cobre CuA y CuB se incorporan por 

distintos mecanismos. En la región del CuA uno de los residuos coordinantes es His60 
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(Figura 2.1(a)). Posteriormente  His60 interacciona con Met61 (Figura 2.1(b)), además 

de Met61, Met184 toma parte en la unión del cobre, estos residuos transfieren el cobre 

hacia His60 y ésta altera su conformación y transfiere el CuA al sitio activo. Para el 

acceso del CuB se ha propuesto una ruta a través de Asp205 y Phe197 (Figura 2.1(a)). La 

sustitución de estos dos residuos afecta a la incorporación del cobre y a la actividad. 

 

 

 

Figura 2.1. Estructura de la tirosinasa natural de Bacillus megaterium y sus 

mutantes. a) Sitio activo de la enzima y residuos a dyacentes a él (PDB; 3NQ0). 

Los seis residuos de histidina que componen el siti o activo están representados 

en verde con un modelo de varillas. Los residuos Me t61, Met184, Phe197, y Asn 205 

fueron estudiados usando mutagénesis dirigida y est án representados en 

naranja con un modelo de varillas. Cu A y CuB se muestran como esferas grises. 

b) Sitio activo del mutante V218F (PDB; 4HD4). Los residuos His 60 y Met 61 se 

muestran en verde y naranja, respectivamente. El re siduo His 60 se muestra en 

dos conformaciones, coordinando al Cu A en el sitio activo o girado hacia Met 61. 

c) Sitio activo del mutante F197A (PDB; 4J6T), con la alanina en esta posición en 

amarillo. d) Superposición de BmTYR salvaje (PDB; 3 NQ0) y el mutante N205D 

(PDB; 4J6V). Los residuos de histidina, coordinando  los iones de cobre, se 

representan en color verde mientras que Asn 205, formando un puente de 

hidrógeno (línea roja discontinua) con His 204, en naranja. El Asp 205, perteneciente 

al mutante N205D, forma un puente de hidrógeno (lín ea roja discontinua) con 

Arg 209; ambos residuos están mostrados en turquesa (Kante ev et al., 2013). 
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1.2.2. Tirosinasa de plantas y hongos 

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

o-quinonas y se resumen a continuación. 

 

A. Procesos biosintéticos 

 Se ha sugerido que tirosinasa está implicada en la síntesis de betalaínas 

(Steiner et al., 1999; Strack et al., 2003; Sullivan, 2015). Por otra parte, Gandía-

Herrero et al., en 2005, han descrito que tirosinasa pueda hidroxilar tiramina a 

dopamina, la cual, en presencia de ácido betalámico, puede formar 

dopaminobetaxantina, y ésta posteriormente puede rendir 2-descarboxi-betanidina 

(Esquema 2.1). 

Se ha puesto de manifiesto la estereoespecificidad de la enzima de Larrea 

tridentata, la cual hidroxila el isómero (+)-larreatricina (Cho et al., 2003). 

 

B. Reacciones de pardeamiento 

Tirosinasa está implicada en el pardeamiento de frutas y hortalizas, pero se ha 

demostrado que no es el factor mayoritario (Zhou et al., 2003; Veltman et al., 1999). El 

pardeamiento también se debe a reacciones no enzimáticas entre aminas, péptidos o 

proteínas con azúcares reductores, es lo que comúnmente se denomina como 

reacciones de Maillard. El pardeamiento lleva consigo una pérdida de aroma y sabor, 

por ello se han desarrollado numerosas estrategias para disminuirlo (Noble y Burton, 

1993; Nicolas et al., 1994; Soliva et al., 2003; Queiroz et al., 2011). 

 

C. Papel de tirosinasa en la resistencia de las pla ntas al estrés y los patógenos 

Se ensayó el efecto de la disminución de la expresión de tirosinasa, en plantas 

de tomate (Thipyapong et al., 2004), y al examinar la resistencia frente a 

Pseudomonas syringae se observó que había disminuido en un factor de 40. En otros 

experimentos donde se aumentó la síntesis de tirosinasa, la resistencia a la infección 

aumentó (Li y Steffens, 2002). En la Figura 2.2 se muestra la relación entre los 

cambios en los niveles de tirosinasa con sus distintos efectos. 
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Esquema 2.1. Mecanismo de reacción propuesto para l a actividad monofenolasa 

y difenolasa de tirosinasa, adaptada para betaxanti nas, en analogía al 

mecanismo para compuestos no betalaínicos (Sánchez- Ferrer et al., 1995). M, 

monofenol (tiramina-betaxantina); D, difenol (dopam ina-betaxantina); mE , 

metatirosinasa o forma oxidada de tirosinasa con Cu 2+-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 Cu 2+-Cu2+ en el sitio activo 

(Gandía-Herrero et al., 2005). 
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D. Papel de tirosinasa en la defensa frente a herví boros  

Para investigar si las polifenol oxidasas tienen una función en la defensa de la 

planta frente a herbívoros, se modificó la expresión de genes y se expusieron las 

plantas a orugas del bosque tipo Malacosoma disstria (Wang y Constabel, 2004). Las 

plantas transgénicas con genes de polifenoloxidasa sobreexpresados tenían más 

ARNm y más enzima, y resistieron más a las larvas. El mecanismo es complejo, 

porque los trabajos con álamo híbrido indican que se activan varios genes en la 

infección (Christopher et al., 2004). Sin embargo, varios aspectos no están claros 

como son: la enzima está en un estado latente, el sustrato se libera después desde un 

glicósido (Wang y Constabel, 2003). 

Aunque parece evidente que la polifenoloxidasa juega un papel en la defensa 

frente a herbívoros, la secuencia de reacciones es compleja, implicando expresión 

genética, formación de enzima, activación de enzima y liberación del sustrato. 

Otro aspecto relacionado con la cantidad de polifenoloxidasa es la resistencia a 

la sequía. Las plantas de tomate, en las que se habían silenciado la expresión de los 

genes de polifenoloxidasas, aguantan mejor a la sequía, es decir, las plantas con 

menor polifenol oxidasa muestran menos estrés oxidativo (Mayer, 1987). 

 

E. Papel de tirosinasas en la patogenicidad de hong os y las reacciones de 

defensa de hongos 

La inducción de tirosinasas en hongos ha sido menos investigada que la de 

plantas. La infección de A. bisporus con Pseudomonas tolaasii causa decoloración. 

Este proceso va acompañado de la inducción de la enzima (Soler-Rivas et al., 2000). 

La inducción se realiza mediante dos mecanismos principales: activación de la forma 

latente (67 kDa) a la forma activa  (43 kDa) y, por otra parte, la formación de ARNm. 

Otro aspecto importante deriva de la observación de que cuando se cultivan varios 

hongos juntos, se pone de manifiesto un aumento de tirosinasa como un signo de 

resistencia a la infección (Score et al., 1997). 
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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

Estrés
Patógenos
Herbívoros
Metil 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 2.2. Relación entre los cambios en los nivel es de la actividad de 

tirosinasa y algunas de sus funciones (Mayer, 2006) .  

 
 

-Posible mecanismo de incorporación del cobre al sitio activo en tirosinasa del hongo 

Aspargillus oryzae. 
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Los estudios realizados con el hongo Aspargillus oryzae (Fujieda et al., 2013a; 

2013b) han puesto de manifiesto un posible mecanismo para explicar la incorporación 

del cobre a la enzima. Así, en el proceso de maduración, en primer lugar se unen los 

cobres al sitio activo y, posteriormente, se obtiene la forma activa de la enzima, tras un 

corte proteolítico mediado por proteasas (Figura 2.3).    

 

 

            

Figura. 2.3. Representación esquemática del proceso  de maduración de 
tirosinasa en hongos (Fujieda et al., 2013a). 

 

A partir de los resultados obtenidos, se propuso que la incorporación de los 

iones de cobre ocurre a través de tres cisteínas: Cis92, Cis522 y Cis525 (Fujieda et al., 

2013a). La región del CuA tiene dos cisteínas flexibles, Cis522 y Cis525. El motivo 
522CXXC525 puede actuar como un ligando bidentado para el cobre (I), Figura 2.4 (A). 

Posteriormente, de forma transitoria, se ligan las tres cisteínas Figura 2.4 (B)  y Figura 

2.4 (C). El otro cobre (I) puede ser incorporado de manera similar, así los dos Cu (I) se 

sitúan en el CuA y CuB, y por reacción con oxígeno se llega al paso F (Figura 2.4 (F)). 
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Figura 2.4. Representación esquemática de la posibl e incorporación del cobre a 

pro-tirosinasa de  Aspargillus oryzae (Fujieda et al., 2013a). 

 

1.2.3. Tirosinasa de artrópodos 

El éxito de los insectos como animales terrestres es debido, en gran parte, a la 

formación de su exoesqueleto, el cual les protege de la desecación y de las toxinas, y 

que les permite conservar su forma, sirviendo como punto de anclaje para músculos y 

órganos. Este exoesqueleto o cutícula tienen que mudarlo cada cierto tiempo, para 

permitir el crecimiento del animal. El exoesqueleto recién formado es suave y claro, 

pero en seguida se oscurece y endurece, gracias a los procesos de esclerotización y 

melanización, procesos que ocurren simultáneamente e independientemente uno del 

otro. 

Durante el proceso de esclerotización, N-acetildopamina (NADA) y N-β-

alanildopamina son activados a intermedios activos por enzimas cuticulares, los cuales 

interaccionan con proteínas y polímeros de quitina (Sugumaran et al., 1991; 
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Sugumaran, 2001; 2002). Los primeros estudios llevados a cabo, sobre este proceso, 

concluyeron que las o-quinonas generadas por tirosinasa eran las principales 

desencadenantes de la esclerotización (Pryor, 1940). Así pues, la ruta propuesta 

implica que el aminoácido L-tirosina es hidroxilado a L-dopa, el cual sufre una 

descarboxilación para dar dopamina, que al reaccionar con acetil-CoA conduce a la 

formación de N-acetildopamina (NADA) para, posteriormente, convertirse en NADA-

quinona (NADAQ), debido a la acción de tirosinasa (Esquema 2.2). Esta o-quinona no 

puede sufrir una adición intramolecular, por lo que reacciona con sitios puntuales de 

las cadenas de proteínas (intermoleculares). Al reaccionar con los grupos ε-amino de 

lisinas, produce un difenol sustituido que es oxidado, no enzimáticamente, por NADQ a 

la forma quinónica. La sustitución posterior con otro residuo de la cadena de proteína 

da lugar a la formación de una molécula proteica entrecruzada, denominada 

esclerotina. 
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Esquema 2.2. Ruta propuesta para la intervención de  tirosinasa en el proceso de 

esclerotización. Los pasos 1-4 están catalizados en zimáticamente, pudiendo 

estar implicada tirosinasa (Pryor, 1940). 

  

 Un tipo diferente de esclerotización fue descrito por Andersen en 2010 

(Andersen, 2010) y por Sugumaran y sus colaboradores (Abebe et al., 2010). Estos 

autores encontraron que NADA sufría la saturación de su cadena lateral (ver Esquema 

1.1). El compuesto resultante, dehidro-NADA, es oxidado a su correspondiente 

quinona, la cual actúa como factor desencadenante de la esclerotización. Este proceso 

se denominó β-esclerotización y sugería la existencia de una NADA desaturasa como 

enzima clave en la esclerotización de insectos. Posteriormente, fué descubierta una 

tercera vía de esclerotización (Sugumaran y Lipke, 1983), donde la 2-hidroxi-4-
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alquilidenquinona (tautómero de la 4-alquilquinona) actúa como unidad entrecruzante 

(esclerotización quinona metide). 

 Otros estudios han conducido a la solubilización y caracterización de diversas 

enzimas implicadas en esa ruta metabólica (Saul y Sugumaran, 1989; 1990), 

pudiéndose unificar las tres vías descritas en una ruta general de esclerotización 

(Esquema 2.3) (ver Esquema 1.2). 
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Esquema 2.3. Ruta para la esclerotización de la cut ícula de artrópodos. 

Abreviaturas: NADA = N-acetildopamina; NADAQ = N-ac etil- o-dopaminoquinona; 

NANE = N-acetilnorepinefrina; DNADA = dehidro-NADA;  DNADAQ = dehidro-

NADAQ; AQ = intermedios alquilidenquinónicos. Las e tapas catalizadas 

enzimáticamente son: (1) PPO o tirosinasa; (3) quin ona isomerasa y (4) 

alquilidenquinona isomerasa. Las etapas (2) transcu rren mediante reacciones no 

catalizadas enzimáticamente (Sugumaran, 1991). 
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1.2.4. Tirosinasa de mamíferos 

  Teniendo en cuenta la alta homología de secuencias de aminoácidos de 

distintas tirosinasas (Gerdemann et al., 2002), García-Borrón y Solano en 2002 

propusieron el modelo que se muestra en la  Figura 2.5. 

En general, el sitio activo es de tipo hidrofóbico y en él están situados los 

átomos de cobre CuA y CuB. Las regiones de los átomos de cobre están muy 

conservadas en la naturaleza y son ricas en histidinas. Además de las regiones del 

CuA y CuB las tirosinasas de mamíferos muestran un péptido señal N-terminal, unos 

dominios ricos en cisteína y un segmento transmembrana hidrofóbico C-terminal 

(García-Borrón y Solano, 2002). 

 

 

Figura 2.5. Modelo propuesto para el sitio activo d e tirosinasa de mamíferos, 

mostrándose el haz de cuatro hélices α del sitio activo y las posibles 

interacciones existentes dentro de éste (García-Bor rón 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, otros aminoácidos son 

importantes. Debido a la estrecha homología entre tirosinasa de ratón (mTir) y la 
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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. 

 

1.2.4.1. Melanocitos e histología de la melanogénesis 

La piel se define como el mayor órgano funcional del cuerpo humano, en un 

adulto medio cubre un área de 1,5 a 2 metros cuadrados. A lo largo de la vida, las 

tareas que tiene que realizar son enormemente variadas; entre ellas, proteger el medio 

interno de los efectos destructivos del medio exterior y establecer la comunicación 

entre ambos.  

La piel consta de tres capas principales, Figura 2.6: 

• Un epitelio escamoso estratificado queratinizado externo, que se 

autorregenera, la epidermis. 

• Una capa de tejido fibroelástico de sostén, fuerte y que aporta la 

nutrición, la dermis. 

• Una capa de espesor variable, formada fundamentalmente por tejido 

adiposo, la hipodermis o subcutis (Young y Heath, 2000). 

Además, existen anejos epiteliales especializados como las glándulas 

sudoríparas, los folículos pilosos y las glándulas sebáceas, que se forman como 

invaginaciones de la epidermis hacia la dermis durante el desarrollo embrionario. 

Dentro de este patrón básico existen variaciones en la estructura, según las diferentes 

localizaciones de la superficie corporal y que dependen de cuál sea la función más 

importante de la piel en cada una de ellas; por ejemplo, las plantas de los pies tienen 

una capa de queratina protectora muy gruesa y una interdigitación completa entre la 

epidermis y la dermis para resistir las potentes fuerzas de cizallamiento y fricción que 

se producen al andar (Young y Heath, 2000). 
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Figura 2.6. Representación de las diferentes capas de la piel 

(Epidermis/Dermis/Hipodermis (tejido subcutáneo)). Unión dermoepidérmica. 

Unión del melanocito con sus dendritas y queratinoc itos. Transferencia de 

gránulos de melanosoma (Young y Heath, 2000). 

 

El color de la piel humana depende de tres factores principales: primero, la piel 

posee un color amarillento propio, debido en parte a la presencia de varios pigmentos 

caroténicos localizados en la grasa subcutánea; segundo, la concentración y el estado 

de oxigenación de la hemoglobina, y la existencia de otros pigmentos como los biliares 

de la sangre, que se reflejan en el color de la piel; y tercero, el color cutáneo viene 

dado por la cantidad de pigmento melanina que se presenta en la epidermis. Ésta es 

precisamente la variable más importante entre las diferentes partes del cuerpo, entre 

los individuos de la misma raza y entre los de razas diferentes. 

La melanina se sintetiza en los melanocitos, Figura 2.6. Desde un punto de 

vista ontogénico, las células de la cresta neural dan lugar a los melanoblastos. Estos 

migran a varios destinos, donde se diferencian en melanocitos (La Bonne y Bronner-

Frasser, 1998). Durante el desarrollo de los melanoblastos intervienen un cierto 
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número de factores de crecimiento y receptores (Baynash et al., 1994; Hosada et al., 

1994; Lahav et al., 1996; Wehrle-Haller et al., 1996).  

Los melanocitos se localizan en la capa basal de la epidermis, encontrándose 

ocasionalmente en la dermis. También los podemos ver en el ojo (epitelio pigmentario 

de la retina, tracto uveal), matriz del pelo, oreja (estría vascular), oído, membranas 

mucosas y sistema nervioso central (leptomeninges). El melanocito tiene un tamaño 

pequeño y presenta unas prolongaciones dendríticas, más o menos numerosas, que lo 

ponen en íntimo contacto con los queratinocitos circundantes, cargadas de gránulos 

de melanina o melanosomas maduros, donde está confinada mayoritariamente la 

enzima tirosinasa. Cada melanocito contacta con 30-40 queratinocitos constituyendo lo 

que se denomina una “unidad epidérmica de melanina”. Con el bulbo piloso ocurre lo 

mismo y por analogía se le denomina “unidad folicular de melanina” (Ortonne y Prota, 

1993). 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 lisosomas (Novikoff et al., 1971). 

La verdadera fábrica de melanina es el melanosoma. Este orgánulo tiene una 

gran importancia, ya que mantiene en su interior a los intermedios de la 

melanogénesis, compuestos altamente reactivos y citotóxicos (Pawelek y Lerner, 

1978). Una vez que la melanina es producida en el melanosoma es transferida a los 

queratinocitos vecinos. El tamaño de estas organelas y su número son importantes 

para determinar el grado de pigmentación.  

Sobre la transferencia del melanosoma se sabe poco (Hearing, 2005). Se ha 

observado que la asociación del melanosoma con microtúbulos y filamentos de actina, 

vía proteínas motoras como quinesina, dineina y miosina V, es importante para el 

movimiento del melanosoma 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 degradación de los melanosomas ocurre por la acción de la 

hidrolasa ácida lisosomal presente en los queratinocitos. 

 

1.2.4.2. Tipos de melaninas 

El estudio de las propiedades físicas y químicas de las melaninas, íntegras y 

degradadas, condujo al descubrimiento de tres tipos de melaninas (Prota, 1988; 

Lamoreux et al., 2001), Figura 2.7: 
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(a) Eumelaninas: Pigmentos insolubles de color marrón a negro, con una estructura 

polimérica nitrogenada formada a partir de unidades indólicas. Es el responsable 

principal de la pigmentación de la piel, pero también puede encontrarse en el pelo. 

(b) Feomelaninas: Pigmentos solubles en bases fuertes, de color amarillo a pardo-

rojizo, caracterizados por su alto contenido en azufre. Originan algunos tipos de 

coloraciones de cabello, labios, etc. 

(c) Tricocromos: Pigmentos fenólicos de bajo peso molecular que contienen el 

cromóforo ∆-bi-(1,4-benzotiazina).  

Las (b) y (c) son responsables del pelo rojo (Ortonne y Prota, 1993). Muchas de las 

melaninas que aparecen son mezclas de eumelaninas y feomelaninas en proporciones 

variables. 

En humanos, el grado de pigmentación de la piel y el pelo es dependiente del 

tamaño, número y distribución de los melanosomas, así como de la naturaleza química 

de las melaninas que contiene (Hearing, 1999). Entre los factores que regulan la 

cantidad y calidad de la melanina se incluyen RUV, α-MSH, ASP (Proteína 

Señalizadora Agouti), etc. Estos factores modulan la expresión de reguladores de los 

genes que sintetizan feo/eumelaninas. Existen estudios que apuntan que la interacción 

α-MSH y PSA es crucial para producir eumelanina o feomelanina (Bhardwaj y Luger, 

1994; Barsh, 1996; Hartmeyer et al., 1997). 
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Figura 2.7. Rutas biosintéticas involucradas en la síntesis de eumelaninas y 

feomelaninas. Tirosinasa participa en ambas vías de  biosíntesis, mientras que 

TRP1, DCT (TRP2) sólo en la síntesis de eumelaninas  (no 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). 

 

1.2.4.3. Feomelaninas y su papel en el cáncer de piel inducido por la radiación UV 

Las personas de piel clara son 70 veces más propensas a desarrollar cáncer 

de piel en comparación con las personas de piel oscura (Halder y Bang, 1988). Los 

efectos beneficiosos de las melaninas se deben principalmente a la presencia de 

eumelanina que sirve para dispersar y absorber entre el 50-75% de la radiación 

ultravioleta (RUV) y eliminar los radicales libres generados por los rayos UV; por lo 

tanto, protegen contra daños generados por RUV en capas más profundas (Brenner y 

Hearing, 2008). En algunos individuos de piel clara existe un mayor índice en el 

turnover de la eumelanina en queratinocitos, debido al aumento de la degradación de 

ésta por enzimas lisosomales, por lo que, la fotoprotección en estos individuos está 

disminuida (Szabó et al., 1969; Brenner y Hearing, 2008). 
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Efectos beneficiosos de las eumelaninas 

 Se estudió si la disminución de eumelaninas se asociaba a mayor riesgo de 

cáncer de piel o si por el contrario las feomelaninas, por sí mismas, aumentaban el 

factor de riesgo de producir cáncer. Estos estudios sugieren que hay mayor contenido 

en feomelaninas en nevus atípicos y melanomas, comparando con melanocitos 

normales del mismo paciente; sin embargo, las células de melanoma tienen menos 

feomelanina que en los nevus atípicos. Aunque no se entiende muy bien por qué las 

células de melanoma tienen menos pigmento, algunos investigadores sugieren que la 

alta división de células de melanoma diluye el pigmento (Pavel et al., 2004). Los 

ratones que tienen mutaciones del gen BRAF activado son susceptibles a una baja 

tasa del desarrollo de melanoma espontáneo. Cuando se introduce la mutación 

inactivante de MC1R (receptor de melanocortina), ya no se produce más eumelanina, 

los melanosomas se enriquecen más en feomelaninas y el resultado es un aumento en 

melanoma espontáneo (Mitra et al., 2012). Como ese modelo no depende de la 

exposición a agentes carcinogénicos, tales como RUV, se propuso que el mecanismo 

de aumento de melanomagénesis se debía a un incremento en el daño oxidativo 

generado por las feomelaninas (Mitra et al., 2012). Cuando el gen para tirosinasa se 

elimina en estos ratones se produce una pérdida de la producción de feomelaninas y 

esto lleva consigo que disminuya la susceptibilidad a melanoma. La presencia de 

feomelaninas está fuertemente implicada en la patogénesis del desarrollo de 

melanoma. Aunque las RUV siguen siendo un factor importante de la 

melanomagénesis, este estudio describe cómo nevus y melanomas pueden 

desarrollarse en zonas que no están expuestas al sol (Mitra et al., 2012). 

La función de feomelanina no se entiende completamente. Los melanosomas 

que contienen feomelaninas son generalmente pequeños y ovalados, en contraste con 

la forma alargada de los melanosomas que contienen eumelanina. Por lo tanto, se 

piensa que la feomelanina puede tener un papel en la preparación del melanosoma 

para la síntesis de eumelaninas y puede actuar como un soporte para la 

polimerización de eumelanina y su depósito (Simon et al., 2009; Greaves, 2014). 

Mecanismo de tumorogénesis inducido por feomelaninas 

Algunos de los mecanismos por los que las feomelaninas promueven 

carcinogénesis pueden estar relacionados con el aumento de la producción de ROS 

(Reactive Oxigen Species, especies reactivas de oxígeno) que está asociado con su 

síntesis. La síntesis de feomelaninas lleva consigo la reducción de los retiradores de 

ROS tales como el glutatión, haciendo a los melanocitos más vulnerables a sufrir 
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daños (Morgan et al., 2013). La generación de feomelaninas utiliza cisteína generada 

por el glutatión. Por lo tanto, la síntesis de feomelaninas puede reducir las reservas de 

glutatión y hacer melanocitos más susceptibles al daño del ADN y la inestabilidad 

genética. Muchos estudios han demostrado esta correlación entre las feomelaninas, el 

agotamiento de glutatión y el estrés oxidativo (Galván y Moller, 2011; Galván et al., 

2012; Morgan et al., 2013).  

El mecanismo de formación de ROS dependiente de feomelaninas ocurre con o 

sin RUV (Ranadive et al., 1986; Morgan et al., 2013). Se cree que el azufre en el anillo 

aromático de feomelaninas disminuye su potencial de ionización, lo que les hace 

menos estables y más eficientes para la generación de radicales libres, en 

comparación con eumelaninas (Ranadive et al., 1986; Thody et al., 1991; Ancans et 

al., 2001; Morgan et al., 2013). En muchos estudios se han propuesto mecanismos por 

los que las feomelaninas llevan asociadas la generación de ROS. No se entiende bien 

cómo las feomelaninas producen ROS. Algunos trabajos sugieren que el zinc, que 

está presente en cantidad en el pelo rojo, puede ayudar a las feomelaninas en la 

producción de altos niveles de ROS, incluso en la presencia de luz visible (Panzella et 

al., 2010; Morgan et al., 2013). El zinc aumenta el consumo de oxígeno y la producción 

de superóxido por feomelaninas después de la irradiación con UVA y luz visible. La 

fotorreactividad de las feomelaninas es mayor en la presencia de zinc que en su 

ausencia. Este aumento de la fotorreactividad es debido a los cambios inducidos por el 

zinc en la estructura de las feomelaninas. Además, se ha demostrado que la radiación 

nuclear y el ruido median en la producción de ROS en aves y cerdos con altas 

cantidades de feomelaninas, lo que indica que las feomelaninas no requieren energía 

electromagnética para producir ROS (Barrenäs y Holgers, 2000; Galván y Moller, 

2011; Morgan et al., 2013). La detección de feomelaninas en los núcleos de las células 

de melanoma es controvertido y, por lo tanto, su capacidad para dañar directamente el 

genoma es discutible (Morgan et al., 2013). 

Efectos sobre el sistema inmunitario 

Otro mecanismo por el cual las feomelaninas pueden promover el desarrollo de 

tumores es a través de su efecto indirecto sobre el sistema inmune. Estudios en varios 

animales y, en concreto, con pájaros, sugieren que hay algunos efectos de melaninas 

sobre la respuesta inmune. Se sabe que las células supresoras derivadas de la línea 

mieloide (MDSC) son inducidas después de la exposición a la RUV y que son potentes 

inhibidoras de la inmunidad antitumoral mediada por células T (linfocitos T). Su 

actividad inhibitoria es atribuida a la producción de arginasa, ROS, a la inducción de la 

óxido nítrico sintasa y al bloqueo de la activación de células T (linfocitos T) limitando la 
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disponibilidad de cisteína (Srivastava et al., 2010). Cisteína es un aminoácido esencial 

para la activación de células T, porque las células T pierden la enzima cistationina-β-

sintasa que convierte metionina en cisteína (Srivastava et al., 2010). Las células T 

requieren cisteína en el sitio de acción. Por lo tanto, 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 otra parte, el incremento 

de las concentraciones de ROS asociado con las feomelaninas inhiben la función de 

las células CD8+T, lo cual está indicado para reducir la expresión de CD3 así como 

IFNγ (interferón gamma, activación de macrófagos) (Kusmartsev et al., 2004). Otros 

mecanismos involucran la nitración y nitrosilación de componentes del receptor de 

células T (TCR), de este modo se inhibe la activación de células T (Gabrilovich et al., 

2012).  La cantidad de ROS es muy importante en la diferenciación de macrófagos de 

fenotipo M2, asociado a tumor (TAMs) (Zhang et al., 2013) (Figura 2.8).  

Los efectos de feomelaninas y eumelaninas sobre el sistema inmune pueden 

ser vistos extensamente a través de la escala filogenética. Por ejemplo, la coloración 

de melanina en las plumas del vientre de la golondrina común (Hirundo rustica)  tienen 

un efecto sobre su inmunidad adquirida (Saino et al., 2013). Estudios en diferentes 

especies sugieren que aquellos con mayor contenido en eumelaninas poseen 

propiedades inmuno activantes, protegen contra la supresión de la inmunidad inducida 

por UV (Ito y Fujita, 1985; van Nieuwpoort et al., 2004; Roulin et al., 2000). 

Otro punto importante es que la luz solar es requerida en humanos para activar 

a los precursores de la síntesis de vitamina D. Así, la eficacia de la penetración de 

RUV en el tejido de la piel es influenciada por una variedad de factores, incluyendo la 

pigmentación de la piel (Aranow, 2011). Como eumelanina absorbe RUV, esto tiene un 

gran efecto sobre la síntesis de precursores de la vitamina D desde 7-dihidrocolesterol 

(Aranow, 2011). En latitudes altas (donde los rayos del sol son menos potentes), las 

personas con piel oscura son propensas a tener un déficit de vitamina D. La vitamina 

D tiene numerosos efectos sobre el sistema inmunitario. 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 

sólo 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 cambio en la diferenciación de las células T en los fenotipos 

de 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, 
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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) (Penna 

y Adorini, 2000; Gorman et al., 2007).   

 

 

Figura 2.8. Sistema inmune en individuos con piel o scura y clara. En individuos 

de piel oscura después de RUV hay una ligera inflam ación, poca producción de 

ROS y una mayor actividad de células T (mayor respu esta de IFN-γ) que pueden 

eliminar las células mutadas. Además, la alta señal ización de MC1R en células 

endoteliales disminuye el nivel de la selectina-E, de la molécula de adhesión 

vascular celular (VCAM), y de las moléculas de adhe sión intracelular (ICAM), y 

una menor infiltración de macrófagos y neutrófilos.  Así, los niveles de citokinas 

proinflamatorias y protumorogénicas son bajos. Todo  esto da lugar a un 

ambiente favorable para la inmunidad antitumoral. L os individuos con piel clara 

tienen una alta respuesta inflamatoria, alta genera ción de ROS y reducción de 

los depósitos de cisteína, lo cual da lugar a la in hibición de células T. Una alta 

infiltración de neutrófilos y macrófagos genera un entorno que es dirigido por 

las células mutadas a propagar y dar lugar a la pro pagación del tumor (Nasti y 

Timares, 2015).  
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1.2.4.4.  El papel clave de tirosinasa en la melanogénesis 

Durante su desarrollo el melanosoma adquiere tres metalo enzimas 

melanogénicas: tirosinasa, proteína relacionada con tirosinasa 1 (TRP-1) y proteína 

relacionada con tirosinasa 2 (TRP-2). En mamíferos, estas tres enzimas altamente 

similares están implicadas en el control catalítico de la melanogénesis (Jimbow et al., 

1994). La TRP-2, también llamada “dopacromo tautomerasa”, cataliza la 

tautomerización de dopacromo en un intermedio más estable llamado ácido 5,6-

dihidroxiindol-2-carboxílico (Esquemas 2.4-2.6) (Aroca et al., 1990). La decarboxilación 

espontánea del dopacromo (Esquemas 2.4-2.6) puede también ocurrir dando 5,6-

dihidroxiindol (DHI). TRP-1 de ratón, pero no tirosinasa, cataliza la conversión de 

DHICA a 5,6-quinona-2-carboxílico. En humanos TRP-1 no muestra actividad DHICA 

oxidasa, pero tirosinasa humana si lo hace (Olivares et al., 2001; García-Borrón y 

Solano, 2002). Tirosinasa es la enzima más importante de las tres para la 

melanogénesis. 

Las enzimas melanogénicas se sintetizan en el ribosoma y en el retículo 

endoplásmico sufren modificaciones post-traduccionales, entre las que se encuentran 

la formación de puentes disulfuro, la N-glicosilación y la oligomerización de proteínas. 

Posteriormente, las proteínas se transportan al aparato de Golgi, donde vuelven a 

ocurrir más modificaciones y probablemente adquieren el metal que actúa como 

cofactor. Si estos procesos no son correctos, la proteína no irá del retículo 

endoplásmico al Golgi, sino que irá dirigida al citosol y será degradada por el 

proteosoma. Si son correctos, se empaquetan en vesículas hacia el melanosoma. La 

N-glicosilación, en animales, se dirige hacia una diana (Asn-X-Thr/Ser), donde X no 

puede ser Pro. La glicosilación es importante, puesto que serán reconocidos por 

chaperonas que contribuyen al plegamiento (Ferrini et al., 1987; Hearing y Jiménez, 

1987; Petrescu et al., 2000). Una vez en el melanosoma, encontramos tres dominios 

de tirosinasa, uno interno, cuyos residuos están libres en el interior, uno 

transmembrana y otro citoplasmático (Park y Gilchrest, 1999). Alrededor del 90% de 

los sitios activos del Cu se encuentran en el interior. El dominio citoplasmático ayuda 

al transporte desde el retículo endoplásmico rugoso, a través del Golgi, al melanosoma 

(Vijayasaradhi et al., 1995). La PKC-β (protein quinasa C β) es una señal de 

transducción de la enzima requerida para la activación de la tirosinasa (Park y 

Gilchrest, 1999). Se localiza con tirosinasa en la membrana del melanosoma y la 

activa, fosforilando los residuos serina en el domino citoplasmático C-terminal. La 

melanogénesis comienza con la oxidación, de monofenoles (L-tirosina) y/o o-difenoles 

(L-dopa) por oxígeno molecular, que proporciona las  correspondientes o-quinonas. 
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Esquema 2.4. Principales rutas biosintéticas de mel aninas (Gillbro y Olsson, 

2011). 

 

En ambos casos, las o-quinonas evolucionan, a través de reacciones 

enzimáticas acopladas, hacia la formación de melaninas (Robb, 1984). Estas o-

quinonas son el intermedio clave de la ruta melanogénica, y han sido descritas tres 

rutas distintas para su evolución (Esquemas 2.4-2.6): 

(a) Ciclación de o-dopaquinona a dopacromo y generación posterior de 

eumelaninas. 

(b) Adición de compuestos azufrados a o-dopaquinona, formándose feomelaninas y 

tricocromos. 

(c) Adición de agua al anillo quinónico, generándose compuestos trihidroxilados. 

Para la 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, para dar 
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dopacromo y regenerar dopa (Esquema 2.5) (Lerner y Fitzpatrick, 1950; García-

Cánovas et al.,1982; Serna-Rodríguez et al., 1990; García-Moreno et al., 1991; 

Rodríguez-López et al., 1991a). 
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Esquema 2.5. Rutas propuestas para la oxidación de tirosina hasta dopacromo 

catalizada por tirosinasa a diferentes valores de p H. E = tirosinasa. A valores de 

pH > 4.0 predomina la contribución de la ruta de ci clación (A), mientras que a 

valores de pH < 4.0 participan significativamente l as rutas de ciclación y de 

hidroxilación (A y B) (García-Cánovas et al., 1982) . 

 

Dopacromo se transforma lenta y espontáneamente en 5,6-dihidroxiindol (DHI), 

que se oxida a 5,6-indolquinona (IQ), en una reacción que podría ser catalizada por 

tirosinasa (Körner y Pawelek, 1980) o por TRP-1 (Solano et al., 1994). La IQ es un 

compuesto muy reactivo, que puede reaccionar con intermedios de la ruta, 
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principalmente con DHI (Lambert et al., 1989), para dar lugar a un proceso 

polimerizante que conduce a la formación de eumelaninas (Esquema 2.4). 
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Esquema 2.6. Rutas de evolución de dopacromo (Lambe rt et al., 1989). Las 

etapas 1, 4, 5 y 6 son espontáneas, mientras que la s 2 y 3 podrían estar 

catalizadas enzimáticamente. En la etapa 2, la enzi ma implicada sería la 

dopacromo tautomerasa (TRP2) (Barber et al., 1984; Jiménez-Cervantes et al., 

1994), mientras que en la 3 sería tirosinasa o TRP1  (Körner y Pawelek, 1982; 

Olivares et al., 2001). 

 

Dopacromo tautomerasa (TRP-2) cataliza la reacción 2 y consigue la 

aceleración de la ruta de biosíntesis de melaninas en combinación con tirosinasa 

humana (Olivares et al., 2001). La participación de dopacromo tautomerasa en la 

melanogénesis afecta a las propiedades del polímero melánico (Orlow et al., 1992; 

Kushimoto et al., 2001) y, al mismo tiempo, la desviación de la ruta hacia la formación 

de DHICA evita la generación de compuestos citotóxicos (Olivares et al., 2001). Se ha 

demostrado la formación de peróxido de hidrógeno en la ruta de biosíntesis de 

melaninas (Muñoz-Muñoz et al., 2009b).  
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Si en el medio de reacción existe cualquier compuesto que contenga grupos 

tioles, tales como el tripéptido fisiológico glutatión o el aminoácido cisteína, la o-

dopaquinona sufre una adición nucleofílica del grupo tiol, para producir cisteinildopa o 

glutationildopa. Esquema 2.7, este grupo puede adicionarse a varias posiciones del 

anillo aromático de la o-dopaquinona, pero la posición más favorable es la 5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema 2.7. Ruta de biosíntesis de feomelaninas. C isteína (Cys) y glutatión 

(GSH) se adicionan a o-dopaquinona, obteniéndose 5-cisteinildopa como 

producto mayoritario. Tras una serie de reacciones se forman las feomelaninas y 

tricocromos (Prota, 1980). 
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1.2.4.5. Regulación de la melanogénesis. 

La melanogénesis en mamíferos se puede resumir en las siguientes etapas: 

Paso I Migración de melanoblastos de la cresta neural. 

Paso II Diferenciación de melanoblasto a melanocito. Poblaciones clonales de 
piel por melanocitos. 

Paso III Formación de la matriz del melanosoma. 

Paso IV Inducción de genes melanogénicos, como tirosinasa, proteínas 
relacionadas con  tirosinasa y matriz melanosomal. Se sintetizan 
tirosinasa y proteínas relacionadas con tirosinasa. 

Paso V Procesado postranslacional y glicosilación de tirosinasa y proteínas 
relacionadas. 

Paso VI Fusión de vesículas para formar melanosomas e iniciar la 
melanogénesis. 

Paso VII Control de actividad tirosinasa. 

Paso VIII Control de la actividad de las proteínas relacionadas con tirosinasa. 

Paso IX Modificaciones del procesado post-síntesis. 

Paso X Modificación de melanina. 

Paso XI Transferencia del melanosoma al queratinocito. 

Paso XII Degradación del melanosoma. 

Paso XIII Eliminación de la melanina con pérdida de las células queratinizadas 
(estrato córneo). 

 

 A continuación, se describen distintos factores que influyen en la 

melanogénesis. 

 

A. Papel de las radiaciones ultravioleta en la mela nogénesis 

 El grado de pigmentación, en mamíferos, puede aumentar por la exposición a 

radiación ultravioleta. Las radiaciones ultravioletas, que se corresponden con 

longitudes de onda de 10-400 nm, tienen dos efectos sobre la pigmentación, bien sean 

de tipo A (longitudes de onda 315-400 nm) o de tipo B (longitudes de onda 280-315 

nm), Figuras 2.9 y 2.10. Las radiaciones ultravioleta A (UVA) producen una 

pigmentación inmediata, resultado de la translocación del melanosoma desde el área 

perinuclear al área de las dendritas. Este fenómeno ocurre tras unos segundos de 

exposición a UVA (320-400 nm). Las radiaciones ultravioletas B (UVB) tienen un 

efecto más tardío, 2-3 días, y su acción principal es incrementar el número de 

melanocitos y el número de melanosomas, en dichos melanocitos y queratinocitos.  
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Figura 2.9. Espectro electromagnético. 

 

La radiación UVB es absorbida directamente por el ADN celular, dando lugar a 

la formación de fotoproductos de ADN, principalmente dímeros de timina (Hearing y 

Jiménez, 1987). Las longitudes de onda, que intervienen en el oscurecimiento de la 

piel, son las mismas que las que producen los dímeros de timina (Freeman et al., 

1989), Figura 2.10. El tratamiento de los melanocitos con agentes que actúan 

exclusivamente dañando el ADN, también estimulan la melanogénesis (Eller et al., 

1996). 

 

 

Figura 2.10. Distintas tonalidades de coloración de  piel humana . 
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El gen supresor de tumores p53 activado regula positivamente los niveles de 

ARNm de tirosinasa, aumentando la melanogénesis (Gilchrest et al., 1996; Eller y 

Gilchrest, 2000; Nylander et al., 2000; Khlgatian et al., 2002). Cui et al., en 2007, 

encontraron una secuencia consenso p53, en el gen promotor de la 

proopiomelanocortina (POMC). Después de la irradiación UV en ratones, se estimula 

la transcripción del promotor de POMC en queratinocitos, incrementando la liberación 

de α-MSH (hormona melanocito estimulante), inductora de la melanogénesis. La α-

MSH estimula el receptor de melanocortina-1 (MC1R) de melanocitos, aumentando la 

síntesis de eumelanina (Cui et al., 2007). p53 regula transcripcionalmente el factor 

hepatocítico nuclear 1α (HNF-1α; Heptocitic nuclear factor-1α) en melanocitos, para 

aumentar la transcripción de tirosinasa (Schallreuter et al., 2003; 2008), Figura 2.11.  

Recientemente se ha demostrado que TRP-2, que es una proteína implicada en la 

síntesis de melanina, no interviene en la represión de la proteína supresora de 

tumores p53 (Houben et al., 2014).  

El melanoma es un tumor agresivo en el que se expresa la pigmentación por 

tirosinasa. La expresión de tirosinasa aumenta durante la tumorogénesis, esto 

permitiría terapias dirigidas hacia la enzima. Estas aproximaciones terapéuticas 

deberían llevar consigo rutas mediadas por p53 de una forma directa o indirecta. El 

flavonoide quercetina induce la estabilización de p53 y esto posibilita la utilización de 

los bioflavonoides en la dieta, como un complemento a los tratamientos 

convencionales del cáncer (Vargas et al., 2011). 
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Figura 2.11. Promotor de tirosinasa, potenciadores y dominios de proteínas. La 

inducción de tirosinasa implica muchos factores de transcripción, incluyendo 

p53. La expresión de POMC puede conducir a la expre sión de tirosinasa, pero 

esto también puede prevenir la apoptosis. Clarament e existe un balance a 

considerar a la hora de poder desarrollar unas estr ategias terapéuticas u otras 

(Vargas et al., 2011). 

 

Adicionalmente, las radiaciones UV también afectan a los lípidos de la 

membrana plasmática que liberan diacilglicerol (Punnonen y Yuspa, 1992), que 

pueden activar PKC-β, la cual estimula la melanogénesis (Park et al., 1993; 1999). 

 

B. PKC -ββββ y activación de tirosinasa 

PKC-β es una proteín quinasa, que está involucrada en la regulación de la 

actividad de tirosinasa, mediante la fosforilación de residuos serina del dominio 

citoplasmático de ésta (Park et al., 1993; Park et al., 1999). PKC-β  activada está 

asociada con la membrana melanosomal y se encuentra sólo en los melanocitos, no 

en queratinocitos epidérmicos ni fibroblastos (Park et al., 1999) Figura 2.12.  
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Figura 2.12. Activación de tirosinasa por PKC -ββββ. La radiación UV, así como los 

receptores activados de la superficie celular tras la unión con sus respectivos 

ligandos (Endotelina/Receptor de endotelina 1 y Nor epinefrina/ α1-

adrenoreceptor), liberan diacilglicerol (DAG) desde  la membrana celular. PKC -ββββ 

es activada por DAG y la PKC -ββββ activada (PKC -ββββa) se une a RACK-1 formando el 

complejo PKC -ββββa/RACK-1, el cual se transfiere al melanosoma y fosf orila 

residuos de serina de tirosinasa activando a la enz ima  (Park et al., 2009). 

 

La activacion de DAG activa PKC-β, ésta se une al receptor de la C-quinasa I 

(RACK-I) (Mochly-Rosen, 1995). El complejo PKC-β / RACK-I transloca a la membrana 

melanosomal y fosforila tirosinasa (Park et al., 2004). La fosforilación de tirosinasa 

parece conducir a la formación de complejos entre tirosinasa y TRP-1 (Wu y Park, 

2003), hecho que estabiliza tirosinasa y aumenta la actividad enzimática (Kobayashi et 

al., 1998a). Los melanocitos expresan tanto receptores β2 como α1 adrenérgicos 

(Gillbro et al., 2004; Grando et al., 2006). El receptor α1 interactúa con norepinefrina 

derivada del melanocito, activa a la fosfolipasa C e incrementa el nivel de DAG 

(Kauser et al., 2003; Grando et al., 2006), por lo que se induce la melanogénesis 

dependiente de la PKC-β. Los queratinocitos producen epinefrina que se une mejor a 

los receptores β2 de los melanocitos y aumentan los niveles de AMPc y, por lo tanto, 

conducen a la síntesis de melaninas (Grando et al., 2006). 
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C. Proteínas reguladoras de la melanogénesis 

El locus Microftalmia (mi) codifica un factor de transcripción, al que se le llamó 

factor de transcripción asociado a microftalmia (MITF) Figura 2.13. El factor de 

transcripción asociado a microftalmia (MITF) se une a elementos consenso en 

promotores génicos (Yasumoto et al., 1997), regulando la transcripción de tirosinasa, 

TRP-1, TRP-2 (Esquema 2.4) y PKC-β (Figuras 2.12-2.14) (Goding, 2000; Park et al., 

2006). La isoforma M del MITF controla la transcripción de tirosinasa y PKC-β en 

melanocitos (Fuse et al., 1996; Du et al., 2003; Park et al., 2006). La actividad y 

estabilidad de MITF está regulada por su estado de fosforilación. MITF interfiere 

también en la biogénesis y transporte de melanosomas.  

Los receptores de melanocortinas (MCRs) (Figura 2.13) constan de cinco 

proteínas relacionadas, cada una con 7 dominios transmembrana, que pertenecen a la 

superfamilia del receptor de proteínas G acopladas (Mountjoy et al., 1992). MC1R es 

el receptor expresado en melanocitos y es activado por los péptidos α-MSH y ACTH 

(Figura 2.14). Éstas son, a su vez, derivados de la proteína de 39 aminoácidos 

originada por el gen POMC, propiomelanocortina (Suzuki et al., 1996; Kadekaro et al., 

2003; Rouzaud et al., 2005). La interacción ligando-receptor conduce a la activación 

de la adenilato ciclasa, de una forma dependiente de la proteína G, seguido de un 

incremento de los niveles de AMPc, activación de la PKA, a través de la unión de 

AMPc a las subunidades reguladores de PKA, y la liberación de las subunidades 

catalíticas que fosforilan los sustratos diana. Entre ellos se encuentran las proteínas 

nucleares CREB (cAMP responsive element binding proteín), que activan la 

transcripción de genes que contengan en sus promotores las secuencias consenso 

CRE (región palindrómica de 8 bp); la cual, por medio de la activación de factores de 

transcripción, estimula la melanogénesis Figura 2.13 (Rouzaud et al., 2005; Nasti y 

Timares, 2015). 
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Figura 2.13. Ruta de señalización de melanocortina.  αααα-MSH se une a su receptor 

(MC1R) y se activa la proteína G acoplada al MC1R. Esto lleva consigo la 

activación de la adenilato ciclasa, formándose AMPc  que activa la proteína 

quinasa A (PKA), la cual sufre activación y se tras loca al núcleo, donde fosforila 

la familia de factores de transcripción CREB y ésto s al factor de transcripción 

MITF, que se une al promotor de los genes de tirosi nasa, TRP-1 y TRP-2. ASP 

(Proteína S eñalizadora A gouti) puede actuar en diferentes puntos de la ruta : 

inhibiendo la unión de α-MSH al receptor MC1R, inhibiendo la fosforilación de 

MITF y bloqueando la síntesis de AMPc y, por lo tan to, reduciendo la síntesis de 

eumelaninas  (Nasti y Timares, 2015). 
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Figura 2.14. Rutas de señalización que regulan la m elanogénesis. La radiación 

ultravioleta incrementa los niveles de αααα-MSH, ACTH y su receptor, el MC1R, para 

estimular la producción de AMPc. El AMPc también pu ede aumentar por la unión 

de epinefrina a su receptor. El agonista de c-Kit a ctúa fosforilando a MITF, por 

medio de las MAPK quinasas (Park et al., 2009; Kond o y Hearing, 2011). 

 

La proteína señalizadora Agouti (ASP) se expresa tanto en humanos como en 

ratones (Lu et al., 1994; Ollmann et al., 1997; Siegrist et al., 1997). Antagoniza con α-

MSH, por medio de una unión competitiva a MC1R, inhibiendo la adenilato ciclasa e 

incrementando la síntesis de feomelaninas, en relación a las eumelaninas. La 

sobreexpresión de ASP en ratones conduce a un color de pelo amarillo. En perros 

existe la β-defensina (KB), esta proteína se une a MC1R en los melanocitos e 

incrementa la producción de eumelanina, dando pigmentación oscura (Candille et al., 

2007). Se desconoce el papel de esta β-defensina en la pigmentación humana. 
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Figura 2.15. Nuevas etapas potenciales de transducc ión para reducir la 

pigmentación cutánea. Efecto de antagonistas del re ceptor ββββ2-adrenérgico, MITF, 

a través de regulación glutaminérgica, regulación d e 6BH4 y control por 

hormonas sexuales  (Gillbro y Olsson, 2011). 

 

Proopiomelanocortina (POMC) y péptidos derivados de ella (α-MSH y ACTH). 

α-MSH y ACTH son estimuladores potentes de la melanogénesis. Su precursor, 

POMC, se sintetiza en los queratinocitos y en la glándula pituitaria. La expresión de 

POMC en queratinocitos  se induce por la radiación UV y las interleuquinas (citoquinas 

secretadas en procesos inflamatorios). α-MSH aumenta la síntesis de melanina por 

otro mecanismo distinto de la activación del MC1R, el cual consiste en la unión a 6-R-

L-eritro-5,6,7,8-tetrahidrobiopterina (6BH4, inhibidor de tirosinasa), impidiendo su 

acción (Schallreuter et al., 1994; Schallreuter, 1999).  

Stem cell factor (SCF: Factor de células totipotenciales) (Figura 2.14). Es un 

factor de crecimiento derivado de queratinocitos, que se une al receptor tirosina 

quinasa c-Kit; tal unión provoca una serie de reacciones que desencadenan en la 

transcripción de las tres enzimas melanogénicas (tirosinasa, TRP-1 y TRP-2). Además 

el SCF participa en la pigmentación inducida por irradiación UV (Slominski et al., 

2004). 
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c-Kit. Es una proteína transmembrana (glicoproteína) de 145 KDa. Funciona 

como un receptor con actividad tirosina quinasa (Heinrich et al., 2002). El ligando para 

c-Kit es el SCF. La pérdida de expresión de receptor c-Kit está asociada con la 

progresión del melanoma a su forma metastásica (Lassam y Bickford, 1992; Zakut et 

al., 1993). 

Endotelina-1 (ET-1). Es un péptido de 21 aminoácidos, involucrado en la 

homeostasis vascular que regula la melanogénesis, activando tirosinasa y 

aumentando los niveles de TRP-1 (Yada et al., 1991; Imokawa et al., 1992). También 

estimula la proliferación de melanocitos y formación de dendritas (Hara et al., 1995). 

Los queratinocitos sintetizan y secretan ET-1 y la radiación UV estimula dicha 

producción por los queratinocitos (Imokawa et al., 1992; Hara et al., 1995). ET-1 

aumenta los niveles de MC1R e incrementa la afinidad de este por α-MSH (Funasaka 

et al., 1988; Tada et al., 1998). 

Neurotrofinas (NTS): Factor de crecimiento nervioso (NGF), neurotrofina 3 (NT-

3), neurotrofina 4 (NT-4), factor de crecimiento derivado del cerebro (BDNF) (Levi-

Montalcini, 1987; Hohn et al., 1990). Los melanocitos expresan el receptor de baja 

afinidad de 75kD común  a todas las neurotrofinas p75NTR (Peacocke et al., 1988), así 

como los de alta afinidad para NGF y NT-3 (TrkA y TrkC de la familia de los receptores 

de tirosina quinasa) (Yaar et al., 1991; Botchkarev et al., 2006).  

Mediadores Inflamatorios. Varios mediadores inflamatorios pueden afectar a la 

pigmentación de la piel. Los melanocitos expresan receptores de PG (PGE2 y PGF2α). 

La radiación UV regula positivamente los niveles de receptores para PG en 

melanocitos (Scott et al., 2004; 2005). Igualmente, los leucotrienos B4 y C4 

incrementan la síntesis de melaninas y estimulan la proliferación de melanocitos y su 

motilidad (Norris et al., 1998). Los melanocitos responden también a histamina, que es 

liberada por mastocitos durante la inflamación cutánea; la histamina produce 

dendricidad y regulación positiva  de los niveles de tirosinasa (Gantz et al., 1991; 

Yoshida et al., 2000). 

Otros estimuladores: bFGF (basic Fibroblastic Growth Factor; Factor de 

crecimiento fibroblástico basico) es un mitógeno de melanocitos (Halaban et al., 1987; 

1988), producido por queratinocitos, afecta a los melanocitos, a través del contacto 

célula-célula. El factor de crecimiento de queratinocitos, otro miembro de la famila de 

proteínas FGF, promueve la transferencia de melanosomas desde los melanocitos a 

los queratinocitos (Cardinali et al., 2005). El NO (óxido nítrico) es producido por 

melanocitos y queratinocitos, en respuesta a las citoquinas antiinflamatorias (Heck et 
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al., 1992; Bécherel et al., 1994; Joshi et al., 1996; Fecker et al., 2002) y la irradiación 

ultravioleta (Roméro-Graillet et al., 1997). El óxido nítrico aumenta la actividad 

tirosinasa en la melanogénesis (Roméro-Graillet et al., 1997). 

 

D. Potenciadores de la pigmentación de la piel  

Cremas protectoras solares. El uso de estas cremas es una forma artificial de 

añadir protección a la piel. Existen estudios que indican que el uso de estas cremas no 

es tan protector como se pensaba originalmente (Pathak y Fitzpatrick, 1993). Sirven 

para prevenir las quemaduras por el sol (Pathak y Fitzpatrick, 1993); sin embargo, se 

ha visto que, la falsa seguridad que da el uso de protectores alarga mucho la 

exposición al sol (Westerdahl et al., 1995; Autier et al., 1997), teniendo un resultado 

dañino. También se observó que los protectores solares no protegen a los ratones del 

desarrollo de los melanomas inducidos por UV; sin embargo, si protegen frente a las 

quemaduras solares e inflamación (Wolf et al., 1994). Como los pigmentos endógenos 

proporcionan protección,  para un amplio rango de longitudes de onda de la radiación 

solar, se ha propuesto usar los protectores en combinación con agentes que inducen 

el bronceado.  

El bronceado natural es un proceso caracterizado por 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 los melanosomas de los melanocitos a los queratinocitos, incremento en 

la proliferación de los queratinocitos y adelgazamiento de la epidermis y estrato córneo 

(Jimbow et al., 1991; 1993). 

Los melanosomas se depositan sobre el núcleo, en los queratinocitos, dando 

lugar a la formación de “tapas supranucleares”, que son características de la piel 

bronceada por el sol y de la pigmentación endógena (Gates y Zimmermann, 1953; 

Kobayashi et al., 1998b). Estas “tapas supranucleares” proporcionan protección frente 

a la exposición a radiación ultravioleta, absorbiendo los radicales libres generados en 

las células y produciendo una dispersión de la luz entrante. La protección es también 

producida por el grosor del estrato córneo (Young, et al., 1988). La enzima limitante en 

la melanogénesis es tirosinasa (Jimbow et al., 1991; 1993) que, como ya se ha 

expuesto, cataliza la conversión de L-tirosina a L-dopa y éste a  dopaquinona. Esta 

última puede ser convertida en eumelaninas o feomelaninas. Eumelaninas son más 

fotoprotectoras que feomelaninas, con un aumento de la fotoprotección en proporción 

directa con el grado de pigmentación eumelánica (Pathak y Fitzpatrick, 1993).  
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D.1. Agentes que simulan la pigmentación natural 

Dihidroxiacetona (DHA). Hace mucho tiempo que se usan preparaciones con 

DHA (Levy, 2000). DHA no induce una verdadera respuesta melanogénica, sino que 

se unen covalentemente a grupos amino libres en proteínas, seguidos por una 

reacción de polimerización (Levy, 2000). DHA protege frente UVA en animales y 

humanos (Fusaro y Johnson, 1975; Levy, 2000). Es coadyuvante en el tratamiento de 

la psoriasis con PUVA (terapia con psoraleno y radiación ultravioleta de longitud de 

onda A). Se ha sugerido que el bronceado producido por el DHA, en conjunción con 

los protectores, puede reducir la incidencia de melanoma maligno (Fusaro y Lynch, 

2000). 

Melaninas tópicas. La aplicación tópica de melaninas no produce una 

verdadera respuesta de bronceado, pero protegen absorbiendo la radiación UV y 

neutralizando los radicales libres (Orlow et al., 1992; Kalka et al., 2000; Levy, 2000). 

D.2. Agentes que estimulan la pigmentación natural 

Psoralenos y UVA (PUVA). Los psoralenos estimulan la pigmentación en 

presencia de luz UVA y tienen la capacidad de generar puentes cruzados y 

monoaductos del ADN (Averbeck, 1989). En la oscuridad estimulan también la 

pigmentación pero con menor daño del ADN (Mengeaud y Ortonne, 1994). Existe 

evidencia de que la inducción de la melanogénesis por PUVA puede ir unido a la p53 

(Zhao et al., 1999). 

Dimetilsulfóxido (DMSO). Produce diferenciación de múltiples células (Marks y 

Rifkind, 1984). La estimulación de melanocitos conlleva  la estimulación de la 

melanogénesis. En humanos no se ha visto efecto bronceador (Scherbel et al., 1967). 

L-Tirosina. L-Tirosina es el sustrato fisiológico de tirosinasa. Un incremento de 

L-tirosina en el medio aumenta la actividad de tirosinasa y el contenido de melaninas 

de melanocitos epidérmicos humanos que se co-cultivan con queratinocitos (Slominski 

et al., 1988).  

L-dopa y fosfatos de L-dopa. L-dopa es sustrato y “cofactor” de tirosinasa 

(Lerner y Fitzpatrick, 1949). En células melanomatosas produce un aumento de la 

feomelanogénesis y disminución de eumelaninas y de tirosinasa en los melanosomas, 

indicando un potencial efecto inhibitorio (Sato et al., 1987). L-dopa no tiene efecto en 

el receptor de α-MSH (Slominski et al., 1989). 

Aunque los productos de oxidación de L-dopa son tóxicos para las células, 

durante la melanogénesis, los melanocitos no sufren esta toxicidad por el hecho de 
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que en este proceso los intermedios están compartimentalizados en los melanosomas 

(Schachtschabel et al., 1978; 1988). L-dopa es usado en el tratamiento de la 

enfermedad de Parkinson, observándose múltiples efectos secundarios como 

alteraciones psiquiátricas, fluctuaciones motoras, etc. (King, 1999). 

pH del melanosoma. Tirosinasa es la enzima que cataliza la etapa limitante de 

la ruta de biosíntesis de melaninas. Su actividad es mayor en los melanocitos de piel 

oscura que en los derivados de la piel de los caucásicos (piel clara). Se demostró que 

la variación de la actividad enzimática no es debida a diferencias en la cantidad de 

enzima, sino que más bien es debida a una diferencia de actividad de la enzima 

preexistente. En los melanocitos, tirosinasa está localizada en la membrana de los 

melanosomas y en los melanocitos de los caucásicos la enzima es inactiva. Por otra 

parte, en los melanosomas de los melanocitos de individuos con piel oscura, tirosinasa 

tiene alta actividad catalítica. Cuando se trataron los melanocitos de los caucásicos 

con el compuesto lisosomótropico cloruro amónico o con los ionóforos nigericina y 

monesina resultó en un rápido incremento en la actividad de tirosinasa. El incremento 

de la actividad ocurre sin cambio en la cantidad de tirosinasa, indicando que estos 

compuestos aumentan la actividad catalítica de la enzima preexistente. La inhibición 

de la bomba de protones V-ATPasa (Shin et al., 2014a), mediante el tratamiento de los 

melanoctios de los caucásicos con bafilomicina (un antibiótico inhibidor específico de 

la V-ATPasa), también incrementa la actividad de tirosinasa. Sin embargo, aunque la 

actividad en los caucásicos aumenta por un factor de diez, en los melanocitos 

correspondientes a piel oscura, ninguno de estos agentes: cloruro amónico, monesina, 

nigericina, ni bafilomicina son capaces de aumentar la actividad existente en estos 

melanosomas. Además, cuando se tiñen los melanocitos de los caucásicos con la 

base débil fluorescente naranja de acridina, se muestra que los melanosomas de los 

caucásicos 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 los individuos de distintas razas, sino que la variación en el color de 

la piel pueden ser debidas a la cantidad de melanina 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 
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los niveles de enzima no variaron (Fuller et al., 2001). En la Figura 2.16 se muestra un 

resumen de los efectos descritos anteriormente. 

 

 

 

Figura 2.16. Modelos de control del pH del melanoso ma sobre la actividad de 

tirosinasa. (A) Melanocitos en caucásicos (individu os con piel clara) tienen 

mayor actividad V-ATPasa, produciendo un medio ácid o dentro de la organela. 

Los individuos de piel oscura tienen menor número d e V-ATPasas, resultando 

un pH más neutro. (B) Melanocitos en caucásicos tie nen menores niveles de 

intercambiadores de H +, inhabilitando a la organela para eliminar los pro tones 

introducidos por V-ATPasa. Melanocitos de individuo s de piel oscura tienen 

mayores niveles de intercambiadores de H +, pudiendo eliminar los protones 

introducidos por V-ATPasa y, por tanto, manteniendo  el medio a pH neutro 

(Fuller et al., 2001). 

 

Diacilgliceroles (DAG) (Figura 2.12). Los DAG estimulan la PKC-β. La 

estimulación de la PKC-β se ha asociado con proliferación y diferenciación de 

melanocitos (Abdel-Malek et al., 1992). Varios estímulos, incluyendo RUV, 

incrementan los niveles de DAG y activan la PKC-β (Matsui et al., 1994). DAG y PKC-β 
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puede activar la melanogénesis por una ruta PKC-β dependiente (Park y Gilchrest, 

1999) descrita anteriormente. 

Existen evidencias de que el tratamiento con ciertos DAG puede producir 

inflamación (Allan et al., 1995). Algunos DAG que activan PKC-β estimulan hiperplasia 

epidérmica y son promotores de tumores en piel de ratón (Smart et al., 1989; Hansen, 

et al., 1990). 

3-Isobutil-1-metilxantina (IBMX). Las metilxantinas, incluyendo cafeína, teofilina 

e IBMX, son inhibidores de la fosfodiesterasa (Perchellet y Boutwell, 1981; Hoganson 

et al., 1989). IBMX es un potente estimulador de la melanogénesis, por lo que se usa 

como control positivo en los estudios de melanogénesis (Brown et al., 1998). El 

tratamiento de las células melanomatosas con IBMX aumenta el contenido de 

melanina y la actividad tirosinasa en un orden de magnitud (Fuller et al., 1990; Eller, et 

al., 1994; Pedeux, et al., 1998). El papel del cAMP en la ruta del IBMX no está claro. 

 

E. Regulación redox en melanocitos humanos y melano ma 

Síntesis de melaninas y GSH (glutatión). La interacción de GSH en la ruta de 

síntesis de melaninas es compleja. GSH está involucrado en uno de los pasos iniciales 

de la síntesis de feomelaninas en su conjugación con dopaquinona (DQ), ver Esquema 

2.7, y en la reducción de peróxido de hidrógeno producido durante la síntesis de 

eumelaninas y feomelaninas, a través de una peroxidasa dependiente de GSH, 

denominada glutatión peroxidasa. 

Interrupción del metabolismo del GSH y citotoxicidad para células 

melanomatosas. La glutation peroxidasa es el primer paso para convertir peróxidos en 

agua, si la neutralización de estas moléculas lleva consigo el agotamiento de GSH se 

acumula peróxido, formándose un ciclo citotóxico. Butationina sulfoximina (BSO) es un 

inhibidor selectivo e irreversible de gammaglutamil sintetasa (GGS), enzima 

involucrada en el primer paso de la síntesis de GSH (Griffith y Meister, 1979; Griffith, 

1982). El uso de BSO produce un aumento del estrés oxidativo que proporciona una 

posible estrategia terapéutica en el tratamiento del melanoma. 

Melaninas como anti-oxidantes. Existen numerosos trabajos donde se estudia 

la interacción de las melaninas con oxígeno, radical hidroxilo y  anión superóxido 

(Sarna et al., 1993). Se ha documentado bastante bien la capacidad de las melaninas 

para neutralizar especies reactivas del oxígeno (ROS). La fuente de esta reactividad 
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anti-oxidante es la transformación redox quinol/quinona de monómeros de 

dihidroxiindol, DHI.  

Melaninas como pro-oxidantes celulares. Durante la polimerización oxidativa se 

generan ROS, (Nappi et al., 1995; Nappi y Vass, 1996), cuyas implicaciones no se 

sabe todavía cuales pueden llegar a ser. Cuando se inhibe la feomelanogénesis se 

estimula la eumelanogénesis y se produce dos veces más peróxido de hidrógeno el 

cual es tóxico. Por tanto, controlando la melanogénesis se controla la toxicidad celular 

(Nappi et al., 1995; Nappi y Vass, 1996; Muñoz-Muñoz et al., 2009b). 

Niveles anti-oxidantes y melanomagénesis. Casi todos los tumores malignos 

tienen algún desequilibrio en sus niveles anti-oxidantes, comparados con la célula 

control (Oberley y Oberley, 1997). Los niveles de enzimas anti-oxidantes catalasa, 

MnSOD y glutatión peroxidasa están disminuidos, así como los niveles de moléculas 

anti-oxidantes de bajo peso molecular, como GSH, vitamina C y A (Yohn et al., 1991).  
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1.3.    Tirosinasa: estructura  

Las metaloproteínas que contienen cobre se pueden catalogar, de manera 

general, en función de su estructura y sus propiedades espectroscópicas, en una de 

estas tres clases: tipo-1, tipo-2 y tipo-3 (Kaintz et al., 2014a). Las metaloproteínas con 

el centro mononuclear tipo-1, “proteínas de cobre azul”, están implicadas en el 

transporte de electrones. Las del centro tipo-2, “centros de cobre no azules”, son 

típicamente enzimas que activan oxígeno molecular, y las de centros tipo-3 contienen 

dos átomos de cobre, y también activan oxígeno molecular (Solomon et al., 1992). 

Los centros de cobre tipo-3, enlazan el oxígeno a través de un puente lateral 

(µ-ŋ2:ŋ2) (Kitajima et al., 1989), así el oxígeno se activa. La forma oxi de estas 

proteínas muestra varias características espectroscópicas significativas, como son: un 

fuerte acoplamiento antiferromagnético entre los dos iones de Cu2+, lo cual suprime la 

señal de resonancia paramagnética electrónica (RPE), y exhibe una resonancia 

Raman O-O con una extensión de vibración a 750 cm-1 (Solomon et al., 1994). La 

banda de absorción de la forma oxi a 345 nm es debida a una transmisión de complejo 

de transferencia de carga 2 2

-2
2 x

O ( ) Cu(II)(d )
y

∗
−

→σπ . La banda de absorción a 580 nm 

corresponde al segundo complejo de transferencia de carga 2 2

-2
2 x

O ( ) Cu(II)(d )
y

∗
−

→νπ . 

La forma met tiene una o dos moléculas de agua, (met) o (met 2) respectivamente, en 

una posición triangular (Eickman et al., 1979). 

Las polifenol oxidasas (PPOs) son una clase importante de proteínas de cobre 

tipo-3 y se encuentran en plantas, hongos, bacterias y animales (Mayer, 2006). Estas 

proteínas tipo-3 se clasifican según la nomenclatura de enzimas en: catecol oxidasa 

(CO, o-difenol: oxígeno, oxidoreductasa, E.C 1.10.3.1), tirosinasas (monofenol, o-

difenol: oxígeno oxidoreductasa, E.C 1.14.18.1) y aureusidina sintasa (2´,4,4´,6´-

tetrahidroxichalcona 4´-o-β-D glucósido: oxígeno oxidoreductasa, E.C 1.21.3.6). En la 

Figura 3.1 se muestran las reacciones catalizadas por tirosinasa y catecol oxidasa, y 

en la Figura 3.2 la reacción catalizada por aureusidina sintasa. Recientemente, se ha 

clonado y expresado en E.coli una polifenol oxidasa, transcrita de Coreopsis 

grandiflora, implicada en la formación de aurona (Kaintz et al., 2014b). 
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Figura 3.1. Reacciones catalizadas por (A) tirosina sas y (B) tirosinasas y catecol 

oxidasas. 

 

OHHO

OH

OH

OH

OHO

OH
O

OH

OH

OHO

OH
O

OH

OH

OH

H2O

O2

1/2 O2

H2O

Aureusidina

2´,4´,6´,3,4-Pentahidroxichalcona (PHC)

6

:

1

Bracteanina

O

 

Figura 3.2. Reacción catalizada por aureusidina sin tasa (Nakayama et al., 2000). 
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Las catecol oxidasas (COs) están ampliamente descritas en plantas y también 

en el hongo Aspergillus oryzae (Gasparetti et al., 2010), mientras que las tirosinasas 

se encuentran en humanos, plantas, bacterias y hongos (Mayer, 2006). Aureusidina 

sintasa se ha descrito en los pétalos de boca de dragón (Antirrhinum majus) 

(Nakayama et al., 2000). Muchas PPOs tienen un dominio C-terminal en su estado 

inicial, sugiriendo que las PPOs se expresan como precursores inactivos (proenzimas 

o zimógenos). La forma activa de PPO se forma por proteolísis del C-terminal (Fujieda 

et al., 2013a; 2013b; Marusek et al., 2006; Tran et al., 2012). 

Las PPOs son bastantes distintas dependiendo del organismo de origen. Sin 

embargo, todas ellas tienen en común una región altamente conservada con motivos 

de histidina en la zona de los átomos de cobre CuA y CuB (Esquema 3.1), para la forma 

oxitirosinasa, y en la Figura 3.3, se muestra la estructura de S. castaneoglobisporus 

(Matoba et al., 2006; Solomon et al., 2014). Con respecto a CO hasta este momento 

se dispone de tres estructuras tridimensionales: dos de plantas (boniato y uva) 

(Klabunde et al., 1998 y Virador et al., 2010a; 2010b respectivamente) y una de hongo 

(A. oryzae) (Hakulinen et la., 2013). Respecto a tirosinasas, hasta ahora están 

disponibles dos recombinantes bacterianas expresadas en bacterias (Matoba et al., 

2006; Sendovski et al., 2011), otra recombinante de tirosinasa de hongo (Fujieda et al., 

2013b), las tirosinasas activa PPO3 y la latente PPO4 de hongo obtenidas a partir de 

champiñón (Ismaya et al., 2011a; 2011b; Mauracher et al., 2014b; 2014c). También se 

dispone de la estructura de una polifenol oxidasa de insectos (Li et al., 2009) y, por 

otra parte, se dispone de las estructuras de varias hemocianinas de artrópodos y 

moluscos (Cuff et al., 1998; Jaenicke et al., 2011).  

 

 

Esquema 3.1. Sitio activo de la forma oxi de PPOs. 
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Figura 3.3. Vista general de tirosinasa de S. castaneoglobisporus (izquierda) y 

detalle del puente peroxo en el sitio activo de la oxitirosinasa (derecha)  (Matoba 

et al., 2006; Solomon et al., 2014). 

 

La tirosinasa humana juega un gran papel en la síntesis de melaninas y se ha 

propuesto que interviene en la bioquímica relacionada con la enfermedad del 

Parkinson (Tessari et al., 2008). En plantas la enzima está relacionada con el 

pardeamiento enzimático (Queriroz al., 2011). 

 

1.3.1. Estructura primaria y peso molecular de PPOs  

Todas las PPOs de plantas contienen un dominio central, un dominio C-

terminal y un péptido de tránsito N-terminal. El dominio central y el dominio C-terminal 

construyen la forma latente de la enzima, a veces llamada proenzima. Todas las PPOs 

de plantas se expresan in vivo como inactivas, proteínas latentes, antes de ser 

activadas proteolíticamente separando el dominio C-terminal (Marusek et al., 2006; 

Tran et al., 2012). El péptido de tránsito N-terminal determina la localización de la 

enzima, normalmente dirigida al tilacoide o a la vacuola. 
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1.3.2. Dominio central, dominio C-terminal y el sit io de ruptura proteolítica 

El dominio central de las PPOs de plantas, con un rango de 1050 a 1200 pares 

de bases que codifican a 350-400 aminoácidos, tiene una masa molecular de 

aproximadamente 38-44 kDa para la forma activa de la enzima. El sitio de ruptura 

conservado en varias PPOs es un motivo SKE (serina-lisina-ácido glutámico) (Flurkey 

e Inlow, 2008). Un motivo SK existe en CO de Vitis vinífera en S353 (Uniprot P43311) 

(Virador et al., 2010a; 2010b) y en ambas isoenzimas de CO de Iponema batata en 

S347 (40 kDa, Uniprot Q9MB14) (Gerdemann et al., 2001) y S343 (39 kDa, Uniprot 

Q9ZP19) (Eicken et al., 1998). En 2010 se ha descrito una catecol oxidasa extracelular 

del hongo A. oryzae (AoCO4) (Uniprot Q2UNF9), ésta no tiene el dominio C-terminal y 

muestra una masa molecular de 44 kDa para el dominio central (Gasparetti et al., 

2010).  

Se conocen actualmente seis isoenzimas del hongo Agaricus bisporus 

(AbPPO) (Weijn et al., 2013; Wichers et al., 2003; Wu et al., 2010). Wichers et al. 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 et al. 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 rompen 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 momento, la 

secuencia 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. 

Se han descrito tirosinasas de otros hongos, como Pholiota nameko (Uniprot 

A7BHQ9) (Kawamura-Konishi et al., 2007), Pycnoporus sanguineus (Uniprot Q2TL94) 

(Halaouli et al., 2005) y Neurospora crassa (Uniprot POO440) (Kupper et al., 1989). 

 

1.3.2.1. Motivos de aminoácidos conservados en el dominio central 

El dominio central de todos las PPOs consiste en varios aminoácidos y 

dominios altamente conservados. Todas las PPOs de plantas comienzan con x P (x es 

un aminoácido variable y P es prolina). Los dominios de enlace del cobre se 

caracterizan por residuos conservados de histidina, comenzando muy a menudo con 
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un motivo HCuA CAYC (Tran et al., 2012). La segunda cisteína, en este motivo, puede 

formar un enlace tioéter con la segunda histidina conservada del dominio CuA (Tran et 

al., 2012). En hongos, la primera histidina del sitio de enlace CuA se encuentra en el 

motivo HCuAGxP (Wu et al., 2010). En ambas PPOs de hongos y plantas, la tercera 

histidina conservada del sitio del CuA siempre está nueve posiciones después de la 

segunda conservada. En la región del CuB, para ambas enzimas de hongos y plantas, 

las tres histidinas coordinadas y la cuarta histidina no coordinada forman el motivo 

HCuBxxxHCuBx(n)FxxHCuBH (Tran et al., 2012; Wu et al., 2010). En las PPOs, donde la 

ruptura proteolítica del C-terminal ha sido documentada, la ruptura ocurre 

inmediatamente después de la tirosina de la secuencia YxY (Tran et al., 2012). 

 

1.3.2.2. Motivos de aminoácidos conservados en el dominio C-terminal 

En la ruptura del dominio C-terminal se libera un polipéptido de 16-18 KDa, 

pero su función no es conocida (Flurkey e Inlow, 2008; Tran et al., 2012). En el 

dominio C-terminal en PPOs de plantas se ha descrito un motivo KFDV (lisina-

fenilalanina-ácido aspártico y valina). Se ha encontrado un motivo conservado CxxC 

en tirosinasa de A. oryzae sobre el bucle 3 en el dominio C-terminal (Fujieda et al., 

2013b); este motivo también se ha descrito en AbPPO2, AbPPO3 y en AbPPO4 

(Mauracher et al., 2014a). Igualmente este motivo se observa en chaperonas de cobre 

Ato X 1 y Ccc2 en levaduras (Robinson y Winge, 2010; Fujieda et al., 2013a). 

Mientras el tipo salvaje de la protirosinasa meIB (protirosinasa recombinante de 

Aspergillus Oryzae) captura bien el cobre, los mutantes C92A y C92A/C522A/C525A 

no tienen habilidad para incorporar el cobre desde el citoplasma de  E.coli. Así, Fujieda 

et al. en 2013 consideraron que la cisteína92 así como el motivo C522xxC1522 

contribuían a la incorporación del cobre de meIB apotirosinasa. 

 

1.3.2.3. Péptido de tránsito y localización de las PPOs 

El péptido de tránsito de CO, tirosinasas y aureusidina sintasa de plantas tiene 

una longitud variable de 60 a 110 aminoácidos. Los primeros 35 residuos contienen 

una proporción alta del aminoácido serina, típicos del péptido del estroma cTP (péptido 

de tránsito en cloroplasto) (Tran et al., 2012). Muchas PPOs contienen cTP, sugiriendo 

que se transportan desde el lúmen a la membrana del tilacoide en cloroplastos (Tran 

et al., 2012). En general, las tirosinasas de hongos no contienen el péptido de  tránsito. 

Se cree que estas son enzimas citoplasmáticas. 
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1.3.2.4. Homología de secuencias entre PPOs 

La secuencia de aminoácidos se muestra en la Tabla 3.1. Algunas secuencias 

de CO muestran una identidad muy alta, 69.7%; sin embargo, en el péptido de tránsito 

la variación es mayor. Entre las PPO1 y las PPO2 de N. tabacum (Uniprot O49912 y 

R4JDV1) muestran una identidad de secuencia del 98.8% y las cuatro COs de 

Solanum sp muestran una identidad del 75.4%. 

 

Tabla 3.1. Enzimas, fuentes y códigos Uniprot. 

Uniprot Fuente Enzima 

17HUF2 Taraxacum officinale Catecol oxidasa 

B9VS06 Camellia nitidissima Catecol oxidasa 

P43311 Vitis vinífera Tirosinasa 

Q9MB14 Ipomoea batatas Catecol oxidasa 

Q9ZP19 Ipomoea batatas Catecol oxidasa 

G0ZAL2 Populus euphratica Catecol oxidasa 

P43309 Malus domestica Tirosinasa 

Q948S3 Pyrus pyrifolia Catecol oxidasa 

Q08307 Solanum lycopersicum Catecol oxidasa 

Q08296 S. lycopersicum Catecol oxidasa 

Q06355 Solanum tuberosum Catecol oxidasa 

F1DBB9 Solanum melongena Catecol oxidasa 

O49912 Nicotiana tabacum Catecol oxidasa 

R4JDV1 N. tabacum Catecol oxidasa 

C0LU17 Juglans regia Tirosinasa 

D1KEC6 Oryza sativa Catecol oxidasa 

Q6YHK5 Ananas comosus Catecol oxidasa 

Q00024 Agaricus bisporus PPO1 Tirosinasa 
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O42713 A. bisporus PPO2 Tirosinasa 

C7FF05 A. bisporus PPO4 Tirosinasa 

C7FF04 A. bisporus PPO3 Tirosinasa 

Q00234 Aspergillus oryzae Tirosinasa 

Q2UNF9 A. oryzae Catecol oxisasa 

P14679 Tyrosinase human Tirosinasa 

Q06215 Vicia faba Catecol oxidasa 

P43310 Spinacia oleracea Catecol oxidasa 

P00440 Neurospora crassa Tirosinasa 

 

Las tirosinasas de hongos y la primera CO descrita en un hongo, AoCO4, 

muestran una identidad de secuencia muy baja 2.6% (Gasparetti et al., 2010; 

Hakulinen et al., 2013). Las cuatro secuencias de tirosinasa de A. bisporus (AbPPO1-

4) mostraron únicamente el 19% de identidad. La tirosinasa de A. oryzae y de N. 

crassa exhibieron una identidad de secuencia del 14.8%. 

Todas las enzimas de plantas, CO, tirosinasas y aureusidina sintasa, muestran 

distintas secuencias en el péptido señal de tránsito. En el dominio central y en el C-

terminal están presentes todos los motivos conservados de las PPOs de plantas. 

La tirosinasa humana (Uniprot P14679) mostró la mayor identidad de 

secuencias (un 10.8%) con la tirosinasa de N. crassa (Uniprot P00440). 

 

1.3.2.5. Activación in vitro de PPOs 

Las formas latentes de PPOs, constituidas fundamentalmente por el dominio 

central y el dominio C-terminal, pueden ser activadas por una variedad de 

tratamientos, tales como: proteasas, ácidos grasos, choque ácido o básico y SDS 

(Cabanes et al., 2007; Sellés-Marchart et al., 2007). El uso de SDS como un agente 

activante es interesante porque las PPOs son activas a alta concentración de SDS 

(1mM) (Moore y Flurkey, 1990).  
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1.3.2.6. Activación in vivo de PPO 

La activación de tirosinasa de N.crassa puede hacerse por una enzima tipo 

quimotripsina (Lerch, 1978). Burton et al. en 1997 demostraron que una serin proteasa 

activa las PPOs de A. bisporus. En general, no está claro el proceso de activación. 

 

1.3.2.7. Mutantes de PPO 

En plantas, la primera mutación la llevaron a cabo Dirks-Hofmeister et al. en 

2013. Ellos mutaron Cys 197 por serina (C197S) en la PPO de dandelion tetramérica 

de T. officinale (Uniprot 17HUF2), y determinaron su efecto sobre la actividad y 

estabilidad. Pudieron probar que C197 forma un enlace disulfuro en la superficie que 

estabiliza el tetrámero. 

En hongos la primera mutación se hizo en A. oryzae (Nakamura et al., 2000). 

Los autores mostraron que la mutación de algunos aminoácidos críticos influye sobre 

la unión del cobre, y en algunos mutantes existía únicamente un átomo de cobre o 

ninguno.  

Recientes estudios sobre tirosinasa de la bacteria Ralstonia solanacearum 

(Molloy et al., 2013), consiguen mutantes con una  relación M/ Kkcat  aumentada. 

Kanteev et al. en 2013 encontraron por mutagénesis dirigida a la tirosinasa de Bacillus 

megaterium (Bm TYR), que el residuo Asn 205 estabiliza la orientación de His 204 en 

el centro activo, favoreciendo la coordinación correcta al CuB. 

 

1.3.3. Complejos oxo 

El sitio activo de tirosinasa puede existir en varias formas, dependiendo del 

estado de oxidación de los iones de cobre. La enzima nativa normalmente es una 

mezcla de meta ( mE ), con los iones de cobre en estado Cu (II), y de oxi ( oxE ), con un 

grupo peróxido unido a los cobres. Por otra parte, la forma enzimática, con los iones 

de cobre reducidos, es la desoxi o reducida ( dE ). Estas formas enzimáticas, que 

intervienen en el turnover de tirosinasa, están relacionadas como se muestra en 

Esquema 3.2 (Jackman et al., 1992).  
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Esquema 3.2. Equilibrio entre las formas meta, deso xi y oxi de tirosinasa 

(Jackman et al., 1992).  

 

Metatirosinasa contiene dos Cu (II), los cuales están acoplados 

antiferromagnéticamente. Metatirosinasa, por reacción con o-difenoles, se reduce a 

desoxitirosinasa, produciendo una o-quinona.  En la Figura 3.4 y  3.5 se muestran las 

estructuras del sitio activo de la forma metatirosinasa de B. megaterium y la forma 

inactiva de meta tirosinasa de M. sexta, respectivamente. Nótese en ésta última la 

presencia de una base (Glu 395) y una Phe (Phe 88) en el sitio activo. La estructura de 

esta enzima de M. sexta es similar a la hemocianina de artrópodos (Li et al., 2009; 

Solomon et al., 2014). 

 

 

 

 

 

Figura 3.4 Sitio activo de metatirosinasa de Bacillus megaterium (Sendovski et 

al., 2011).  
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Figura 3.5. Vista general de metatirosinasa de Manduca sexta con el detalle del 

centro binuclear de cobre (en marrón), las 6 histid inas unidas a los dos cobres 

(gris) y el aminoácido fenilalanina (amarillo) que cubre el sitio activo (Li et al., 

2009; Solomon et al., 2014). 

 

Desoxitirosinasa reacciona con oxígeno formando un puente µ-ŋ2:ŋ2 (Kitajima 

et a., 1989). Esta forma enzimática, oxitirosinasa, es la única que es capaz de 

hidroxilar monofenoles (Solomon et al., 1992; Sánchez-Ferrer et al., 1995). La forma 

desoxitirosinasa es la menos estudiada del ciclo catalítico. Se estudió el enlace de 

oxígeno en el caso de tirosinasa de Streptomyces antibioticus (Hirota et al., 2005) y 

Agaricus bisporus (Della Longa et al., 1996).  
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Recientemente, nuestro grupo de investigación ha publicado un estudio donde 

se ponen de manifiesto algunas propiedades de desoxitirosinasa de Agaricus bisporus  

(Muñoz-Muñoz et al., 2010a). Se ha demostrado que en desoxitirosinasa ocurre una 

transición similar a la descrita en desoxihemocianina (Metz y Solomon, 2001), 

posiblemente originada por una repulsión de cargas como se muestra en el Esquema 

3.3. 
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Esquema 3.3. Transición entre la forma desoxi relaj ada a la forma desoxi tensa. 

Nótese la diferente distancia entre los iones Cu (I ) al pasar de una forma a otra 

(Muñoz-Muñoz et al., 2011a). 

 

1.3.3.1. Técnicas utilizadas para investigar los complejos oxo 

Todos los centros de cobre tipo-3, en su forma oxi, muestran una banda de 

absorción característica en el rango de 335-350nm (ε = 20000 M-1cm-1), el cual se 

asigna a la transición de transferencia de carga 2 2

-2
2 x

O ( ) Cu(II)(d )
y

∗
−

→σπ  (Eickman et 

al., 1979; Himmelwright et al., 1980; Solomon et al., 1992; 1994). La segunda banda 

de absorción está alrededor de 580 nm (ε = 1000 M-1cm-1) y es asignada a la transición 

de transferencia de carga 2 2

-2
2 x

O ( ) Cu(II)(d )
y

∗
−

→νπ  (Eickman et al., 1979; 

Himmelwright et al., 1980; Solomon et al., 1992; 1994).  En dicroísmo circular (CD) se 

observaron dos componentes con las bandas a 490 y 570 nm, respectivamente. 

En espectroscopia de resonancia Raman se indica que el µ-ŋ2:ŋ2 contiene una 

unidad peróxido con un enlace O-O relativamente débil, en el rango  720-760 cm-1 

(Solomon, 2014). 
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1.3.3.2. Complejo oxo de catecol oxidasa 

Las primeras investigaciones de los complejos oxo de CO fueron descritos por 

Eicken et al. en 1998. Estos autores investigaron dos isoenzimas de boniato (I. batatas 

Uniprot Q9MB14 y Q9ZP19) en tampón fosfato a pH 6.7 como se indica en la Tabla 

3.2. Posteriormente Gerdemann et al. en 2001 estudiaron la actividad catalasa del 

isoenzima de 39 kDa. Se estudió la saturación de CO de Lycopus y Populus por H2O2 

encontrando valores de 6 y 80 equivalentes de H2O2 respectivamente (Rompel et al., 

1999). Más tarde se descubrió la saturación por H2O2 de la CO de Melissa officinalis, 

el valor descrito fue 2 equivalentes de H2O2 (Rompel et al., 2012). 

Recientemente la saturación de la enzima de A. oryzae se ha demostrado que 

ocurre con 4-5 equivalentes de H2O2 (Hakulinen et al., 2013). 

 

1.3.3.3. Complejos oxo de tirosinasa 

Oxitirosinasa de N.crassa muestra una banda Raman intensa a 274 cm-1 con 

un hombro definido a 296 cm-1 y otra a 755 cm-1, indicando que el oxígeno está 

enlazado como peróxido (Eickman et al., 1978). 

Lerch (1976) y Himmelwright et al. (1980) realizaron estudios con tirosinasa de 

N. crassa. Jolley et al. en 1974 estudiaron la formación de los compuestos oxo con la 

enzima de A. bisporus. 

Más recientemente, la tirosinasa de hoja de nogal Juglans regia ha mostrado 

unas características similares en la formación de los compuestos oxo (Zekiri et al., 

2014). 
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Tabla 3.2. Estudios de formación de complejos oxo d e catecol oxidasas y tirosinasas 

Fuente Enzima Tamaño 

(kDa) 

Equivalentes 

H2O2 

Tampón Rango de 

pH 

ε343-345 

(M-1cm-1) 

ε580-600 

(M-1cm-1) 

Referencias 

Agaricus 

bisporus 

TYR 120 3 26 mM borato sódico, 

pH 8.6 

nd 9000 

 

600 Jolley et al., 1974 

Neurospora  

crassa 

TYR 46 2 10 mM fosfato sódico, 

pH 6.8 

nd 9000 600 Himmelwright et al., 1980;  

Lerch, 1976 

Ipomoea batatas CO 39 6 500 mM cloururo 

sódico y 50 mM de 

fosfato sódico, pH 6.7 

7.8 

 

6500 450 Eicken et al., 1998 

Ipomoea batatas CO 40 2 500 mM cloururo 

sódico y 50 mM de 

fosfato sódico, pH 6.7 

7.8 6500 450 Eicken et al., 1998 

Lycopus  

europaeus 

CO 40 6 50 mM fosfato sódico, 

pH 7.0 

6.5-7.5 3500 1000 Rompel et al., 1999 

Populus  

nigra 

CO 55 80 50 mM fosfato sódico, 

pH 7.0 

6.0-7.0 6000 1000 Rompel et al., 1999 
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Melissa 

Officinalis 

CO 39 2 50 mM fosfato sódico, 

pH 7.0 

nd 8510 580 Rompel et al., 2012 

Aspergillus 

Oryzae 

CO 44 4-5 10 mM TRIS, pH 7.2 nd 3000 Weak Hakulinen et al., 2013 

Juglans regia 

 

TYR 39 2  10 mM acetato 

sódico, pH 5.0 

nd 12984 761 Zekiri et al., 2014 
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1.3.4. Datos estructurales de cristalografía de ray os X de PPOs 

Del grupo de proteínas con cobre tipo-3, las primeras esctructuras que se 

publicaron fueron las de hemocianinas en los años 1990 (Cuff et et al., 1998; Magnus 

et al., 1994; Volbeda y Hol, 1989). En la Figura 3.6 A se muestra la estructura de una 

hemocianina de artrópodo L. polyphemus (Magnus et al., 1994) y en la Figura 3.6 B 

una hemocianina de molusco de Enteroctopus defleini (Cuff et al., 1998). Estas 

estructuras se encuentran en el banco de datos de proteínas (protein data bank). 

 

 

Figura 3.6. Estructuras de hemocianinas: (A) Hemoci anina de artrópodos 

Limulus polyphemus (Magnus et al., 1994) y (B) hemocianina de molusco s 

Enteroctopus defleini (Cuff et al., 1998). 

 

1.3.4.1. Estructuras publicadas en el banco de datos de proteínas de catecol oxidasas 

Al final de los años noventa se publicó la primera estructura de una enzima de 

cobre tipo-3 (Klabunde et al., 1998). La estructura se muestra en la Figura 3.7 A y es la 

isoenzima de boniato (I. batatas, PDB ID: 1BT3) Tabla 3.3. Se obtuvieron cristales de 

la enzima en la forma dicúprica Cu (II)-Cu (II), la forma dicuprosa Cu (I)-Cu (I) y en 

presencia del inhibidor feniltiourea (PTU). El centro catalítico está compuesto por 

cuatro hélices localizadas en un bolsillo hidrofóbico cerca de la superficie. La His 109 

del CuA está covalentemente enlazada a Cys 92 mediante un enlace tioéter. Esta 
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segunda histidina está localizada sobre un bucle. También, un residuo voluminoso de 

fenilalanina está colocado encima del sitio del CuA. 

Recientemente, la estructura cristalina de  CO del hongo A. oryzae (AoCO4) se 

presentó a una resolución de 2.5 Ǻ (PDB ID: 453P y 453Q),  Figura 3.7 B (Hakulinen et 

al., 2013). El enlace tioéter encontrado en Vitis vinífera no está presente en la AoCO4. 

Sin embargo, dos residuos de fenilalanina se encuentran próximos a cada átomo de 

cobre provocando que se pierda la actividad monofenol oxidasa o monofenolasa 

presente en tirosinasa. Todas las formas de PPOs eucarióticas excepto AoCO4 y 

MsTYR (polifenol oxidasa de Manduca sexta) poseen el enlace tioéter en el sitio 

activo, mientras que a los procariotas les falta esta modificación postransduccional. 

 

 

 

 

 

Figura 3.7. Estructuras de catecol oxidasas: (A) ca tecol oxidasa de Ipomea 

batatas (Klabunde et al., 1998), (B) catecol oxidasa de Aspergillus oryzae 

(Hakulinen et al., 2013). 
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Igualmente, se ha resuelto la estructura de CO de uva (V. vinífera), Figura 3.8 

A (Virador et al., 2010a; 2010b) (PDB ID: 2P3X). Las estructuras de 39 kDa de las CO 

de boniato y de uva son bastantes similares en el plegamiento, la localización de las α-

hélices y el sitio activo, el cuál contiene tres histidinas unidas a cada cobre catalítico, y 

una de las histidinas (His 108 de  V. vinífera, His 109 de I. batatas) está unida por un 

enlace tioéter con un residuo de cisteína (Cys 91 de V. vinífera y Cys 92 de I. batatas). 

En la Figura 3.8 B (parte superior), se muestra la superficie de la enzima con el sitio 

activo próximo a la superficie. En la Figura 3.8 B (parte inferior) se representan las 

interacciones polares presentes en la enzima. Como se observa en dicha figura, el 

sitio activo se encuentra rodeado por aminoácidos con carga positiva como 

consecuencia de las histidinas unidas a los átomos de cobre.  

 

 

Figura 3.8. Estructuras de catecol oxidasa de Vitis vinifera (Virador et al., 2010a; 

2010b). A. Vista general de la enzima con detalle d el sitio activo en su forma 

meta. Los átomos de cobre se presentan en color mar rón, las histidinas en color 

verde y la molécula de agua del puente de cobre en color rojo. B. Detalle de la 

superficie de la enzima (parte superior) con el sit io activo en color verde e 

interacciones polares de la enzima (parte inferior)  (las interacciones con carga 

negativa se dibujan en rojo, las de carga positiva en azul mientras que las 

apolares en blanco). 
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1.3.4.2. Estructuras de tirosinasas publicadas en el banco de datos de proteínas 
(protein data bank)

La primera estructura cristalina de una tirosinasa bacteriana de S. 

castaneoglobisporus fue resuelta por Matoba et al. en 2006 (PDB: 2AHK) (Figura 3.3). 

Ellos determinaron la estructura cristalina de tirosinasa formando un complejo con la 

proteína llamada ORF378, también designada como proteína “caddie” ya que ayuda 

en la incorporación de los átomos de cobre a la enzima, Tabla 3.3. 

Se demostró que existía un gran espacio vacío por encima del sitio activo. Este 

espacio vacío está ocupado por fenilalanina en CO (IbCO). La estructura cristalina de 

una enzima bacteriana activa, BmTir, fue resuelta por Sendoski et al. en 2011 con una 

resolución de 2.0-2.3 Ǻ (PDB: 3NN8), Figura 3.9 A. El espacio vacante en ScTir está 

ocupado con un residuo de valina en BmTir, pero éste es menos voluminoso que la 

fenilalanina en IbCO y, por lo tanto, no impide la actividad monofenolasa. 

 

Figura 3.9. Parte superior. Estructuras generales e n vista cartoon: (A) dímero de 

tirosinasa de Bacillus megaterium (Sendovski et al., 2011), (B) profenol oxidasa 

de Manduca sexta (Li et al., 2009) y (C) tirosinasa de Agaricus bisporus PPO3 

(Ismaya et al., 2011a). Parte inferior. Interaccion es polares de tirosinasas de 

Bacillus megaterium, Manduca sexta y superficie de la enzima de Agaricus 

bisporus. 
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Anteriormente, Li et al., (2009) publicaron la estructura de un heterodímero de 

profenoloxidasa de Manduca sexta, consistente de dos cadenas polipeptídicas 

homólogas PPO1 y PPO2 (PDB: 3HHS), Figura 3.9 B. En PPO2 existe un residuo Glu 

395, que puede servir como una base general para ayudar en la desprotonación de 

sustratos monofenólicos; esta etapa es clave en la reacción de hidroxilación de 

fenoloxidasa. Esta proteína se encontró en una forma latente puesto que una 

fenilalanina voluminosa está colocada por encima del sitio de CuB. Además, se ha 

descrito un proceso de activación llevado a cabo por dos enzimas auxiliares, una PPO 

proteasa activante (PAP) y una serin proteasa homóloga (SPH). Recientemente se ha 

cristalizado, a partir de hemolinfa del crustáceo Marsupenaeus japonicus, una 

profenoloxidasa hexamérica proPOβ (PDB:3WKY) (Masuda et al., 2014). En 2011 se 

llevó a cabo la purificación de la iosenzima PPO3 de A. bisporus y se cristalizó  a una 

resolución de 2.3 Ǻ (PBB: 2YPW) (Ismaya et al., 2011a; 2011b), sugiriendo que la 

enzima estaba en el estado desoxi, con una distancia entre los átomos de cobre de 4.5 

Ǻ, Figura 3.9 C y Figura 3.10. 

 

Figura 3.10. Estructura tridimensional de tirosinas a de Agaricus bisporus: (A) 

estructura tretramérica compuesta por H 2L2 y (B) estructura monomérica con 

detalle del sitio activo de la enzima. En marrón se  muestran los dos átomos de 

cobre del sitio activo mientras que en azul se mues tran las hélices α que forman 

la cavidad del sitio activo (Ismaya  et al., 2011a;  2011b). 

 

Recientemente, otros autores han cristalizado la PPO4 latente de Agaricus 

bisporus (AbPPO4) con una resolución de 2.78 Ǻ (PCB: 404A) en presencia de la sal  

sódica de hexa-wolframotelurato (VI) Na6[TeW6O24]22H2O (POM, polioxometalato)  

como un agente de co-cristalización (Mauracher et al., 2014b; 2014c), Figuras 3.11 y 
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3.12. Recientemente se ha conseguido la cristalización simultánea de ambas formas, 

tirosinasa activa (A-Tir) y enzima latente (L-Tir) (Mauracher et al., 2014c), Figura 3.12. 

 

 

 

 

 

Figura 3.11. Imágenes de los cristales de tirosinas a de champiñón (A la izquierda 

imagen total y a la derecha imagen ampliada). (a). Imagen poco definida de los 

microcristales de tirosinasa (en forma de erizo de mar) obtenidos usando MgCl 2 

como aditivo en la cristalización (10% PEG 4000, 15  mM MgCl 2, 25 mM Tris-HCl 

pH 7.5). (b). Cristales de tirosinasa en forma de a guja plana obtenidos usando el 

agente POM como aditivo en la cristalización (10% P EG 4000, 1 mM 

Na6[TeW6O24]22H2O, 25 mM Tris–HCl pH 7.5) (Mauracher et al., 2014b) . 
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Figura 3.12. Estructura general de tirosinasa. Códi go de colores: estructura 

principal de L-Tir (tirosinasa latente) está en azu l, el dominio C-terminal en 

turquesa, la estructura de A-Tir (tirosinasa activa ) está en púrpura, los iones 

sodio en amarillo, los iones de cobre en bronce. En  la estructura del compuesto 

POM (TEW) los iones oxígeno están en rojo mientras que los iones telurio en 

gris. La superficie con carga electrostática positi va de tirosinasa está en azul 

mientras que la superficie cargada negativamente se  dibuja en rojo. (a). 

Estructura general de la unidad asimétrica; es deci r, del heterodímero 

cristalográfico de AbPPO4. L-Tir se muestra a la iz quierda mientras que A-Tir se 

encuentra a la derecha. (b). Ilustración del proces o de activación de la enzima. 

Gracias a la hidrólisis proteolítica del dominio C- terminal, el sitio activo se 

encuentra más expuesto y el sustrato (por ejemplo, L-tirosina) puede acceder a 

él. (c). Diferente ángulo de vista del monómero de L-Tir para ilustrar el dominio 

C-terminal con forma de barril beta, el sitio de at aque proteolítico y el posible 

agarre de cobre que contiene el motivo CXXC. (d). I lustración de la superficie 

electrostática de la enzima con la representación t ipo cartoon del dominio C-

terminal superpuesta. El surco accesible al disolve nte, que muestra un fuerte 

potencial electrostático negativo, se representa co n la flecha discontinúa. La 

Phe454 se muestra sobresaliendo del sitio activo (e n la superficie transparente 

alrededor del sitio activo) (Mauracher et al., 2014 c). 
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Se ha determinado la estructura cristalina de una protirosinasa del hongo A. 

oryzae a una resolución de 1.39 Ǻ (PDB ID: 3W6W), Figura 3.13 (Fujieda et al., 

2013b). El sitio activo tiene una fenilalanina. La primera estructura de una tirosinasa de 

una planta J. regia ha sido descrita a una resolución de 2.39 Ǻ (Zekiri et al., 2014). 

 

 

 

Figura 3.13. Estructura tridimensional de tirosinas a de Aspergillus oryzae: (A) 

Vista general de la estructura dimérica. (B) Intera cciones polares del dímero de 

la enzima (Fujieda et al, 2013b).  
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Recientemente, en el 2014, se ha resuelto la estructura tridimensional de la 

primera tirosinasa unida a sus sustratos naturales monofenólicos (L-tirosina y p-tirosol) 

y difenólicos (L-dopa) unidos al sitio activo de la enzima, Figuras 3.14 y 3.15. 

Goldfeder et al. en  2014 han conseguido cambiar los átomos de cobre del sitio activo 

por átomos de zinc sin que se modificara la estructura general de la enzima (Golfeder 

et al., 2014). En cambio, la nueva proteína perdió las actividades catalíticas. De este 

modo, cocristalizaron la enzima de Bacillus megaterium con los sustratos unidos a los 

átomos de Zn2+. Como se muestra en la Figura 3.14, en la parte inferior, el sitio activo 

se encuentra en una cavidad de la enzima y el sustrato puede acceder a él 

relativamente fácil, lo que explicaría la poca especificidad de sustrato que presenta 

tradicionalmente tirosinasa. 

 

 

 

Figura 3.14. Estructura tridimensional del dímero d e tirosinasa de Bacillus 

megaterium con sus sustratos L-tirosina (A) y L-dopa (B) unido s al sitio 

binuclear de cobre. En la parte superior se muestra  la estructura general de la 

enzima con el detalle del sitio activo mientras que  en la parte inferior se muestra 

la superficie de la enzima con la hendidura donde s e encuentra el sitio activo  

(Goldfeder et al., 2014).  

 



Tesis Doctoral                                                                    1. Introducción 

María del Mar García Molina        87 

 

Figura 3.15. Detalle del sitio activo de tirosinasa  de Bacillus megaterium con sus 

sustratos L-tirosina (A) y L-dopa (B) unidos al sit io binuclear de cobre. El 

sustrato (magenta), se encuentra unido a uno de los  átomos de cobre y las 

histidinas se encuentran rodeándolo en la ayuda del  proceso catalítico de la 

enzima (Goldfeder et al., 2014).  

 

1.3.4.3. Diferencias estructurales entre tirosinasas y catecol oxidasas. 

Tirosinasa es una enzima capaz de orto-hidroxilar tirosina mientras que CO 

oxida exclusivamente orto-difenoles. Una diferencia para explicar esta distinta 

actividad catalítica sería la presencia de un residuo de fenilalanina (Phe) colocado 

sobre el CuA en CO, que en el caso de tirosinasa estaría sustituido por uno menos  

voluminoso correspondiente a Ala o Val. Otra explicación podría ser la presencia de un 

enlace tioéter en las CO, que no está presente en la tirosinasa; sin embargo, la CO, 

AoCO4, que no posee este enlace tioéter tampoco es capaz de hidroxilar a la tirosina 

(Hakulinen et al., 2013).  
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Tabla 3.3. Lista de todas las tirosinasas y catecol  oxidasas publicadas y sus características estructu rales 

Tipo Organismo PDB  Resolución Estructura 

cuaternaria 

Origen (activa/latente) Tamaño Estado 

del sitio 

activo 

Cu-Cu 

distancia 

Cristalización 

aditiva o 

sustrato 

TE 

Puente 

Marcador de posición/ 

Residuo de bloqueo 

TYR Streptomyces  

Castaneoglobisporus 

1WX2 1.8 Å Dímero de TYR  

y caddie 

rc 

(Escherichia 

coli) 

fl (A-TYR) 31/13 

kDa 

Oxi 3.48 Å H2O2 No Tyr98 (caddie, di-

hidroxilado)/No 

TYR S. castaneoglobisporus 2AHK 1.71 Å Dímero de TYR 

y caddie 

rc (E.coli) fl (A-TYR) 31/13 

kDa 

Met2 (2x 

H2O 

puentes) 

3.32 Å CuSO4 

(calado 6 

meses) 

No Tyr98 (caddie)/No 

TYR S. castaneoglobisporus 2AHL 1.60 Å Dímero de TYR 

y caddie 

rc (E.coli) fl (A-TYR) 31/13 

kDa 

Deoxi 

(1x H2O 

puentes) 

4.17 Å NH2OH No Tyr98 (caddie)/No 

TYR S. castaneoglobisporus 2ZMX 1.33 Å Dímero de TYR 

y caddie 

rc (E.coli) fl (A-TYR) 31/13 

kDa 

Met 

(~2X 

H2O 

puentes) 

3.72 Å CuSO4 

(calado 36 h) 

No Tyr98 (caddie)/No 

TYR Bacillus megaterium 3NM8 2.00 Å Homodímero rc (E.coli) fl (A-TYR) 34.4 kDa Met (1x 

H2O 

puentes) 

3.58 Å CuSO4 

(calado 36 h) 

No No/Val218 

TYR Aspergillus oryzae 3W6W 1.39 Å Homodímero rc (E.coli) fl (L-TYR) 71.0 kDa Met2 (2x 

H2O 

puentes) 

3.58 Å No Si 

(vuelta) 

Phe513/Val359 

TYR Agaricus bisporus 2Y9W 2.30 Å Heterotetrámero 

(H2L2) 

Fuente 

natural 

C-terminal 

truncado (A-

TYR) 

45.3/16.5 

kDa 

Deoxi 

(1x H2O 

puentes) 

4.43 Å HoCl3 Si 

(vuelta) 

No/Val283 
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TYR A. bisporus 2Y9X 2.78 Å Heterotetrámero 

(H2L2) 

Fuente 

natural 

C-terminal 

truncado (A-

TYR) 

45.3/16.5 

kDa 

Deoxi 4.04-

4.36 Å 

Tropolona 

/HoCl3 

Si 

(vuelta) 

Tropolona/Val283 

TYR A. bisporus 4OUA 2.76 Å Heterodímero 

A-TYR/L-TYR 

Fuente 

natural 

Fl and C-

terminal 

truncado (A-

TYR/L-TYR) 

64.2/43.6 

kDa 

Deoxi 4.4/4.2 Å TEW Si 

(vuelta) 

Phe454/Ala270 

TYR Manduca sexta 3HHS 1.97 Å Heterodímero 

(PPO2/PPO1) 

Fuente 

natural 

Fl (L-TYR) 80.0/78.9 

kDa 

Deoxi 

(1XH2O 

puentes 

en 

PPO2, 

cero en 

PPO1) 

4.86/4.53 

Å 

No No Phe88/Glu395_Phe85/Ser393 

CO Ipomoea batatas 1BT3 2.50 Å Monómero Fuente 

natural 

C-terminal 

truncado 

(activo) 

38.8 kDa Met (1X 

OH 

puentes) 

2.87 Å No Si 

(vuelta 

de 

hélice) 

No/Phe261 

CO I.batatas 1BT2 2.70 Å Dímero Fuente 

natural 

C-terminal 

truncado 

(activo) 

38.8 kDa Deoxi 

(1x H2O 

puentes) 

4.37 Å No Si 

(vuelta 

de 

hélice) 

No/Phe261 

CO I.batatas 1BUG 2.70 Å Dímero Fuente 

natural 

C-terminal 

truncado 

(activo) 

38.8 kDa Deoxi 4.25 Å Feniltiourea 

(PTU) 

Si 

(vuelta 

de 

hélice) 

No/Phe261 
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CO Vitis vinífera  2P3X 2.20 Å Monómero Fuente 

natural 

C-terminal 

truncado 

(activo) 

38.4 kDa Met (1X 

OH 

puentes) 

4.17 Å No Si 

(vuelta 

de 

hélice) 

No/Phe259 

CO Aspergillus oryzae 4J3P 2.50 Å Monómero rc 

(Trichioderma 

reesei) 

fl (activo) 42.0 kDa Oxi 

(puentes 

por dos 

átomos 

de 

oxígeno) 

4.23 Å No No 

(vuelta 

de 

hélice) 

No/Val299 
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1.4.     Tirosinasa: actividades catalíticas. 

Tirosinasa (EC 1.14.18.1) es una enzima con cobre ampliamente distribuida en 

la naturaleza. Cataliza fundamentalmente dos tipos de reacciones: (a) la orto-

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

de o-difenoles a o-quinonas (actividad difenolasa). Ambos tipos de reacciones 

requieren oxígeno molecular como segundo sustrato de la enzima (Rodríguez-López 

et al., 1992a; 1993a; Fenoll et al., 2002a; 2002c; García-Molina et al., 2014a; 2014b). 

A partir de estudios estructurales de la enzima de Agaricus bisporus (Ismaya et 

al., 2011a; 2011b) se demostró que el sitio activo se encuentra en la superficie de la 

proteína y que éste posee una cavidad amplia. Estas características facilitan el acceso 

de distintos tipos de moléculas y en consecuencia 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). En los 

estudios iniciales sobre tirosinasa se puso de manifiesto claramente, en todas las 

fuentes biológicas, la actividad difenolasa. Respecto a la actividad monofenolasa, al 

ser la reacción de hidroxilación más específica y complicada, ésta no se detectó en 

todas las fuentes biológicas lo que llevó a la conclusión errónea de que estas enzimas 

serían 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). La 

detección y cuantificación de la actividad monofenolasa requiere un conocimiento 

profundo del mecanismo de acción de la enzima. Los estudios cinéticos de nuestro 

grupo de investigación han permitido identificar y caracterizar correctamente, por 

primera vez, la actividad monofenolasa de la enzima obtenida de diferentes frutas y 

hortalizas (Espín et al., 1995; 1996; 1998a; 1998b; 1998c). Por otra parte, como se ha 

descrito anteriormente, el sitio activo está localizado muy cerca de la superficie de la 

proteína y esto lleva consigo que moléculas análogas a los sustratos fundamentales 

de la enzima (monofenoles y o-difenoles) puedan llegar al sitio activo. Esta situación 

da lugar a que la tirosinasa presente muchas actividades como son: actividad 

ascorbato oxidasa, oxidando ácido ascórbico a dehidroascórbico (Ros et al., 1995; 

1996; Espín et al., 2000a; Muñoz-Muñoz et al., 2009a), actividad catalasa, 

descomponiendo el peróxido de hidrógeno (Yamazaki et al., 2004; García-Molina et 

al., 2005a), oxidación de tetrahidropterinas (García-Molina et al., 2009; 2010a), 

oxidación de NADH (García-Molina et al., 2010b) y oxidación del ácido tetrahidrofólico 

(García-Molina et al., 2011). Además, con peróxido de hidrógeno la enzima muestra 

una actividad peroxidasa (Jiménez y García-Carmona., 1996; 2000). La actividad que 
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muestra tirosinasa en presencia de peróxido de hidrógeno se ha utilizado para 

demostrar que determinados monofenoles eran sustratos de la enzima y no inhibidores 

como se había descrito hasta ese momento; así, se ha confirmado que umbeliferona, 

guayacol, eugenol, isoeugenol, hidroquinona, 4-terc-butilfenol, α-naftol, β-naftol, 

carvacrol y timol son sustratos de la enzima (García-Molina et al., 2012; 2013a). La 

utilización de peróxido de hidrogeno también ha permitido caracterizar a hidroquinona 

como un sustrato de tirosinasa (García-Molina et al., 2014a). 

La determinación de estas actividades catalíticas ha sido difícil debido a la alta 

inestabilidad que tiene el producto de reacción quinónico de cada sustrato. Esta 

caracterización se ha podido llevar a cabo gracias a la puesta a punto de distintos 

métodos de medida para cada tipo de producto quinónico (García-Molina et al., 

2007a). A continuación se profundizará en cada tipo de actividad catalítica de 

tirosinasa: difenolasa, monofenolasa, ascorbato oxidasa, catalasa, tetrahidropterina 

oxidasa, NADH oxidasa, tetrahidrofólico oxidasa y peroxidasa. 

 

1.4.1. Actividad difenolasa 

La actividad difenolasa consiste en la oxidación, en un turnover, de dos 

moléculas de o-difenol utilizando una molécula de oxígeno. A partir de medidas de 

velocidad de estado estacionario, el mecanismo cinético que se propone para esta 

enzima corresponde a un mecanismo Uni Uni Bi Uni Ping Pong; es un mecanismo 

trisustrato con dos sustratos y dos productos iguales (Galindo et al., 1983). También 

se han realizado estudios de flujo detenido (stopped-flow), en los que se demuestra 

que oxitirosinasa es un intermedio del ciclo catalítico (Makino y Mason, 1973; 

Rodríguez-López et al., 2000a). El esquema cinético del mecanismo se muestra en el 

Esquema 4.1, mientras que el estructural se representa en el Esquema 4.2. 

k2

k-2
k3

k8

k-8

k6

k-6

k7
 Em + D  EmD Ed + O2 Eox + D EoxD  Em

Q

Q

H2O

H2O

 

Esquema 4.1. Mecanismo cinético propuesto para expl icar la actividad 

difenolasa de tirosinasa. mE  = metatirosinasa, dE = desoxitirosinasa, oxE  = 

oxitirosinasa, D = o-difenol, Q = o-quinona (Galindo et al., 1983).  
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Esquema 4.2. Mecanismo estructural propuesto para l a actividad difenolasa de 

tirosinasa de Agaricus bisporus (Muñoz-Muñoz et al., 2012a). 

 

En el mecanismo propuesto en el Esquema 4.1, la forma metatirosinasa une 

una molécula de o-difenol, probablemente enlazado en primer lugar al CuA (Goldfeder 
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et al., 2014), lo oxida reduciéndose el cobre de Cu2+ a Cu1+ y originando 

desoxitirosinasa, esta última reacciona con el oxígeno molecular y forma oxitirosinasa, 

volviendo los cobres del centro activo al estado de oxidación +2. En una etapa 

posterior oxitirosinasa une otra molécula de o-difenol, el peróxido se reduce a agua y 

la enzima se regenera como metatirosinasa (Esquema 4.1). 

Los o-difenoles son mejores nucleófilos que los monofenoles, lo que repercute 

en una mayor rapidez de reacción para los o-difenoles. La etapa determinante del 

proceso catalítico (Esquema 4.1) es la controlada por 7k ( 
1 27 , 7k k y 

37k ), como se ha 

demostrado por estudios de efecto isotópico (Peñalver et al., 2003; Fenoll et al., 

2004a). La dependencia de los valores de las constantes de Michaelis de distintos 

monofenoles y o-difenoles es más compleja, pues intervienen etapas de enlace y 

transformación. 

A partir de estudios cinéticos en estado estacionario de la acción de tirosinasa 

sobre una serie de o-difenoles, se puso de manifiesto la importancia de la cadena 

lateral y la hidrofobia o hidrofilia del sustrato objeto de estudio, mediante la 

determinación de 6k  (Rodríguez-López et al., 2000a). 

Los datos obtenidos, mediante el análisis cinético de la acción de la enzima 

sobre o-difenoles en estado estacionario y en fase de transición, permiten el cálculo de 

2k , la constante de unión a la forma metatirosinasa, resultando ( 2 6≫k k ) (Rodríguez-

López et al., 2000a). Una posible explicación podría ser que en la forma meta ( mE ) 

existe una base desprotonada que capta un protón del hidroxilo del sustrato. Se ha 

propuesto que podría ser un resto de ácido glutámico en Manduca sexta y en Vitis 

vinífera (Li et al., 2009; Virador et al., 2010a; 2010b). Esto también explicaría la mayor 

rapidez en la unión a la forma meta ( mE ) respecto a la forma oxi ( oxE ), ya que en esta 

última debe transferirse el protón 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 metatirosinasa tienen una carga neta de 

+2 y, por lo tanto, son más positivos que la forma oxi (Etapas 2 y 7 del Esquema 4.2). 

El o-difenol a través de las Etapas 2 y 3 y las Etapas 7 y 8 se enlaza de forma 

bidentada a la enzima y es oxidado a o-quinona, esto explicaría que la enzima oxide 

los o-difenoles y no a los p-difenoles. Sin embargo, existen grupos de investigación 

que proponen una coordinación monodentada (Klabunde et al., 1998; Eicken et al., 

1999). 
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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). Así, las histidinas unidas a los átomos de cobre son rígidas y, 

por lo tanto, se postula la existencia de dos bases en el centro activo de la enzima, 

capaces de aceptar los protones del sustrato (Etapas 3 y 8 del Esquema 4.2). Estudios 

realizados por nuestro grupo de investigación han demostrado la existencia de dos 

pKas cinéticamente significativos en el sitio activo de la enzima (Muñoz-Muñoz et al., 

2010a; 2012a). 

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). 

A partir de estos datos se pone de manifiesto que sustratos sin cadena lateral como 

catecol y pirogalol tienen la constante catalítica más alta, seguidos por los o-difenoles 

con cadena lateral hidrofóbica y, posteriormente, por los de cadena lateral hidrofílica.  

El Esquema 4.2 muestra el mecanismo estructural actual propuesto por nuestro 

grupo de investigación. En este Esquema, el o-difenol se une a la forma meta ( mE ), en 

la Etapa 1, posiblemente formando un enlace de puente de hidrógeno con la base B1. 

Posteriormente, el sustrato se une en posición axial a uno de los átomos de cobre de 

la forma mE , quizás a CuA (Goldfeder et al., 2014) (Etapa 2); esta coordinación va 

acompañada de la transferencia del protón a un residuo protéico B1 (posiblemente una 

histidina) (Etapa 2). La coordinación bidentada del o-difenol (Etapa 3) está 

acompañada de una segunda transferencia de protón, probablemente a una segunda 

base B2 próxima al CuB. La transferencia electrónica a partir del o-difenol conduce a la 

formación de la o-quinona y a la especie desoxitirosinasa ( dE ), (Etapa 4). A 

continuación, tiene lugar la unión del oxígeno en el plano ecuatorial de los cobres 

(Etapa 5), generando la forma oxitirosinasa, en la cual el peróxido está coordinado a 

los dos iones de cobre oxidados, Cu2+. En la reacción de la forma oxi ( oxE ) con una 

segunda molécula de o-difenol (Etapa 6), la coordinación de o-difenol a uno de los 

iones de cobre del sitio activo está acompañada de la transferencia de un protón al 

grupo peróxido (Etapa 7), lo que 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). La coordinación de o-difenol se ha propuesto que se produzca de 

manera diaxial, ya que el plano ecuatorial estaría ocupado por el peróxido (Etapa 9). 

Para la coordinación bidentada del o-difenol se transfiere un segundo protón, 
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probablemente al igual que en la forma meta, por transferencia a una segunda base B2 

próxima al CuA, 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). 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 

metatirosinasa (Etapa 10). 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). 

 

1.4.2. Actividad monofenolasa 

Como se comentó anteriormente, tirosinasa muestra varias actividades 

enzimáticas y una de ellas es la hidroxilación de monofenoles a o-difenoles. La 

secuencia de reacciones se muestra en el Esquema 4.3. El estudio de esta actividad 

ha atraído la atención de muchos investigadores (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., 2002b; Fenoll et al., 2004b). Las características más 

ampliamente descritas de la actividad monofenolasa son: 

(a) La actividad monofenolasa siempre se expresa junto con la actividad 

difenolasa, puesto que el producto de la primera actividad es el o-difenol, que es 

sustrato de la segunda actividad. 

(b) Las etapas no enzimáticas que se originan a partir de o-dopaquinona son 

iguales en las dos actividades. 

(c) La actividad monofenolasa muestra un período de retardo en la acumulación 

del producto dopacromo antes de llegar al estado estacionario. El período de retardo 

depende de la naturaleza de la enzima, de su concentración y de la naturaleza y 

concentración del sustrato. Los estudios sobre el período de retardo de tirosinasa son 

numerosos (Pomerantz, 1966; Duckworth y Coleman, 1970; García-Molina et al., 

2005b; 2005d). El período de retardo puede ser eliminado en presencia de o-difenoles 

y de 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 con ácido tetrahidrofólico (García-Molina et al., 2011).  Nuestro grupo de 

investigación ha establecido el significado del período de retardo y, además, ha 
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obtenido una expresión analítica aproximada para cuantificarlo (Rodríguez-López et 

al., 1992b; Fenoll et al., 2001; García-Molina et al., 2007a). En el Esquema 4.3 se 

muestra el mecanismo cinético propuesto para las dos actividades de tirosinasa que 

se superponen en la actuación de la enzima. Según el mecanismo descrito en el 

Esquema 4.3, la especie oxitirosinasa reacciona con el monofenol, forma un complejo 

ternario ( MoxE ) que permite la hidroxilación del monofenol a o-difenol ( DmE ), a partir 

de este intermedio puede ocurrir la oxidación del o-difenol  a o-quinona originando la 

forma desoxitirosinasa o bien la liberación del o-difenol, liberando la forma mE  (Mason, 

1956; Fenoll et al., 2001; Muñoz-Muñoz et al., 2012b). Para cerrar el ciclo catalítico 

tirosinasa debe reaccionar con una molécula de  oxígeno, caso de desoxitirosinasa, o 

bien con una molécula de o-difenol en el caso de la forma mE y, por lo tanto, 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). En el estado estacionario la 

enzima debe acumular una cantidad de o-difenol tal que debe cumplir la relación 

[D] / [M]= ss ssR  (Rodríguez-López et al., 1992b; Ros et al., 1993a; 1993b; 1994a; 

Rodríguez-López et al., 2001). Para que la concentración de o-difenol no varíe, en el 

estado estacionario la enzima debe realizar dos ciclos en la ruta monofenolasa por una 

en la difenolasa (Fenoll et al., 2001; Peñalver et al., 2005).  

 En el Esquema 4.4 se incluyen todas las etapas el mecanismo propuesto para 

explicar la hidroxilación de monofenoles, que incluyen las etapas de la actividad 

difenolasa. En este esquema existen puntos críticos como son la desprotonación del 

monofenol, que ocurre en la Etapa 13 donde el monofenol se enlaza a la forma oxE  

transfiriendo el protón del grupo hidroxilo de C-4 al peróxido y posteriormente, 

mediante la Etapa 14, se une en axial al átomo de cobre, probablemente al CuA 

(Goldefer et al., 2014). A continuación, se lleva a cabo un ataque electrofílico al anillo 

en C-3, por parte del oxígeno del peróxido, originando un intermedio ( D−mE )3 en el 

cual el o-difenol está unido en axial/ecuatorial. En esta situación, debido a la falta de 

coplanariedad de los orbitales, no puede darse la oxidación/reducción concertada y el 

o-difenol puede romper el enlace con el cobre CuA (Etapa 16) originando la especie 

( D−mE )4 y, por otra parte, a través de la Etapa 18 se puede originar la especie 

( D−mE ), un intermedio de la actividad difenolasa. A su vez, la especie ( D−mE )3 

puede romper el enlace con el cobre CuB (Etapa 17) originando el intermedio 

( D−mE ), que conecta con el ciclo difenolasa (Esquemas 4.2 y 4.4). Un punto muy 
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importante de este mecanismo es que a partir del intermedio D−mE  se puede liberar 

o-difenol al medio (Etapa 1). 
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Esquema 4.3. Detalle del mecanismo cinético propues to para la actividad mono- 

y difenolasa de tirosinasa de Agaricus bisporus. La terminología es la misma 

que en el Esquema 4.1 y además M = monofenol, MoxE  = complejo 

oxitirosinasa/monofenol, MmE = complejo metatirosinasa/monofenol, QH = o-

dopaquinona protonada, Cr = dopacromo (Rodríguez-Ló pez et al., 1992b). 
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sustratos monofenólicos y la oxidación de o-difenoles a o-quinonas catalizada 
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1.4.3. Estereospecifidad  de las actividades monofenolasa y difenolasa  

Tirosinasa es una enzima que muestra estereoespecifidad de enlace. Los 

isómeros L tienen una constante de Michaelis menor que los isómeros D; sin embargo, 

la rapidez de catálisis es la misma. Por otra parte los valores de los desplazamientos 

químicos de los carbonos 3 y 4 del sustrato son los mismos para los dos isómeros, 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). Respecto 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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1.4.4. Actividad ascorbato oxidasa 

El ácido ascórbico, o vitamina C, es un reductor muy potente en la naturaleza, 

tirosinasa es capaz de oxidarlo. Los parámetros cinéticos obtenidos para esta 

oxidación mostraron una constante catalítica baja (0.97 ± 0.05s-1) y una constante de 

Michaelis alta (2.79 ± 0.11 mM) (Muñoz-Muñoz et al., 2009a). 

 La actividad ascorbato oxidasa de tirosinasa se puso de manifiesto para la 

enzima de champiñón hace tiempo (Ros et al., 1995). Los estudios sobre la estructura 

de la enzima y la demostración de que el sitio activo está en la superficie de la 

proteína (Ismaya et al., 2011a; 2011b), pueden explicar el acceso y la oxidación del 

ácido ascórbico como sustrato de la enzima. 

 El mecanismo cinético sería análogo al mostrado en el Esquema 4.1 para los o-

difenoles, en cuanto al mecanismo estructural se detalla en el Esquema 4.5. En la 

Etapa 1 el ácido ascórbico protonado (S) interacciona con  mE  formando el complejo 

mE S, a través de la base B1. Posteriormente, se cede el protón a la base B1 y ataca el 

oxígeno al átomo de cobre A, CuA (Goldfeder et al., 2014). Seguidamente se transfiere 

otro protón a la base B2, posiblemente cercana al CuB, y el sustrato se une 

diaxialmente a la enzima (Etapa 3). Debe indicarse que en este proceso se presentan 

dos bases en el centro activo de la enzima y además que las histidinas unidas a los 

átomos de cobre se consideran fijas, como se indicó anteriormente. En la Etapa 4 

ocurre el proceso de oxidación/reducción concertado, la enzima se reduce a la forma  

dE y se libera el ácido dehidroascórbico. A continuación, en la Etapa 5 se une una 

molécula de oxígeno, pasando la enzima a la forma oxE . En la Etapa 6 se une otra   

molécula de sustrato a la forma oxE  y se transfiere un protón al puente peróxido 

(Etapa 7). La base B2 acepta un protón del sustrato y éste se une de forma diaxial 

(Etapa 8). Finalmente, el sustrato se oxida (Etapa 9), liberándose ácido 

dehidroascórbico y la forma mE  (Muñoz- Muñoz et al., 2009a). 
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Esquema 4.5. Mecanismo estructural propuesto para l a oxidación del ácido 

ascórbico  (S) por tirosinasa de Agaricus bisporus (Muñoz-Muñoz et al., 2009a). 
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1.4.5. Actividad catalasa 

Se ha puesto de manifiesto que tirosinasa muestra actividad catalasa cuando 

se encuentra con H2O2 como único sustrato disponible (Yamazaki et al., 2004; García-

Molina et al., 2005a). La descomposición del H2O2 por tirosinasa se muestra en el 

Esquema 4.6. En la Etapa 1, el H2O2 reacciona con mE  originando el complejo SmE , 

que libera una molécula de agua (Etapa 2), transformándose en la especie enzimática 

oxE . En condiciones anaerobias, se libera oxígeno (Etapa 3) y la enzima se transforma 

en dE . En la Etapa 4 y mediante otra molécula de H2O2 se origina el complejo dE S , el 

cual mediante las Etapas 5 y 6 libera H2O y mE . Además, durante esta actividad 

catalítica de tirosinasa, la enzima sufre un proceso de inactivación suicida (García-

Molina et al., 2005a). 
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Esquema 4.6. Mecanismo estructural descrito para la  descomposición del H 2O2 

por tirosinasa de Agaricus bisporus gracias a su actividad catalasa (García-

Molina et al., 2005a). 
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1.4.6. Actividad tetrahidropterina oxidasa 

Tirosinasa es capaz de oxidar a las tetrahidropterinas mediante la actividad que 

nuestro grupo de investigación denominó tetrahidropterin oxidasa. En trabajos 

publicados recientemente  (García-Molina et al., 2007b; 2009; 2010a; Muñoz-Muñoz et 

al., 2011a) se puso de manifiesto que tirosinasa es capaz de oxidar a la 5,6,7,8-

tetrahidrobiopterina y a sus derivados metilados 6-metil-5,6,7,8-tetrahidropterina y el 

6,7-dimetil-5,6,7,8-tetrahidropterina (Esquema 4.7). El mecanismo estructural 

propuesto en el Esquema 4.7, indica las posibles etapas que tienen lugar en esta 

oxidación. El ataque a los átomos de cobre ocurriría a través de los átomos de 

nitrógeno y carbono del sustrato. En la unión a la forma oxE , nuevamente atacaría el 

sustrato transfiriendo un protón al peróxido y el otro a la base B2. En ambos casos una 

oxidación/reducción llevaría a la formación del sustrato oxidado y las formas dE y mE  

respectivamente. 
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Esquema 4.7. Mecanismo estructural propuesto para l a oxidación de las 

tetrahidropterinas (S R) por tirosinasa de Agaricus bisporus (Muñoz-Muñoz et al., 

2011a). 
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1.4.7. Actividad NADH oxidasa 

Se sabía que el coenzima NADH acortaba el período de retardo en la actividad 

monofenolasa de tirosinasa (Pomerantz, 1966). Nuestro grupo de investigación 

consiguió demostrar que el NADH es sustrato de tirosinasa, por lo tanto tirosinasa de 

Agaricus bisporus tiene una actividad NADH oxidasa. El Esquema 4.8 muestra las 

distintas etapas del mecanismo propuesto. 
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Esquema 4.8. Mecanismo estructural propuesto para e xplicar la oxidación del 

NADH (S) por tirosinasa de Agaricus bisporus (García-Molina et al., 2010b). 
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1.4.8. Actividad tetrahidrofólico oxidasa 

Recientemente nuestro grupo de investigación demostró la oxidación del ácido 

tetrahidrofólico por tirosinasa de Agaricus bisporus (García-Molina et al., 2011). El 

Esquema 4.9 muestra detalladas las posibles etapas del mecanismo estructural 

propuesto. En la oxidación del ácido tetrahidrofólico intervienen un átomo de nitrógeno 

protonado y un grupo hidroxilo. La reacción según se muestra en el Esquema 4.9 se 

iniciaría con la forma protonada del sustrato.  
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Esquema 4.9. Mecanismo estructural propuesto para l a oxidación del ácido 

tetrahidrofólico (THF) por tirosinasa de Agaricus bisporus (García-Molina et al., 

2011). 
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1.4.9. Oxidación de o-aminofenoles y o-aminas aromáticas 

La hidroxilación de monoaminas aromáticas, la oxidación de o-aminofenoles y 

o-diaminas, se describió hace tiempo (Toussaint y Lerch, 1987). Posteriormente se 

publicaron algunos trabajos aislados (Rescigno et al., 1998; Sanjust et al., 2003; 

Gasowska et al., 2004; Rescigno et al., 2011a). Y recientemente se ha llevado a cabo 

un estudio sistemático de estos procesos (Muñoz-Muñoz et al., 2011d; 2012c). 

Los mecanismos estructurales propuestos para explicar la hidroxilación de 

monoaminas aromáticas y la oxidación de o-aminofenoles se muestran en el Esquema 

4.10. El mecanismo propuesto para la oxidación de los o-diaminas se muestra en el 

Esquema 4.11. 

En general, se cumple que la constante catalítica de la acción de la enzima 

sobre monofenoles es mucho mayor que sobre monoaminas, ya que la etapa limitante 

es la transferencia del protón del nitrógeno al peróxido de la forma oxitirosinasa. En 

cuanto a las o-diaminas, su constante catalítica es mucho menor que la de los o-

difenoles, puesto que deben ocurrir dos transferencias de protones desde átomos de 

nitrógeno. 
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Esquema 4.10. Mecanismo estructural propuesto para la hidroxilación y 

oxidación de monoaminas aromáticas y o-aminofenoles por tirosinasa de 

Agaricus bisporus. A = monoamina, AF =  o-aminofenol y P = producto  o-

quinonaimina (Muñoz-Muñoz et al., 2011d). 
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Esquema 4.11. Mecanismo estructural propuesto para la oxidación de o-

diaminas aromáticas por tirosinasa de Agaricus bisporus. DA = o-diamina 

aromática, P = producto o-diimina (Muñoz-Muñoz et al., 2011d). 
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1.4.10. Actividad monofenolasa de tirosinasa en pre sencia de peróxido de 

hidrógeno 

La forma oxE  de tirosinasa es la única capaz de hidroxilar monofenoles a o-

difenoles. Aunque en la forma nativa de la enzima existe una mezcla de meta y 

oxitirosinasa, es necesario que en el medio de reacción se genere un reductor para 

pasar la enzima de meta a desoxi y en presencia de oxígeno a oxi (Sánchez-Ferrer et 

al., 1995). Esta situación ocurre cuando se estudia la pareja de sustratos fisiológica L-

tirosinasa/L-dopa (Rodríguez-López et al., 1992b). Sin embargo, cuando se estudia la 

actividad de la enzima sobre 4-terc-butilfenol o bien sobre N,N-dimetiltiramina al no 

generarse o-difenol en el medio debido a la estabilidad de la o-terc-butilquinona y a la 

formación de N,N-dimetilindoliniolato respectivamente, la actividad hidroxilasa de la 

enzima se muestra dependiente de peróxido de hidrógeno (Jiménez y García-

Carmona, 1996; 2000). La secuencia de reacciones en el caso del 4-terc-butilfenol se 

muestra en el Esquema 4.12.  

 

EmM
k1

k-1

M + Em + D Em D
k2

k-2

EoxD Eox EoxM

Q

2H2O

k7 k9

H2O2
Ed

k5

H2Ok3

Q

k8k-8
D Mk6

k-6

k4

k-4

O2

  

 

Esquema 4.12. Acción de tirosinasa sobre 4- terc-butilfenol en presencia de 

peróxido de hidrógeno. M = 4- terc-butilfenol, D = 4- terc-butilcatecol, Q = o-terc-

butilquinona (Jiménez y García-Carmona, 1996). 
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1.4.11. Aplicación de la actividad hidroxilasa de t irosinasa en presencia de 

peróxido de hidrógeno para investigar a distintos m onofenoles como sustratos 

de tirosinasa 

 En la bibliografía hay publicados distintos trabajos en los que se propone que 

algunos monofenoles son inhibidores de tirosinasa (Ros et al., 1994b; Sollai et al., 

2008; Lin et al., 2012; Stratford et al., 2012). Este grupo de moléculas se caracterizan 

por el hecho de que sus o-quinonas no evolucionan con estequiometrias definidas 

generando o-difenoles en el medio. Sin embargo, en presencia de H2O2, que pasa la 

forma mE a oxE , es posible demostrar actividad enzimática de tirosinasa sobre estos 

compuestos (García-Molina et al., 2012; 2013a; 2013b; Ortíz-Ruiz et al., 2015), lo que 

ha permitido revisar una serie de moléculas como las descritas en el Esquema 4.13. 
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Esquema 4.13. Estructuras químicas: (1) Hidroquinon a, (2) 4-terc-butilfenol, (3) 

umbeliferona, (4) α-naftol, (5) β-naftol, (6) arbutina, (7) carvacrol, (8) timol, (9 ) 

guayacol, (10) eugenol e (11) isoeugenol (García-Mo lina et al., 2013b).  
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1.4.12. Acción de tirosinasa sobre hidroquinona 

La posibilidad que tiene tirosinasa de hidroxilar monofenoles, en presencia de 

peróxido de hidrógeno se ha utilizado para estudiar una molécula importante como 

hidroquinona (García-Molina et al., 2014a). La catálisis de la enzima en presencia de 

peróxido de hidrógeno se muestra en el Esquema 4.14 (García-Molina et al., 2014a), 

resolviendo de esta manera un problema antiguo en el área (Stratford et al., 2012). 
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Esquema 4.14. Mecanismo cinético propuesto para exp licar la acción de 

tirosinasa sobre HQ en presencia de  H 2O2. mE , oxE  and dE  son met-, oxi- y 

desoxi-tirosinasa, respectivamente. HQ, HHQ y HPB r epresentan a hidroquinona, 

2-hidroxihidroquinona and 2-hidroxi- p-benzoquinona, respectivamente. Se 

muestran los complejos enzimáticos mE HQ, mE HHQ y oxE HQ (García-Molina et 

al., 2014a). 
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También se estudió la hidroxilación de hidroquinona en presencia de o-difenol 

catalítico y ácido ascórbico, (García-Molina et al., 2014c). La secuencia de reacciones 

se muestra en el Esquema 4.15. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema 4.15. Acción de tirosinasa sobre hidroquino na en presencia de o-

difenol catalítico, donde : HQ =Hidroquinona, TBC =4-terc-butilcatecol, 

-TBCo =o-terc-butilquinona, HHQ =2-hidroxi-hidroquinona, HPB =2-hidroxi- p-

benzoquinona, 2AH  =  ácido ascorbico, A =  ácido dehidroascorbico, mE = 

metatirosinasa, dE = desoxitirosinasa y oxE = oxitirosinasa (García-Molina et al., 

2014c). 
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1.5.    Tirosinasa: regulación enzimática 

La actividad de tirosinasa está regulada en el melanosoma. En este capítulo se 

describirán diferentes tipos de regulación que tiene esta enzima: externamente con la 

acción de inhibidores o inactivadores e internamente mediante una inactivación 

particular de la misma basada en su mecanismo (inactivación suicida). 

 

1.5.1. Inhibidores 

La definición de inhibidor de tirosinasa es a veces confusa, ya que algunos 

autores usan este término para definir como inhibidores moléculas que desvían la ruta 

de biosíntesis de melaninas generando otras o-quinonas distintas a o-dopaquinona en 

lugar de que ocurra una interacción inhibidor/enzima directa. Se han aislado e 

identificado un gran número de inhibidores tanto de fuentes naturales (Parvez et al., 

2007) como sintéticos (Rescigno et al., 2002; Solano et al., 2006; Chang, 2009). 

Muchos de estos inhibidores se estudian utilizando tirosina/dopa como sustratos y la 

actividad enzimática se sigue midiendo la formación de dopacromo. Así pues, la 

inhibición de tirosinasa puede ser clasificada, desde un punto de vista experimental, en 

diferentes tipos: 

1. Agentes reductores que producen la reducción de o-dopaquinona a L-

dopa. En este tipo se encuentran inhibidores clásicos como ácido 

ascórbico, que se utiliza como inhibidor de la melanogénesis ya que, al 

reducir la o-dopaquinona, impide la formación de dopacromo y, por 

tanto, la formación de melaninas. 

2. Eliminadores de o-dopaquinona, que reaccionan también con ésta y 

forman compuestos coloreados. En este tipo destacan los compuestos 

tiólicos como la cisteína, que forma un aducto con la o-quinona y 

ralentiza el proceso de formación de eumelaninas hasta que el 

compuesto tiólico es consumido. 

3. Sustratos enzimáticos alternativos. En este tipo están los compuestos 

fenólicos cuyo producto quinónico absorbe en una longitud de onda del 

espectro electromagnético diferente a la del dopacromo. Cuando la 

enzima tiene una buena afinidad por estos compuestos la formación de 

dopacromo disminuye y, por tanto, son clasificados erróneamente como 

inhibidores de la enzima. 
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4. Inactivadores enzimáticos no específicos. En este tipo se encuadran los 

ácidos y bases, los cuales desnaturalizan inespecíficamente a la enzima 

inactivándola. 

5. Inactivadores específicos de tirosinasa. 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. 

6. Inhibidores específicos de tirosinasa. Son aquellos inhibidores que se 

unen reversiblemente a la enzima reduciendo su actividad catalítica. 

De todas estas clases, sólo (los del tipo 5 y 6) se pueden considerar como 

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) inhibidores 

competitivos, (b) inhibidores acompetitivos, (c) inhibidores mezcla y (d) inhibidores no 

competitivos. En cualquier caso, debido a la inespecificidad de tirosinasa, el grado de 

inhibición de la enzima por cualquier inhibidor nuevo se compara con el del ácido 

kójico, que es el inhibidor clásico de tirosinasa (Cabanes et al., 1994; Chen et al., 

1991) (Figura 5.1). Recientemente se han identificado y caracterizado los genes 

implicados en la síntesis de las enzimas que catalizan la biosíntesis del ácido kójico a 

partir de glucosa en Aspergillus oryzae (Terabayashi et al., 2010).  

Otros inhibidores clásicos de referencia de la tirosinasa son la tropolona (Espín 

y Wichers, 1999b) y la L-mimosina (Cabanes et al., 1987b) (Figura 5.1). 

 

O

OH

O

HO

Acido kójico

O

OH

Tropolona

NH2

N

HO

O O OH

L-mimosina  

Figura 5.1. Estructuras químicas de los inhibidores  de referencia de la 

tirosinasa: ácido kójico, tropolona y L-mimosina. 

 

El estudio de agentes que causan hipopigmentación, sobre todo en la piel 

humana, ha atraído la atención de muchos investigadores. Los mecanismos de 

actuación de estos compuestos son múltiples y comprenden aspectos como: a) 

inhibición de tirosinasa, maduración y aumento de su degradación; b) inhibición de Mitf 
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(factor de inducción de la transcripción de la melanogénesis); c) disminución de la 

actividad de MC1R; d) interferencia en la maduración y transferencia de melanosomas; 

e) pérdida de melanocitos y f) descamación. La aproximación más estudiada 

corresponde a la inhibición de tirosinasa, ya que esta enzima cataliza la etapa limitante 

de la melanogénesis. Aunque el número de inhibidores de tirosinasa estudiados in 

vitro es muy alto, únicamente unos pocos tienen aplicación clínica. Actualmente, se 

están desarrollando estrategias que suponen el uso de dos o más agentes que actúen 

por distintos mecanismos para conseguir un efecto sinérgico. Además, en estos 

compuestos se deben considerar aparte de la inhibición de tirosinasa otros aspectos 

como: citotoxicidad, solubilidad, absorción cutánea, penetración y estabilidad. 

En la Tabla 5.1 se muestran una serie de efectores que pueden reducir la 

pigmentación en mamíferos a través de distintos mecanismos, los cuales comprenden 

desde el control de la bioquímica de la melanogénesis hasta la destrucción de 

melanocitos (Solano et al., 2006). 
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Tabla 5.1. Efectores biológicos que causan hipopigm entación (Solano et al., 

2006). 

 

Mecanismo 

 

Efector Biológico/ 

Compuesto 

 

Referencia 

Inhibidores de tirosinasa, 
TRP1,TRP2, 
principalmente a través de 
la regulación negativa de 
MITF 

 

TGF-β1 

TNFα 

 

IL1α, β, IL-6 

Ácido lisofosfatídico 

C2 ceramidas 

Esfingosilfosforilcolina 

Simian virus 40 (SV-40) 

Vitamina E 

Dkk1 

Inhibidores de calpaina 

Kim et al., 2004a 

Martínez-Esparza et al., 

1998 

Choi et al., 2005 

Kim et al., 2004b 

Kim et al., 2002 

Kim et al., 2005 

Prince et al., 2001 

Funasaka et al., 1999 

Yamaguchi et al., 2004 

Ohguchi et al., 2005 

 

Incrementando la 

ubiquitinación de tirosinasa 

Fosfolipasa D2 

Ácidos grasos 

Kageyama et al., 2004 

Ando et al., 2004, 2006 

 

Inhibición de la 

maduración de tirosinasa 

Antisentidos a la cadena 
ligera de  la ferritina 

Glucoesfingolípidos 

Maresca et al., 2006 

Sprong et al., 2001 

 

Disminución de la 

actividad de MC1R 

 

Proteína agouti 

 

Wolff, 2003 

Inhibición cAMP (agentes 

anti-inflamatorios)  

Corticoesteroides Nanda et al., 2006 
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Interferencia con la 
transferencia y maduración 
de melanosomas. 

 

 

 

TGF-β1 

Inhibidores de serin 

proteasas 

Niacinamida (Vitamina B3) 

Neoglicoproteínas, lectinas 

 

 

Martínez-Esparza et al., 

2001 

Seiberg et al., 2000a, 

2000b 

Hakozaki et al., 2002 

Minwalla et al., 2001 

 

Efecto secundario de la 
medicación (pérdida de 
melanocitos): 

-Liberación de intermedios 
tóxicos de síntesis de 
melanina 

-Metabolitos fúngicos 
tóxicos 

 

 

 

 

Activador del receptor de 

melatonina 

Levaduras malessezia 

(Pityriasis Versicolor) 

Líquenes 

 

 

 

 

 

Slominski et al., 1989 

 

Carlson et al., 2002 

 

Thoma et al., 2005 

Autoimmune: 

-Activación de la vía del 
receptor-7/8-Toll 

-Muerte de melanocitos 

mediada por células 

dendríticas/T 

-Desconocidos 

 

Imiquimod 

Antígenos asociados a 

melanoma 

4-terc-butilfenol 

 

Triglicidil-p-aminofenol 

IFN-γ 

Agentes alquilantes 

bisulfan 

Imatinib mesilato 

Brown et al., 2005 

Luiten et al., 2005 

 

Kroll et al., 2005 

 

Jappe et al., 2005 

Carroll et al., 1997 

Raanani et al., 2002 

Legros et al., 2005 

Tsao et al., 2003 
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Los trabajos experimentales de esta Tesis Doctoral se han realizado con 

tirosinasa de champiñón y, por lo tanto, desarrollaremos fundamentalmente la 

descripción de los inhibidores de esta enzima. El mecanismo de acción de la mayoría 

de inhibidores no está completamente explicado. Esto se debe fundamentalmente a la 

complejidad del mecanismo de tirosinasa, el cual implica tres formas enzimáticas 

distintas y dos ciclos interpenetrados para explicar su acción sobre monofenoles y o-

difenoles. Hay descritos un gran número de inhibidores de tirosinasa, estos son de 

fuentes naturales o sintéticas y son capaces de inhibir la actividad difenolasa o 

monofenolasa, o bien ambas. Generalmente muchos inhibidores competitivos se 

parecen estructuralmente al sustrato y su modo de acción implica bien la quelatación 

de cobre o la inhibición estructural competitiva. 

A continuación se describen los inhibidores más importantes descritos en la 

bibliografía, comenzamos por los inhibidores diseñados a partir de productos naturales 

para pasar posteriormente a los inhibidores de origen sintético (Chang, 2012; Reddy et 

al., 2012; Kwak et al., 2013a; 2013b; Peng et al., 2013; Mendes et al., 2014; Lee et al., 

2015). 

 

1.5.1.1. Diseño de inhibidores a partir de productos naturales 

1.5.1.1.1. Derivados del resveratrol 

Resveratrol (3,5,4´-trihidroxi-trans-estilbeno) y oxiresveratrol (2,3´,4,5´-

tetrahidroxiestilbeno) son fitoalexinas de origen natural y exhiben un efecto inhibitorio 

sobre tirosinasa, así como una inhibición de la melanogénesis, además de otras 

actividades biológicas. El mecanismo de inhibición de resveratrol ha sido demostrado 

recientemente como tipo catk  (sustrato suicida), pero la eficacia de este compuesto 

natural no es demasiado buena, por lo que se aconseja su uso como coadyuvante en 

tratamientos de hiperpigmentación (Satooka y Kubo, 2012; Franco et al., 2012). 

Con el fin de mejorar la actividad inhibitoria, se ha desarrollado la síntesis de 

análogos del resveratrol sustituyendo el grupo CH por un átomo de nitrógeno (Franco 

et al., 2012) (Tabla 5.2). 
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Tabla 5.2. Derivados del resveratrol.  

 

Estructura química 

 

R 

 

IC50 (µM) 

 

Referencia 

 

 

 

R6

N

R1

R2

R3

R4

R5

 

 

Análogos aza-resveratrol 

 

R1,R2,R4,R5,R6= H  

R3 = NO2 

 

 

R1,R2,R5 = H 

R3,R4 = OH  

R6 = OH 

 

160.1(µg/ml) 

 

 

 

 

17.22 ± 0.38 

 

Franco et al., 

2012 

 

 

 

Bae et al., 2012 

 

 

 

 

 

N

N

R4

R5

R6

R1

R2

R3

 

Derivados de azo-resveratrol 

 

R1, R2, R5,  

R6 = H 

R3 = OpTs  

(pTs=p-

toluenosulfonilo) 

R4 = OH  

 

 

 

R1,R2,R5 = H  

R3 = OpTs 

R4,R6 = OH  

 

 

200.77 ± 2.75 

 

 

 

 

 

 

 

 

17.85 ± 0.17 

 

Bae et al., 2013 
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OHHO

R1

R2

R3  

Dihidroestilbenos 

 

 

R1,R2 = H 

R3 = F 

 

 

R1,R2 = H  

R3 = OH 

 

 

49.58 ± 9.95 

 

 

 

8.44 ± 0.88 

 

 

Vontzalidou et 

al., 2012 

 

 

1.5.1.1.2. Derivados del ácido cinámico 

El ácido cinámico es un compuesto que existe en la naturaleza y tiene baja 

toxicidad. Es un inhibidor moderado de la enzima y su estructura da lugar a derivados 

más potentes (Tabla 5.3).  
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Tabla 5.3. Derivados del  ácido cinámico.  

 

Estructura química 

 

R 

 

IC50 (µM) 

 

Referencia 

 

R1

R2

O

OH

 

 

R1,R2=H 

 

 

2.1 x 103 

 

Shi et al., 2005 

 

 

 

R2

O

N
H

R1

O

R3

 

 

R1,R2 = H  

R3 = OBu 

(Bu = butilo) 

 

 

R1,R2 = OH  

R3 = NHOH  

 

 

1.8 

 

 

 

 

4.9 

 

 

 

 

 

 

Fan et al., 2012 

 

 

 

 

Kwak et al., 2013b 

 

R2

O

N
H

R1

CO2R3

 

 

R1,R2 = OH  

R3 = Et  

(Et = etilo) 

 

 

0.185 

 

 

 

 

Fan et al., 2012 
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Derivados de cumarinas 

Las cumarinas son una familia de compuestos que presentan diferentes 

actividades farmacológicas, químicamente son lactonas del ácido cinámico. Por una 

parte, se han sintetizado híbridos de cumarina y resveratrol (Jones et al., 2002; Fais et 

al., 2009) y, por otra parte, se ha incorporado a la estructura de la cumarina un 

fragmento de tirosina (Matos et al., 2012) (Tabla 5.4). 

 

Tabla 5.4. Derivados de cumarinas.  

 

Estructura Química 

 

R 

 

IC50 (µM) 

 

Referencia 

 

 

 

R1

R2

O O

R3
´

R4
´

R5
´

R  

 

R,R2,R4
´, = H 

R1,R3
´,R5

´= OH 

 

 

R,R2,R3
´,R4

´,R5
´ = 

H 

R1 = OH 

 

 

 

3.68 X 103 

 

 

 

 

>0.1 X 103 

 

 

Fais et al., 2009 

 

 

 

 

Jones et al., 2002 

 

 

R1 O O

R2

R3

NH2

 

 

R1,R2,R3  = H 

 

 

R1 = OH  

R2,R3 = H 

 

 

>5.0 X 103 

 

 

0.05 X 103 

 

Matos et al., 2012 
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1.5.1.1.3. Derivados polifenólicos 

Este grupo de inhibidores representa un gran conjunto de compuestos que 

contienen uno o más grupos funcionales fenólicos. Muchos son derivados de 

productos naturales de plantas como la chalcona o el trans-estilbeno. En general, 

están constituidas por dos subunidades, un resorcinol 4-sustituido o un catecol unido 

por un enlace éster o amida con el otro grupo. Normalmente, este tipo de derivados 

son inhibidores competitivos (Tabla 5.5). 

Benzilbenzoatos 

Se han sintetizado una serie de ésteres basados en la estructura de la floretina 

(Fang et al., 2011). Estos compuestos muestran valores bajos de IC50 (Tabla 5.5). 

N-benzylbenzamidas 

Estos compuestos tienen semejanzas estructurales con tres tipos de 

compuestos que se dan en la naturaleza y son inhibidores conocidos de tirosinasa: 

estilbenos (tienen dos anillos aromáticos), chalconas (tienen una separación de tres 

átomos de carbono) y N-(p-cumaroil) serotonina (conectados a través de un enlace 

amida). Estos compuestos son inhibidores potentes, siendo uno muy importante el que 

lleva la estructura del resorcinol en ambos anillos, IC50 de 2.2 µM  (Roh et al., 2004; 

Cho et al., 2006). 
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Tabla 5.5. Derivados polifenólicos.  

 

Estructura química 

 

R 

 

IC50 (µM) 

 

Referencia 

 

O

O

AR1

2

3

4

6

5

6´

5´

4´

3´

2´

B R2

 

 

 

R1 = 3,5-OH  

R2 = 2´,4´-OH 

 

 

 

4.95 

 

 

Fang et al., 2011 

 

H
N

O

AR1

2

3

4

6

5

6´

5´

4´

3´

2´

B R2

 

 

 

R1 = 3,5-OH  

R2 = 2´,4´-OH 

 

 

 

 

 

2.2 

 

 

 

 

 

Cho et al., 2006 

 

O

A B

R

OHHO OH

 

 

 

R=Glu 

(phlorizin) 

 

110.0 

 

Fang et al., 2011 

 

 

 1.5.1.1.4. Chalconas 

La actividad de tirsosinasa puede disminuir por la acción directa de un inhibidor 

sobre la enzima y también mediante la acción indirecta, a través de la inhibición de las 

enzimas de la glicosilación. Esto reduce el procesado de la enzima y disminuye su 

actividad, puesto que la enzima no puede alcanzar su madurez, y, por lo tanto, 

permanece inactiva. Las sulfonilamino chalconas son inhibidores potentes de la alfa-
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glicosidasa con una IC50 del orden de nanomolar. Además, este compuesto controla 

las actividades glicosidasa y tirosinasa. Por otra parte, el derivado sulfonílico es un 

buen agente despigmentante, porque además de inhibir a tirosinasa inhibe a TRP1 y 

TRP2. 

La actividad de las 4-(fenilurenil) chalconas, sobre la actividad difenolasa de la enzima 

de banana, han demostrado  un potente efecto inhibidor (Sonmez et al., 2011) (Tabla 

5.6). 

 

Tabla 5.6. Chalconas.  

 

Estructura química 

 

R 

 

IC50 

(µM) 

 

Referencia 

 

A

R1

R2

R3

O

R´3

B

R´1R5

 

 

R2 = H  

R1,R3,R5,R´1, 

R´3= OH 

 

R1,R2,R´3 = H;  

R3 = OMe 

(Me = metilo) 

 

1.0 

 

 

 

141.8 

 

Liu et al., 

2013 

 

R1

S

O

O

NH

O

OH

 

 

 

R1=Me 

 (TSAHC=(4´-(p-

toluensulfonilamino)-4-

hidroxichalcona)) 

 

 

23.3 

 

 

Seo et al., 

2010 

 

 

 

 

 

R1=H,Me,Cl,OMe 

 

 

Desde 

0.133 a 

 

 

Sonmez et 

al., 2011 
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R1 N
H

N
H

O

O

R2

 

R2=H,4-F,4-Me,3-OMe  0.289 

 

1.5.1.1.5. Derivados del bifenilo 

Del estudio de estos compuestos, como inhibidores de tirosinasa, se desprende 

que la presencia de un grupo hidroxilo en C-4 del anillo B contribuye a mejorar su 

potencia como inhibidor. El compuesto de la serie II con R1= H; R2= OH; R3= COOH; 

R4= H, que se comporta como un inhibidor competitivo, mostró la mayor potencia 

inhibidora, (Bao et al., 2010) (Tabla 5.7). 

 

Tabla 5.7. Derivados del bifenilo.  

 

Estructura química 

 

R 

 

IC50 (µM) 

 

Referencia 

 

R1

R2

R3

R4

OCH3

OX

OCH3
A

B

 

Serie I X = Me 

Serie II X = H 

 

Serie II-R1 = H 

R2 = OGlc 

R3 = OH 

R4 = H 

 

 

Serie II-R1 = H 

R2 = OH 

R3 = COOH 

R4 = H 

 

 

0.14 X 103 

 

 

 

 

 

0.02 X 103 

 

Bao et al., 

2010 
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1.5.1.1.6. Derivados del ácido kójico 

Dentro de los inhibidores clásicos de tirosinasa se encuentra el ácido kójico, 5-

hidroxi-2(hidroximetil)-4H-piran-4-ona, el cual ha sido ampliamente estudiado, 

mostrando un efecto de inhibidor competitivo sobre la actividad monofenolasa y una 

inhibición tipo mezcla respecto a la actividad difenolasa. El ácido kójico actúa como un 

buen quelante de los metales de transición, Cu2+ y Fe3+, y un atrapador de radicales 

libres. La estructura del ácido kójico se ha modificado mediante su unión a 

aminoácidos (Noh et al., 2009). También se han desarrollado derivados con azufre y 

un complejo con trolox (Ahn et al., 2011). A partir de ácido kójico se han diseñado 

otros inhibidores con modificaciones en el grupo hidroxilo en C-2, entre los que se 

encuentran derivados que contienen funciones tioéter y éster, los cuales tienen mayor 

actividad inhibidora (Choi et al., 2014) (Tabla 5.8).   
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Tabla 5.8. Ácido kójico y derivados. 

Estructura química R IC50 (µM) Referencia 

 

O

O

OH

R  

 

R=OH 

 

 

 

87.38 

 

Noh et al., 2009 

 

 

 

 

 

 

 

 

O

O

OH

OH  

1 Ácido kójico 

O

O

OH

S

R  

2a, R = hexilo 

2b, R = ciclohexilo 

2c, R = adamantilo 

2d, R = fenilo 

2e, R = 2-naftilo 

O

O

OH

O R

O  

3a, R = hexilo 

3b, R = ciclohexilo 

3c, R = adamantilo 

3d, R = fenilo 

3e, R = 2-naftilo 

 

 

 

 

0.87  

0.25 

1.39 

1.59 

1.10 

 

 

 

 

 

 

2.55 

2.74 

3.26 

5.90 

21.01 

 

 

Choi et al., 2014 

 



Tesis Doctoral                                                                    1. Introducción 

María del Mar García Molina        134 

Se han llevado a cabo estudios de derivados del ácido kójico usando 

asociación computacional (docking) y dinámica de simulación. Los resultados sobre 

las energías de enlace se corresponden con las constantes de inhibición obtenidas 

experimentalmente (Lima et al., 2014).  

 

1.5.1.2. Diseño de inhibidores sintéticos 

1.5.1.2.1. Derivados de feniltioureas 

 El inhibidor clásico de este grupo es la feniltiourea (PTU). Este compuesto 

inhibe a tirosinasa, mediante la interacción del azufre con los átomos de cobre del 

centro activo, con un valor de IC50 = 1.8 µM, y cuando el grupo amino y el azufre de la 

PTU se reemplazaron por N-hidroxilamina y oxígeno, respectivamente, el compuesto 

resultante fue seis veces más potente (IC50 = 0.29 µM). Estos estudios ponen de 

manifiesto que el grupo NHOH es importante para mostrar la inhibición en la actividad 

de tirosinasa, sugiriendo que la actividad quelante de la N-hidroxiurea debe tener un 

papel clave para la potente inhibición de la enzima. Los derivados N-tiólicos de la 

hidroxitiourea no muestran efecto inhibidor hacia tirosinasa (Criton y Le Mellay-Hamon, 

2008). 

Una serie de derivados de la feniltiourea se han evaluado como inhibidores de 

la melanogénesis en células de melanoma B16, y puede concluirse que el tamaño o la 

lipofobicidad de los sustituyentes en posición para del anillo bencénico del  PTU 

afectan poco a la inhibición. Cuando los sustituyentes se encuentran en posición meta, 

el efecto es similar a los de posición para. La sustitución en posición orto es más 

efectiva en relación a la inhibición de la melanogénesis. Se ha demostrado que la 

conexión del plano del fenilo es crítica para mostrar inhibición (Thanigaimalai et al., 

2010) 

Se han sintetizado una serie de compuestos derivados de urea y tiourea 

conteniendo sacarina (1,2 benzisotiazole-3-one-1,1 dióxido). Todos estos compuestos 

se comportaron como inhibidores de la tirosinasa del plátano con valores de Ki en el 

rango de 3.95 a 40.18 µM. El comportamiento cinético de estos inhibidores es de tipo 

competitivo (Gençer et al., 2012), (Tabla 5.9). 
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Tabla 5.9. Derivados de la feniltiourea. 

 

Estructura química 

 

R 

 

IC50 (µM) 

 

Referencia 

 

 

 

R2R3

R4 N
H

N
H

X

R1

 

 

 

 

X = S  

R1,R2,R3,R4= H 

(PTU)  

 

X=O 

R2,R3,R4 = H  

R1 = OH 

 

 

1.8 

 

 

 

0.29 

 

Criton y Le Mellay-

Hamon, 2008 

 

 

 

Thanigaimalai et al., 

2010 

 

R

N
H

NH2

S

n

 

 

 

n=0 

R=3-Me 

 

0.6 

 

Gençer et al., 2012 

 

 

1.5.1.2.2. Derivados de tipo tiosemicarbazonas 

Se diseñaron derivados de semicarbazonas, con objeto de optimizar su 

carácter inhibidor, consiguiendo inhibidores más potentes que el ácido kójico (Yi et al., 

2011). El efecto de anillos heterocíclicos, tal como 2-piridil, 2-pirrolinil o furanil en lugar 

del grupo fenilo, revela la importancia de evitar la presencia de sustituyentes cargados 

en el grupo fenilo, puesto que la protonación del núcleo piridina a pH= 7 da lugar a una 

pérdida de actividad. Otro factor crítico para la actividad inhibidora es el tamaño del 

anillo aromático, cuando los sustituyentes son grandes decrece la actividad inhibidora. 

Estos autores han diseñado compuestos que llevan el ácido kójico unido a una 

tiosemicarbazona, aumentando el poder inhibidor nueve veces respecto del ácido 

kójico. 
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Se han sintetizado dos clases de derivados: 4-dimetilaminobenzaldehido-

tiosemicarbazona (DABT) y 4-dimetilaminobenzaldehido-N-fenil-tiosemicarbazona 

(DABPT), y se estudió la acción sobre las dos actividades de tirosinasa (Yang et al., 

2013). Estos inhibidores son más potentes que el ácido kójico. Otras 

tiosemicarbazonas sustituidas, con sustituyentes alquilos, muestran un potente efecto 

inhibitorio sobre la actividad difenolasa. Estudios de estructura /función indican que el 

aumento de la longitud de los sustituyentes disminuye el efecto inhibitorio debido a su 

impedimento estérico (Liu et al., 2009), (Tabla 5.10). 
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Tabla 5.10. Derivados de tipo tiosemicarbazonas. 

 

Estructura química 

 

R 

 

IC50 (µM) 

 

Referencia 

 

 

N
H

R2

N
H

S

N R1

 

 

 

R1=17a (KA) 

R2=H  

KA = ácido kójico 

 

11.0 

 

Yi et al., 2011 

 

 

N

Me

R1

N
H

NH2

S

 

R1=Me 

 

 

R1=cumarina 

O O  

0.086 

(act. difenolasa) 

 

3.44 

(act. difenolasa) 

 

 

 

 

 

 

Liu et al., 2012 

 

N

R1

R2

R3

HN

S

NH2

 

 

 

R1 = H,OH 

R2 = H,Br,OH,Cl 

R3 = H,OH,OMe,F  

 

Desde 0.274 a 

148.41 

 

Liu et al., 2013 
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1.5.1.2.3. Derivados pirazólicos 

Se han sintetizado distintos compuestos derivados del 3,5-diarilpirazol que se 

comportan como inhibidores potentes de las actividades de tirosinasa. Todos se han 

caracterizado como inhibidores competitivos y se pueden deducir los aspectos 

relacionados con la estructura/función. En primer lugar, la presencia de grupos 

metoxilo, donadores de electrones, en las posiciones 2 y 4 son importantes para la 

inhibición y, en segundo lugar, se pone de manifiesto que la sustitución de metoxilos 

por halógenos multiplica por diez los valores de IC50 (Tepper et al., 2002; Bandgar et 

al., 2010) (Tabla 5.11). 

 

Tabla 5.11. Derivados pirazólicos. 

 

Estructura química 

 

R 

 

IC50 (µM) 

 

Referencia 

 

N

HO

OH

H3CO

OCH3

NHN

R

 

 

 

 

R=2´-Cl 

 

 

R=2´,4´-OMe 

 

22.8 (act. monofenolasa) 

29.4 (act. difenolasa) 

 

1.75 (act. monofenolasa) 

2.84 (act. difenolasa) 

 

Bandgar et 

al., 2010 

 

1.5.1.2.4. Tiadiazoles, triazoles y oxadiazoles. 

Las estructuras básicas se muestran en la Figura 5.2. Tiadiazol (1,5), triazol (2) 

y oxadiazol (3,4). La información para el diseño de estos inhibidores tiene su origen en 

los estudios de la estructura cristalográfica del sitio activo de la enzima y su interacción 

con feniltiourea (Klabunde et al., 1998). Para estos compuestos las constantes de 

inhibición están en el rango de µM (Ghani y Ullah, 2010; Lam et al., 2010). 
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 a) R = 4-HO-Ph a) R =  Pyr a) R = 4-Br-O-Ph; R1= H
b) R = CH2-naphtyl; 
    R 1 = CH2-piperazine

R

S

R

S

R1NH2
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R1

R

1 2 3

4 5
 

 

Figura 5.2. Estructuras químicas de tiadiazoles (1 y 5), triazoles (2) y oxadiazoles 

(3 y 4) (Mendes et al., 2014). 

 

1.5.1.2.5. Captopril 

Captopril, ([2S]-N-[3-mercapto-2metilpropionil]-L-prolina), (Figura 5.3), es un 

compuesto utilizado contra la hipertensión y puede influir en la biosíntesis de 

melaninas. Captopril interacciona en el centro activo de tirosinasa con los átomos de 

cobre. Se ha descrito a este compuesto como un inhibidor tiempo-dependiente (Espín 

y Wichers, 2001). Además, se ha descrito una disminución de los niveles de ARNm 

que codifica a tirosinasa (Chu et al., 2012). Los estudios cinéticos muestran una 

inhibición competitiva por captopril con un valor de Ki de 294 µM (Kuo y Ho, 2013). 
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N

O

OH

O

SH

Captopril  

Figura 5.3. Estructura química del captopril como e jemplo de inhibidor  

irreversible de tirosinasa de Agaricus bisporus. 

 

1.5.1.2.6. Péptidos con actividad inhibidora de tirosinasa. 

Actualmente se están utilizando oligopéptidos como candidatos para el 

tratamiento de ciertos desórdenes de la piel (Abu Ubeid et al., 2009). Dos 

oligopéptidos, un octapéptido (Arg-Ala-Asp-ser-Arg-Ala-Asp-Cys) y un decapéptido 

(Tyr-Arg-ser-Arg-Lys-Tyr-Ser-Ser-Trp-Tyr) muestran inhibición sobre la tirosinasa del 

champiñón y la tirosinasa humana con valores de IC50 de 123 y 40 µM, 

respectivamente. Además estos oligopéptidos no muestran ningún efecto citotóxico 

(Abu Ubeid et al., 2009). 

 

1.5.2. Aplicaciones terapéuticas 

La pigmentación de la piel tiene interés desde el punto de vista terapéutico y 

cosmético. La principal aplicación terapéutica de los inhibidores de tirosinasa es en el 

tratamiento de desórdenes de hiperpigmentación tales como melasma, manchas por la 

edad e hiperpigmentacion post-inflamatoria. Estos desórdenes son difíciles de tratar 

sin causar despigmentaciones o irritación. Hasta el presente los agentes 

hipopigmentantes más efectivos son los inhibidores de tirosinasa. Las formulaciones 

empleadas incluyen en su composición uno o más inhibidores de la enzima. Aunque 

se han descrito cientos de inhibidores, solamente unos pocos se usan actualmente. 

Los más utilizados son: ácido azelaico, ácido kójico y algunos compuestos de origen 

vegetal. Actualmente, el empleo de hidroquinona como despigmentante está siendo 

reconsiderado y, como se demuestra en esta Memoria, es un sustrato de la enzima 

(Gillbro y Olsson, 2011; Chandra et al., 2012; Kolbe et al., 2013; García-Molina et al., 

2014a; 2014b). 
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1.5.3. Diseño de inhibidores de tirosinasa 

Como ya hemos indicado anteriormente, tirosinasa es la enzima clave en la 

regulación de la melanogénesis por lo que su inhibición ha atraído mucha atención 

desde el punto de vista médico y  cosmético, sobre todo en relación al tratamiento de 

la hiperpigmentación (Kubo et al., 2000). Hasta la fecha se han identificado numerosos 

tipos de inhibidores de tirosinasa (ya sean naturales o sintéticos) (Kim y Uyama, 2005), 

pero sólo unos pocos han mostrado eficacia en la reducción de la biosíntesis de 

melaninas (Briganti et al., 2003). Por tanto, el descubrimiento de nuevos inhibidores 

mucho más potentes que los actuales es importante para las industrias farmacéutica y 

cosmética. 

Actualmente, con la ayuda de métodos de simulación por ordenador, se estudia 

la relación estructura/actividad de numerosos compuestos y se ensayan 

experimentalmente los más prometedores (Xue et al., 2008; Casañola-Martín et al., 

2008; 2010; Marrero-Ponce et al., 2010; Buitrago et al., 2014; Bukhari et al., 2014). 

Además, recientemente se están diseñando compuestos sintéticos con estructura 

química similar a la de derivados bifenilos (Bao et al., 2010), a derivados de las 

vanillinas (Rescigno et al., 2011b) y a derivados del ácido benzoico (Ha et al., 2012a; 

2012b) (Esquema 5.1). Durante la síntesis de nuevos inhibidores de tirosinasa se han 

llevado a cabo estudios comparativos entre los distintos métodos de simulación por 

ordenador (Le-Thi-Thu et al., 2014). 

 

Esquema 5.1. Diseño de inhibidores de tirosinasa ba sados en el ácido benzoico 

(Ha et al., 2012a; 2012b). 

 

Muchos inhibidores de tirosinasa tienen efectos adversos (Penney et al., 1984; 

deCaprio, 1999; Taïeb et al., 2011; Stratford et al., 2012), por este motivo continua la 

investigación de estas moléculas intentando evitar dichos efectos adversos (Abu Ubeid 
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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).  

Se han llevado a cabo las cristalizaciones de distintas tirosinasas: en primer 

lugar, la de Streptomyces castaneoglobisporus (Matoba et al., 2006) y posteriormente 

se publicó la de Bacillus megaterium (Sendovski et al., 2011). Recientemente se 

dilucidó la estructura de la enzima de hongo Agaricus bisporus, que es la enzima tipo 

en los estudios experimentales de tirosinasa (Ismaya et al., 2011a; 2011b; Mauracher 

et al., 2014a; Ai et al., 2014). Por último, también se ha publicado la estructura 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). Estas técnicas, por ejemplo, se 

han utilizado para identificar productos naturales como inhibidores potentes de 

tirosinasa. Recientemente, Hsiao  y colaboradores han investigado 47263 compuestos 

naturales mediante la metodología anteriormente descrita, encontrando que dos de los 

inhibidores más potentes  tienen estructuras similares a la del dipéptido (WY), 

(triptófano-tirosina) y al tripéptido (KFY), (lisina-fenilalanina-tirosina). Estas dos 

moléculas ponen de manifiesto que la tirosina C-terminal juega un papel importante en 

la inhibición de tirosinasa. Los tripéptidos RCY (arginina-cisteína-tirosina) y CRY 

(cisteína-arginina-tirosina) muestran una gran potencia como inhibidores; en estas 

estructuras se pone de manifiesto la potencia de cisteína en el extremo N-terminal. El 

grupo tiol de estos tripéptidos interacciona con los cobres del centro activo. La 

potencia inhibidora de CRY es evidente si se considera el valor de IC50 = 6.16 µM 

frente a tirosinasa de champiñón, de forma comparativa este tripéptido es más potente 

que los oligopéptidos descritos en la bibliografía (Mendes et al., 2014) y comparable a 

los conjugados de ácido kójico-tripéptidos (Kim et al., 2004; Noh et al., 2007) y otros 

derivados del ácido kójico (Choi et al., 2014). 

Entre las distintas moléculas estudiadas destaca el inhibidor A5 (N-[3-(7-

hidroxi-4-metil-2-oxo-2H-1-benzopirano-3-il)-1-oxopropil]-L-tirosina) y el B16 (L-lisina-

L-fenilalanina-L-tirosina) cuyas estructuras se muestran en el Figura 5.4. 

 



Tesis Doctoral                                                                    1. Introducción 

María del Mar García Molina        143 

OHO O

O

NH

OHO OH
A5

B16

NH2

O

N
H

H

NH2

NH

O

H

H

OH

O

OH  

 

Figura 5.4. Estructuras químicas de los inhibidores  A5 (N-[3-(7-hidroxi-4-metil-2-

oxo-2H-1-benzopirano-3-il)-1-oxopropil]-L-tirosina)  y el B16 (L-lisina-L-

fenilalanina-L-tirosina) (Hsiao et al., 2014). 

 

En la Figura 5.5 se muestra la interacción del inhibidor cloroforina (Compuesto 

1) y β-arbutina con tirosinasa de champiñón. En la Figura 5.6 se puede observar la 

interacción de dos tripéptidos RCY y CRY con esta enzima. Los resultados descritos 

con los tripéptidos del tipo CRY se espera que sean la base del diseño de otros 

inhibidores de tirosinasa. 

Este diseño experimental se ha ampliado a tetrapéptidos (Lee et al., 2015) y a 

otros inhibidores potentes de tirosinasa (Bagherzadeh et al., 2015; Chen et al., 2015). 
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Figura 5.5. Ilustraciones bi- y tridimensionales de  las interacciones estructurales 

de tirosinasa de champiñón y el compuesto 1 y β-arbutina. (A) Docking del 

compuesto 1 en el sitio activo de tirosinasa de cha mpiñón. (B) Docking de β-

arbutina en el sitio activo. (C) Representación bid imensional de la interacción 

entre el compuesto 1 y los residuos del sitio activ o de la enzima. (D) 

Representación bidimensional  de la interacción ent re β-arbutina y los residuos 

del sitio activo de la enzima. (En los esquemas bid imensionales, las lineas 

discontinuas en verde indican las interacciones med iante enlaces de puente de 

hidrógeno, los círculos en diferentes colores repre sentan la hidrofobicidad 

relativa y/o las interacciones π-π entre los compuestos y los residuos del sitio 

activo. En los esquemas tridimensionales, el compue sto 1 y β-arbutina se 

muestran mapeados sobre un modelo computacional de farmacóforo 

representado por un conjunto de esferas) (Hsiao et al., 2014). 
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Figura 5.6. Ilustraciones bi- y tridimensionales de  las interacciones estructurales 

entre tirosinasa de champiñón y los tripéptidos RCY  y CRY. (A) Docking del 

compuesto RCY en el sitio activo de tirosinasa de c hampiñón. (B) Docking del 

compuesto CRY en el sitio activo de la enzima. (C) Representación 

bidimensional de las interacciones entre el tripéti do RCY y los residuos del sitio 

activo de tirosinasa de champiñón. (D) Representaci ón bidimensional del 

conjunto de las interacciones entre el tripéptido C RY y los residuos del sitio 

activo de la enzima. (En los esquemas  bidimensiona les, las lineas discontinuas 

en verde indican las interacciones mediante enlaces  de puente de hidrógeno, los 

círculos en diferentes colores representan la hidro fobicidad relativa y/o las 

interacciones π-π entre los compuestos y los residuos del sitio activ o) (Hsiao et 

al., 2014). 
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1.5.4. Aplicaciones de los inhibidores 

La inhibición de tirosinasa puede ser aplicada en varios campos entre los que 

destacan la agricultura e industria alimentaria, la industria cosmética y en la medicina. 

 Agricultura e industria alimentaria: El pardeamiento de frutas y hortalizas es un 

problema de gran interés ya que produce unas pérdidas económicas muy elevadas 

anualmente. La velocidad del pardeamiento enzimático depende de la concentración 

de tirosinasa y compuestos fenólicos, de la disponibilidad de oxígeno, del pH y de las 

condiciones de temperatura del tejido (Martínez y Whitaker, 1995). Las técnicas 

convencionales actuales para disminuir el pardeamiento incluyen el uso del autoclave 

y el blanqueado, pero estos procesos causan pérdidas importantes de peso y 

nutrientes en el producto (Konanayakam y Sastry, 1988). Otro método utilizado es el 

uso de microondas, pero tiene el inconveniente de que se forma un gradiente de 

temperatura en el producto (Decareau, 1985) lo que causa que en las regiones más 

calientes se produzca una inactivación enzimática total mientras que en las regiones 

más frías esta inactivación sólo ocurra de manera parcial. 

Otra posible técnica es el uso de reactivos químicos como son las sales de 

haluros, ácidos carboxílicos aromáticos (Rouet-Mayer y Philippon, 1986) y otros 

compuestos que actúan como reductores, como el ácido cítrico, ácido ascórbico y sus 

derivados (Santerre et al., 1988; Hsu et al., 1988) y compuestos tiólicos como la 

cisteína (Dudley y Hotchkiss, 1989). Actualmente, se suele utilizar 4-hexilresorcinol 

como inhibidor de tirosinasa ya que, hasta la fecha, no se han descrito efectos 

secundarios perjudiciales para la salud (McEvely et al., 1991). A esto debemos añadir 

que este derivado de resorcinol es muy efectivo en el control del pardeamiento 

enzimático (Frankos et al., 1991). Sin embargo, la seguridad alimentaria requiere una 

búsqueda continua de nuevos reactivos químicos menos perjudiciales y más potentes. 

La regulación de tirosinasa también abarca el uso de altas temperaturas, 

elevada acidez, eliminación de sustratos fenólicos dentro del producto o la eliminación 

de oxígeno en éste. La eliminación de sustratos fenólicos se realiza con absorbentes 

como carragenatos, ciclodextrinas o quitosanos, mientras que la eliminación del 

oxígeno en el producto es inaplicable experimentalmente ya que, en tejidos vivos, el 

riesgo de desviaciones metabólicas causadas por las condiciones anaerobias es muy 

alto. Una alternativa es la limitación de su disponibilidad con tecnologías post-cosecha 

basadas en atmósferas controladas o modificadas. 

Industria cosmética: El uso de inhibidores de tirosinasa tiene un creciente 

interés en la industria cosmética, debido a los efectos de prevención y de 
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blanqueamiento de la piel que ocasionan. De todos los inhibidores de tirosinasa 

descritos hasta hoy, sólo unos cuantos han sido utilizados como agentes 

despigmentantes, debido principalmente a riesgos de toxicidad para uso humano. 

Entre estos agentes destacan el ácido linoléico, el hinokitiol, el ácido kójico, la arbutina 

o la hidroquinona, que inhiben eficazmente a tirosinasa. Sin embargo, la hidroquinona 

también ha mostrado efectos secundarios (Maeda y Fukuda, 1991: Parvez et al., 

2007). Actualmente la arbutina y la aloesina se utilizan en cosmética. Ambos 

compuestos se usan conjuntamente ya que se ha comprobado que el co-tratamiento 

de tirosinasa con arbutina y aloesina producía una inhibición sinérgica de esta enzima 

(Jin et al., 1999). La aloesina actúa mediante una inhibición no-competitiva mientras 

que la arbutina se comporta como inhibidor competitivo. 

En el campo de la medicina, también se utilizan los inhibidores de tirosinasa en 

ensayos clínicos. Por ejemplo, recientemente se ha investigado el efecto de 8-

hidroxidaidzeina como sustrato suicida de la enzima, en células de melanoma B16 y 

en voluntarios humanos (Tai et al., 2009). Estos estudios mostraron que este sustrato 

suicida es diez veces más potente que el ácido kójico, al actuar tanto sobre células de 

melanoma y directamente, como crema despigmentante, sobre la piel humana. 

 

1.5.5. 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; 

Ros et al., 1993b). Los metales: Co2+, Zn2+, Cu2+ y Ni2+ se han descrito como 

activadores (Gheibi et al., 2006; 2011). 

 

1.5.6. Inactivación suicida 

El estudio de la inactivación por sustratos suicidas, también llamados 

inhibidores basados en el mecanismo, ha aumentado recientemente gracias a las 

aplicaciones farmacológicas que pueden tener y esto ha llevado al diseño de nuevos 

inhibidores de tirosinasa (Silverman, 1995; Zhong y Groutas, 2004; Ghanbari et al., 

2006). Por ejemplo, se han diseñado inactivadores irreversibles (insecticidas) contra 

acetilcolinesterasa o sustratos suicidas de β-lactamasas (ácido clavulánico) que 

ayudan a la acción de antibióticos (Walsh, 1984). El refinamiento de los métodos 

espectrofotométricos ha permitido el estudio sistemático de la cinética de inactivación 

suicida de la enzima por o-difenoles o trifenoles (García-Molina et al., 2007a). 
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Tirosinasa sufre un proceso de inactivación cuando reacciona con sus sustratos, un 

fenómeno que ha sido muy estudiado y caracterizado en la enzima de una gran 

variedad de fuentes naturales como hongos, plantas y animales (Ingraham et al., 1952; 

Lerch, 1981; 1983). 

Hasta la fecha de hoy, se han propuesto tres tipos de mecanismos para 

explicar el proceso de inactivación suicida en tirosinasa: 

1. Un ataque del producto de la reacción, o-quinona, sobre un grupo del sitio 

activo (Ingraham et al., 1952). 

2. Un ataque mediante radicales libres sobre el sitio activo de la enzima. Este 

ataque es por ROS (especies reactivas del oxígeno) que se generarían durante 

el ciclo catalítico de la enzima (Seiji et al., 1978). 

3. La 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 dos primeros tipos de mecanismos se encuentran 

descartados, ya que esta inactivación también ocurre incluso en presencia de NADH o 

ácido ascórbico, lo que provoca que se reduzcan las o-quinonas a los o-difenoles 

iniciales. Además, al proteger a la enzima con eliminadores de radicales libres, la 

inactivación suicida también seguía ocurriendo (Dietler y Lerch, 1982). 

Con respecto al tercer mecanismo, el cual implica la hidroxilación de un o-

difenol 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; 2008; 

Ramsden et al., 2009; Ramsden y Riley 2010a; 2010b) (Esquema 5.2). 
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Esquema 5.2. Mecanismo propuesto para explicar la i nactivación suicida de 

tirosinasa durante su actividad monofenolasa cuando  actúa sobre o-difenoles 

(Land et al., 2007). 

 

El mecanismo descrito en el Esquema 5.2 resalta la importancia de la 

estructura química de los sustratos en el mecanismo de inactivación suicida de 

tirosinasa. Según este mecanismo, cuando el sustrato es un trihidroxibenceno (por 

ejemplo pirogalol), la enzima no sufriría inactivación suicida al igual que ocurre en el 

caso de los sustratos que tuvieran sustituyentes en C3 y C6 del anillo fenólico. Por 

último, este mecanismo propuesto en el Esquema 5.2 tampoco explicaría la 

inactivación suicida ocasionada por otras moléculas no fenólicas. Así, no explica la 

inactivación suicida de tirosinasa cuando actúa sobre el peróxido de hidrógeno 

(García-Molina et al., 2005a), sobre el ácido ascórbico (Muñoz-Muñoz et al., 2009a), 

sobre el NADH (García-Molina et al., 2010b), sobre las tetrahidropterinas (Muñoz-

Muñoz et al., 2011a) o sobre el ácido tetrahidrofólico (García-Molina et al., 2011). 

Nuestro grupo de investigación GENZ ha realizado 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., 1986; 1987a; 1987b; 1988), 

sobre la 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 

ha estudiado 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 hemos 

publicado un diseño experimental válido para caracterizar de forma sistemática la 

inactivación suicida de una enzima (García-Cánovas et al., 1989). 

La cinética de inactivación suicida de tirosinasa se describe por una serie de 

parámetros que caracterizan al sustrato suicida: maxλ  (constante aparente de 

inactivación máxima), r  (razón de partición o número de turnovers que realiza un mol 
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de enzima antes de su inactivación), S
mK  (constante de Michaelis para el sustrato) y 

catk  (constante catalítica).  

Se ha avanzado en el estudio y la comprensión del mecanismo de inactivación 

suicida de tirosinasa. Se han identificado potentes inactivadores suicidas de la enzima, 

ya que son sustratos con un bajo valor de r  y un alto valor de maxλ . 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 como sustratos suicidas de la enzima (Chang y Wu, 2008). 

Gracias a los numerosos estudios publicados sobre cinética enzimática de 

tirosinasa, nuestro grupo ha publicado un mecanismo cinético y estructural que explica 

la inactivación suicida de tirosinasa cuando actúa sobre todos sus sustratos, ya sean 

fenólicos o no. También se tienen en cuenta los nuevos avances en la estructura de la 

enzima, en 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). El mecanismo cinético se describe 

en el Esquema 5.3. 
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Esquema 5.3. Mecanismo cinético para explicar la ru ta 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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El mecanismo estructural se describe en el Esquema 5.4 cuando se trata de o-

difenoles (Muñoz-Muñoz et al., 2012a). El mecanismo comienza 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: (i) que el segundo protón del 

sustrato se transfiera a la base B2 produciéndose la ruta difenolasa de la enzima 

(Etapas 8 y 9 del Esquema 5.4) o (ii) que este protón sea transferido de nuevo al grupo 

peróxido y se produzca la inactivación suicida (Etapas 10 y 11). Como se observa en 

el Esquema 5.4, 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 lo tanto, los monofenoles no 

inactivan a la enzima (Muñoz-Muñoz et al., 2011b; 2014). 
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Esquema 5.4. Mecanismo estructural propuesto para e xplicar la inactivación 

suicida de tirosinasa de Agaricus bisporus (Muñoz-Muñoz et al., 2012a). 
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Un estudio sistemático de la inactivación suicida de los distintos sustratos 

(Tabla 5.12) de tirosinasa de champiñón se ha llevado a cabo, caracterizando 

cinéticamente estos compuestos (Muñoz-Muñoz et al., 2008b). En la Tabla 5.12 se 

muestran las estructuras de los sustratos fenólicos estudiados y en la Tabla 5.13  sus 

constantes cinéticas.  

 

Tabla 5.12. Estructuras de los o-difenoles (Muñoz-Muñoz et al., 2008b; 2012a). 

OH

OH

R3

R4

R5

R6
1

2

3
4

5

6

 

o-Difenol R3 R4 R5 R6 

Pirogalol H H H OH 

Catecol H H H H 

4-Clorocatecol H -Cl H H 

4-Metilcatecol H -CH3 H H 

4-Etilcatecol H -CH2-CH3 H H 

4-terc-Butil-catecol H -C-(CH3)3 H H 

DHPPA  H -(CH2)2-COOH H H 

DHPAA H -CH2-COOH H H 

Ácido gálico metil ester H -COOCH3 H OH 

Ácido gálico H -COOH H OH 

Ácido protocatéquico H -COOH H H 

Aldehído protocatéquico H -CHO H H 

4-Nitrocatecol H -NO2 H H 

3,6-Difluorocatecol F H H F 

 

 

DHPPA: ácido 3,4 dihidroxifenilpropiónico 

DHPAA: ácido 3,4 dihidroxifenilacético 
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Tabla 5.13. Constantes cinéticas  que caracterizan la inactivación suicida de tirosinasa de champiñón en su acción sobre diferentes 
sustratos (Muñoz-Muñoz et al., 2008b; *2012a). 

o-Difenol 
maxλ  x 103 

(s-1) 
r  

catk  

(s-1) 

S
mK  

(mM) 

max / S
mKλ  x 103 

(mM-1s-1) 

/ S
cat mk K  

(mM-1s-1) 

2O
mK  

(mM) 

Pirogalol 12.01 ± 0.31 122093 ± 2740 1280 ± 47 1.96 ± 0.03 6 ± 0.16 653 ±   26 55.6 ±     2.8 

Catecol 8.92 ± 0.27 99994 ± 1604 874 ± 30 0.16 ± 0.01 71 ± 1.68 7316 ± 384 38.0 ±     2.6 

4-Clorocatecol 8.54 ± 0.25 99356 ± 1788 859 ± 28 0.60 ± 0.03 13 ± 0.41 1431 ±   85 37.3 ±     1.6 

4-Metilcatecol 8.21 ± 0.25 98366 ± 1377 842 ± 26 0.10 ± 0.01 78 ± 2.50 5613 ± 881 36.6 ±     2.7 

4-Etilcatecol 7.95 ± 0.23 97562 ± 1951 802 ± 26 0.17 ± 0.01 42 ± 1.35 4717 ± 316 34.8 ±     2.6 

4-terc-Butil-catecol 7.28 ± 0.28 88788 ± 1864 640 ± 28 1.45 ± 0.12 5 ± 0.19 441 ±   41 27.8 ±     2.5 

DHPPA 6.93 ± 0.27 87646 ± 1315 635 ± 25 0.70 ± 0.09 1 ± 0.38 123 ±   12 27.6 ±     2.1 

DHPAA 6.67 ± 0.37 64838 ± 1187 433 ± 26 1.30 ± 0.10 4 ± 0.28 296 ±   32 18.8 ±     1.3 

Galato de metilo 1.70 ± 0.09 47444 ±   501 80 ± 4 0.12 ± 0.01 13 ± 0.75 358 ±   60   3.4 ±     0.1 

Ácido gálico 1.57 ± 0.07 18666 ±   466 28 ± 1 0.18 ± 0.01 9 ± 0.46 186 ±   14 1 ±     0.1 

Ácido protocatéquico 0.85 ± 0.03 10186 ±   224 8 ± 0.3 0.07 ± 0.01 11 ± 0.42 114 ±   15 0.34 ±   0.02 

Aldehído 
protocatéquico 

0.61 ± 0.02 2554 ±     40 1.5 ± 0.05 0.15 ± 0.02 4 ± 0.13 10 ±     1 0.065 ± 0.005 

4-Nitrocatecol 0.45 ± 0.02 2254 ±     41 0.9 ± 0.04 0.10 ± 0.01 4 ± 0.20 9 ±     1 0.039 ± 0.002 

3,6-Difluorocatecol*    0.58 ± 0.03 198744  ± 8902 115  ± 11 1.66 ± 0.18 350 ± 39 69000 ± 8000  50.3 ± 2.6 
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De forma análoga, la inactivación suicida de tirosinasa se ha caracterizado en 

su acción sobre o-aminofenoles y o-diaminas, y se ha propuesto un esquema cinético 

y estructural semejante a los Esquemas 5.3 y 5.4 (Muñoz-Muñoz et al., 2012c). En la 

Tabla 5.14 se muestran las estructuras de los sustratos o-aminofenólicos y las o-

diaminas estudiadas. Las constantes cinéticas que caracterizan la inactivación suicida 

de estos compuestos se muestran en la Tabla 5.15 (Muñoz-Muñoz et al., 2012c). 
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Table 5.14. Estructuras de los o-aminofenoles y o-diaminas considerados 

(Muñoz-Muñoz et al., 2012c). 

R1

R2

R3

R4  

Sustrato R1 R2 R3 R4 

Ácido 2,3-diaminobenzoico  COOH NH2 NH2 H 

Ácido 3,4-diaminobenzoico COOH H NH2 NH2 

3,4-Diaminotolueno CH3 H NH2 NH2 

4-Fluor-1,2-fenilendiamina NH2 NH2 H -F 

4-Cloro-1,2-fenilendiamina NH2 NH2 H -Cl 

4-Bromo-1,2-fenilendiamina NH2 NH2 H -Br 

4-Metoxi-1,2-fenilendiamina NH2 NH2 H -OCH3 

1,2-Diaminobenceno NH2 NH2 H H 

Ácido 2-amino-3-hidroxibenzoico  COOH NH2 OH H 

Ácido 3-amino-2-hidroxibenzoico  COOH OH NH2 H 

Ácido 3-amino-4-hidroxibenzoico COOH H NH2 OH 

Ácido 4-amino-3-hidroxibenzoico  COOH H OH NH2 

3-Amino-4-hidroxitolueno CH3 H NH2 OH 

4-Amino-3-hidroxitolueno CH3 H OH NH2 

3-Amino-L-tirosina CH2-CH(NH2)-COOH H NH2 OH 
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Tabla 5.15. Constantes cinéticas  que caracterizan la inactivación suicida de 

tirosinasa de champiñón en su acción sobre o-aminofenoles y o-diaminas 

aromáticas (Muñoz-Muñoz et al., 2012c). 

Aminofenoles y diaminas 

aromáticas 

(max)oxEλ  x 103 

(s-1) 

r  

 

S
catk  

(s-1) 

S
mK  

(mM) 

1,2-diaminobenceno 1.55 ± 0.11   360 ± 31   0.56 ± 0.06 0.51 ± 0.04 

3-amino-4-hidroxitolueno 5.54 ± 0.41 5884 ± 510 32.32 ± 4.02 2.99 ± 0.31 

3-hidroxi-4-aminotolueno 4.52 ± 0.37 5503 ± 502 24.71 ± 2.98 2.52 ± 0.26 

3,4-diaminetolueno 1.22 ± 0.10   599 ± 51   0.71 ± 0.08 0.06 ± 0.01 

Ácido 3-amino-4-hidroxibenzoico  0.34 ± 0.01 1230 ± 101   0.41 ± 0.04 0.15 ± 0.01 

Ácido 4-amino-3-hidroxibenzoico  0.65 ± 0.04   810 ± 76   0.52 ± 0.06 0.19 ± 0.02 

Ácido 3,4-diaminobenzoico 1.05 ± 0.08     32 ± 4 0.04 ± 0.01* 0.33 ± 0.04 

Ácido 3-amino-2-hidroxibenzoico  1.05 ± 0.07   140 ± 8   0.15 ± 0.02 0.37 ± 0.04 

Ácido 2-amino-3-hidroxibenzoico  1.33 ± 0.11     94 ± 7   0.12 ± 0.01 2.35 ± 0.25 

Ácido 2,3-diaminobenzoico  0.99 ± 0.07     88 ± 7   0.11 ± 0.01 0.21 ± 0.02 

3-Amino-L-tirosina 2.02 ± 0.17   701 ± 65   1.41 ± 0.15 0.89 ± 0.09 

4-F-1,2-fenilendiamina 3.87 ± 0.32 31 ± 3   0.12 ± 0.01 0.24 ± 0.03 

4-Cl-1,2-fenilendiamina 2.57 ± 0.18 35 ± 3   0.09 ± 0.01 0.52 ± 0.07 

4-Br-1,2-fenilendiamina 3.75 ± 0.35 16 ± 2   0.06 ± 0.01 0.73 ± 0.10 

4-metoxi-1,2-fenilendiamina 1.83 ± 0.14 852 ± 89   1.56 ± 0.17 0.41 ± 0.05 
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A partir de este mecanismo se han caracterizado otras moléculas no fenólicas 

como sustratos suicidas de tirosinasa. Así, se han caracterizado como sustratos 

suicidas al peróxido de hidrogeno (García-Molina et al., 2005a), al ácido ascórbico 

(Muñoz-Muñoz et al., 2009a), al NADH (García-Molina et al., 2010b), al ácido 

tetrahidrofólico (García-Molina et al., 2011), las tetrahidropterinas (Muñoz-Muñoz et al., 

2011a) y la hidroxihidroquinona (Muñoz-Muñoz et al., 2013a; 2013b; García-Molina et 

al., 2014b).  

 

1.5.7. Inactivación térmica 

 Para evitar el pardeamiento enzimático, se han utilizado técnicas 

convencionales como el escaldado y el calentamiento en autoclave. Actualmente, con 

objeto de evitar pérdidas de peso y de nutrientes, se empiezan a considerar otras 

técnicas como son la irradiación con microondas para inactivar a tirosinasa. Nuestro 

grupo de investigación ha profundizado en este aspecto (Devece et al., 1999; 

Rodríguez-López et al., 1999; Sánchez-Hernández et al., 1999). 
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1.6.    Tirosinasa y patología  

1.6.1. Melanoma 

1.6.1.1.Concepto y epidemiología  

El melanoma cutáneo es un tumor maligno derivado de melanocitos 

epidérmicos activados o genéticamente alterados. Es el resultado de complejas 

interacciones entre constitución genética y factores ambientales (Fitzpatrick et al., 

2001). 

Según los datos publicados por el Centro Nacional de Epidemiología (Instituto 

de Salud Carlos III), 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 

100.000 habitantes (Cabanes Domenech et al., 2009). Los resultados de los estudios 

epidemiológicos en España muestran diferencias con la incidencia del melanoma en el 

Norte de Europa, donde se alcanzan hasta 15 casos nuevos anuales por cada 100.000 

habitantes (60.000 nuevos casos en 2013), el doble de lo observado en España (Nieto 

et al., 2003; de Vries et al., 2003; de Vries y Coebergh, 2004; Sáenz et al., 2005; 

Cabanes Domenech et al., 2009; Ríos et al., 2013). 

  

1.6.1.2. Factores de riesgo de desarrollo de melanoma  

A. Exposición al sol 

B. Factores Hereditarios (el 10% de melanomas aparece en grupos familiares) 

-“Melanoma familiar”. Herencia autosómica dominante con penetrancia 

incompleta. 

-“Síndrome del lunar atípico” (SLA) o “síndrome del nevus displásico” (SND).  

Herencia autosómica dominante con expresión y penetrancia incompleta. 

C. Nevus: aproximadamente 70% de los melanomas tienen nevus preexistente en el 

lugar del tumor primario. Los hombres tienen como media de 20 a 40 nevus en la 

tercera década de la vida. Los nevus continúan formándose durante toda la vida 

adulta. Sólo uno de cada 500.000 lunares sufrirá transformación neoplásica. 

-Mutaciones en oncogenes y en el gen supresor p53.  

-Otros factores de riesgo: Exposición a productos químicos, agentes físicos, 

inmunosupresión y factores profesionales (Wagner y Casciato, 2001). 
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1.6.1.3. Diagnóstico 

A. El diagnóstico de visu.  

En el diagnóstico puede ser de ayuda una dermoscopia hecha por un 

profesional experimentado y otros métodos de imagen (Rigel et al., 2010). 

La dermatoscopia, también llamada microscopía de epiluminiscencia, 

microscopía de luz refleja o simplemente epiluminiscencia, es una técnica no invasiva 

de diagnóstico en dermatología, la cual mediante un instrumento óptico, llamado 

dermatoscopio, permite examinar mejor las lesiones por debajo de la superficie 

cutánea amplificando in vivo la imagen sospechosa una vez eliminados los fenómenos 

de refracción y reflexión de la luz sobre la piel (Duce, 2004).  

  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.1. Exámen dermatoscópico de lesiones cután eas. 

 

En general, clínicamente las lesiones sospechosas se caracterizan por:  

 Asimetría 

 Bordes irregulares 

 Color heterogéneo 

 Diámetro (6 mm) 

Evolución  
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Este concepto se sintetiza en la regla ABCDE  (Garbe et al., 2008) Figura 6.2. 

Es necesario puntualizar que actualmente muchos melanomas se diagnostican con un 

diámetro menor de 5 mm (Bono et al., 2006). 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.2. Lesiones que cumplen cada uno de los cr iterios sospechosos de 

malignidad de una lesión pigmentada.  

 

B. Diagnóstico microscópico. 

Según el Colegio Americano de Patólogos (CAP) un informe anatomo-

patológico de una biopsia de melanoma, debe incluir los siguientes ítems: 

 

-Procedimiento (afeitado cutáneo, punch, exéresis…) -Sitio del tumor  

-Lateralidad de la lesión (derecha, izquierda y centro) -Tamaño del tumor  

-Nódulos satélite macroscópico (sólo en escisión) -Grosor del tumor (Breslow) 
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-Pigmentación macroscópica -Nivel de invasión (Clark) 

-Tipo histológico (NOS (Not Otherwise Classified, 

melanoma superficial, melanoma nodular, melanoma 

dermoplásico, etc) 

-Invasión 

linfovascular/perineural 

 

-Infiltración en el tumor por linfocitos -Ulceración 

-Márgenes -Índice mitótico 

-Microsatelitosis -Regresión tumoral 

-Fase de crecimiento (tumor-ganglio-metástasis) -Ganglios linfáticos 

-TNM (T depende del grosor, N número de ganglios y 

M el de metástasis) 

-Tumor primario 

  

C. Melanogénesis en el diagnóstico de melanoma 

-Melanina. La capacidad de sintetizar melanina que tienen los melanomas es 

utilizada para hacer el diagnóstico diferencial con otros tipos de tumores, Figura 6.3. 

La melanina puede ser detectada por las tinciones histoquímicas habituales y otras 

específicas, como la de Fontana-Masson. La concentración y el tipo de melanina 

(eumelanina o feomelanina) puede ser convenientemente determinada por resonancia 

de espín electrónico (Sealy et al., 1982). La detección y cuantificación de melaninas 

proporcionan información útil acerca de las opciones terapéuticas y más todavía, la 

melanina puede atenuar el efecto de la radioterapia, fototerapia o quimioterapia 

(Slominski et al., 1998).  
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Figura 6.3. Ejemplos de melanomas cutáneos. (a). Me lanoma superficial. (b). 

Melanoma lentigo maligno. (c). Melanoma nodular. (d ). Melanoma lentiginoso 

acral (Berrocal et al., 2014). 

 

-Ultraestructura: el marcador específico ultraestructural de melanocitos es la 

presencia de melanosomas. La estructura del melanosoma es anormal en lesiones 

malignas (Ortega et al., 1995; David et al., 2013), Figura 6.4.  
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Figura 6.4. Metástasis ganglionar de un melanoma. N ótese el acúmulo de 

melanina, indicando la procedencia histológica de l a metástasis (Ortega et al., 

1995). 

 

D. Criterios clínicos y patológicos en el diagnóstico del melanoma 

El diagnóstico anatomopatológico del melanoma se hace por la presencia de la 

proliferación de melanocitos atípicos en la unión dermoepidérmica que desplaza la 

región basal. La aparición de agregados de melanocitos atípicos en la dermis papilar 

apunta hacia un melanoma invasivo. El determinante más importante del pronóstico 

del melanoma es la fase de crecimiento, radial o vertical, RGP (Radial Growth Phase) 

o VGP (Vertical Growth Phase), Figura 6.5. Clínicamente, el RGP se presenta en 

placas que pueden medir 2.5 cm y su coloración es variable, roja, azul, blanca, marrón 

y negra. Después de la escisión del tumor, el melanoma RGP se asocia usualmente 

con larga supervivencia libre de metástasis. Cuando se inicia la fase de crecimiento 

vertical se rompe la unión dermoepidérmica pasándose a invadir la dermis papilar, la 

reticular y el tejido graso (Lejeune et al., 1994; Balch, 1998). 
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Figura 6.5. Fases de crecimiento horizontal (parte superior) y Fases de 
crecimiento vertical (parte inferior). 

 

1.6.1.4. Patogenia 

El melanoma maligno es la mayor causa de muerte relacionada con cáncer de 

piel del mundo. La piel blanca, pecosa, la localización, ciertos síndromes hereditarios 

(nevus atípico familiar y el síndrome del melanoma) y factores del comportamiento, 

como la exposición al sol, están asociados a un aumento del riesgo. El 90% de los 

melanomas son esporádicos y de ellos el 50% sufren mutaciones BRAF (gen miembro 

de la familia RAF: familia de genes que codifican quinasas de serina y treonina) y un 

25% mutaciones en NRAS (RAS: proteínas de membrana unidas a proteínas G) 

(Gray-Schopfer et al., 2007). Es difícil encontrar ambas mutaciones juntas. Además, 

en los melanosomas mucosos y acrales, se han detectado un 7% de mutaciones en c-

kit y un 4% en CDK4. 
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Figura 6.6. Representación de una mutación de una b ase en la doble hélice de 
ADN. 

 

Tanto BRAF como NRAS pertenecen a la ruta de transducción de señales 

MAPK (Mitogen-activated proteín kinase). La señalización MAPK se inicia en la 

membrana celular, tanto por la unión de un ligando o por adhesión de integrinas al  

receptor de tirosin quinasa (RTKs), lo cual transmite señales de activación por medio 

de la RAS-GTPasa de la superficie interna de la membrana celular. El GTP unido a 

RAS puede unirse a proteínas efectoras, como RAF o fosfatidilinositol 3 kinasa (PI3K) 

(Campbell y Der, 2004; Giehl, 2005) (Figura 6.7). 

El gen BRAF (que da lugar a la proteína B-RAF), por sustitución simple de una 

timina por adenina, puede ser activado permanentemente. Mutaciones de este gen se 

ven en muchos cánceres: ovario, tiroides, etc., (Kimura et al., 2003), pero en el 

melanoma es donde se ha encontrado el mayor nivel de mutaciones BRAF (Palmieri et 

al., 2007). La activación del BRAF induce constitutivamente la señalización MEK-ERK 

(Mitogen-activated protein kinasa-Extracelular signal regulated kinase) en células (Wan 

et al., 2004). La activación de BRAF conduce a la inducción de la expresión del MITF, 
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reconocido como el mayor regulador de los melanocitos. El BRAF activado participa en 

el control de la progresión del ciclo celular (Carreira et al., 2005) (Figura 6.7). 

La presencia de mutaciones BRAF en los nevus sugiere que dichas mutaciones 

son necesarias pero no son suficientes para el desarrollo del melanoma (Patton et al., 

2005).  

En conclusión, el BRAF activado induce proliferación celular y supervivencia 

celular, lo que representa dos hechos biológicos que ocurren en la expansión 

melanocítica de los nevus y en la progresión maligna desde enfermedad superficial a 

invasiva (Pollock et al., 2003). 

Como ya hemos indicado en el apartado 1.2.4.3., en ratones, MC1R es 

estimulado por α-MSH y activa la vía de las MAPK quinasas (ERK1/ERK2) por medio 

del AMPc. En humanos, sin embargo, las variantes de MC1R asociadas con pelo rojo 

y piel clara, que cursan con un incremento de cáncer de piel, MC1R activa el ERKs de 

forma independiente al AMPc. Esta activación del ERK por α-MSH resulta de la 

fosforilación mediada por la tirosina quinasa del c-KIT (receptor del stem cell factor), 

receptor tirosina quinasa esencial para la proliferación y supervivencia de los 

precursores de los melanocitos (Herráiz et al., 2011b). 

El gen CDKN2A (Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 2A), también llamado 

supresor multi-tumor (MTS1), es el mayor gen involucrado en la patogénesis del 

melanoma y la predisposición al mismo (Stone et al., 1995), y codifica las proteínas 

p16CDKN2A y p14CDKN2A, que son supresoras de tumores. La inactivación del CDNK2A 

puede ser por delección, mutación o silenciamiento del promotor. La p16CDKN2A inhibe 

la actividad de CDK4 (cyclin D-1-cyclin-dependent-kinase 4), encargada de fosforilar la 

proteína del retinoblastoma. Esta proteína fosforilada libera el factor de transcripción 

E2F que se une al ADN, estimula la síntesis de proteínas necesarias para la 

transcripción y promueve la progresión del ciclo celular (Pacifico y Leone, 2007). La 

p14CDKN2A estabiliza p53 interactuando con la proteína MDM2 (Murine Double Minute-

2), que promueve la degradación del producto del gen supresor de tumores p53 por el 

proteosoma, ubiquitinizándolo (Stott et al., 1998; Fang et al., 2000) (Figura 6.7). 

El gen PTEN (phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome 10) se 

encuentra mutado en una gran cantidad de melanomas. La proteína codificada por el 

PTEN (fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato-3-fosfatasa) es un importante supresor de 

tumores que controla la división celular, la migración y la apoptosis, preservando a las 
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células de un crecimiento y división demasiado rápido e incontrolado (Tamura et al., 

1998). 

MITF (Microphtalmia-associated transcriptor factor) es el factor regulador de 

melanocitos por excelencia. En humanos las mutaciones en el MITF producen el 

síndrome de Waardenburg IIa, que cursa con pelo blanco y sordera (Hughes et al., 

1994). Altos niveles de MITF exhiben actividad anti-proliferativa en células con 

melanoma (Wellbrock y Marais, 2005). Se han encontrado bajos niveles de MITF en 

células invasivas de melanoma (Hoek et al., 2008) y se han asociado con peor 

pronóstico clínico de la enfermedad (Salti et al., 2000), especulándose que el MITF 

puede ser un factor pronóstico. En melanomas, el MITF tiene como diana un gran 

número de genes con comportamientos antagonistas (McGill et al., 2002; Du et al., 

2004; Loercher et al., 2005). Además, MITF está al final de dos rutas antiapoptósicas, 

la del ERK y la del PTEN, sugiriendo que MITF puede integrar las señales 

extracelulares pro-supervivencia. La expresión y funcionamiento del MITF puede ser 

regulada por un abanico de factores de transcripción cooperantes: Pax3, CREB, 

Sox10, Lef1, Brn-2 (Thomson et al., 1995; Goding, 2000) y miembros del MAPK y 

cAMP (Bertolotto et al., 1996; Bertolotto et al., 1998; Hemesath et al., 1998). 

En el 90% de melanomas se encuentra la hiperfosforilación de ERK, con 

mutaciones de BRAF (50-70%) (Libra et al., 2005) y NRAS (15-25%) (Dahl y Guldberg, 

2007). Se puede encontrar una predisposición familiar en el 10% de los individuos 

diagnosticados de melanoma (Platz et al., 2000). Las dos alteraciones más frecuentes 

son mutaciones y delecciones del CDKN2A, y mutaciones puntuales en CDK4 

(Palmieri et al., 2009). 
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Figura 6.7. Principales rutas involucradas en el me lanoma. Rutas asociadas con 

N-RAS, BRAF, MAPK (M itogen-A ctivated P roteín K inase), CDKN2A y MITF. Las 

flechas indican señales activadoras, mientras que l as lineas cortadas quieren 

decir señales inhibidoras. Las abreviaturas usadas fueron: BAD, B CL-2 

Antagonist of cell D eath; cAMP, c yclic AMP ; CDK4, Cyclin-D ependent D inase 4 ; 

CDKN2A, Cyclin-D ependent K inase inhibitor of kinase 2A ; ERK 1/2, Extracellular-

Related K inase 1 or 2; IkB, I nhibitor of kB  protein; IKK, I nhibitor of k B-protein 

Kinase; MCIR, M elanocortin-I -Receptor; MITF, M icrophtalmia-A ssociated 

Transcription F actor; MEK1/2, Mitogen activated protein kinase-ext racellular 

related kinase I/2; PI3K, P hosphatidyli nositol 3 K inase; PIP2, 

Phosphatidyli nositol Bip hosphate; PIP3, P hosphatidyli nositol Trip hosphate; 

PTEN, Phosphate and Ten sin homologue (Palmieri et al., 2009). 
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1.6.1.5.Clasificación 

La clasificiación de los distintos tipos de melanomas se realiza en base a 

exámenes físicos con atención especial a otras lesiones sospechosas, tumores 

satélites, signos y síntomas sugestivos de metástasis de ganglios linfáticos y 

sistémicas. 

Si el melanoma es de bajo riesgo (grosor < 1mm) no es necesario un mayor 

estudio. En estadío superior es necesario un estudio por imagen de la cuenca 

ganglionar (abdomen/pelvis/pecho) para poder proceder al estadiaje. 

En cuanto a la clasificación del melanoma, la última recomendación del 

American Joint Committee on Cancer (AJCC) (Balch et al., 2009) se basa en tres 

criterios T, N, M. El valor de T depende del grosor del tumor, el N del número de 

ganglios metastáticos (micro y macroscópicos) y el de M de las metástasis. Con la 

combinación de estos ítems se obtienen cuatro grupos de estadiaje para el melanoma 

cutáneo. 

 

1.6.1.6. Factores pronósticos del melanoma cutáneo 

A. Indicadores de progresión del melanoma: Como ya se ha comentado, Clark et al. en 

1969, describieron el concepto de “progresión del melanoma maligno”, y posteriores 

estudios demostraron que las metástasis se asocian exclusivamente con un patrón 

determinado de crecimiento en la dermis, que ellos denominaron “fase de crecimiento 

vertical” (Clark et al., 1986). Muchos melanomas crecen en una “fase llamada radial” ( 

in situ o microinvasiva) en la cual la probabilidad de curación es del 100% (Byers y 

Bhawan, 1998).  

Clásicamente se han considerado como factores pronóstico: 

Tipo de melanoma, nivel de Clark, espesor de Breslow (Figura 6.8), ulceración, 

regresión, fase de crecimiento, metástasis y mitosis. Los dos primeros no han 

mostrado la suficiente evidencia, así que hoy día no son considerados como tales. 
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Figura 6.8 El espesor de Breslow va desde la capa g ranulosa hasta las células 

melánicas más profundas. 

 

B. Marcadores tisulares  

Estudios genéticos identificaron un gran número de genes que sufren un 

aumento significativo y reproducible en la regulación de las células de melanoma 

(Hoek, 2007). Por ejemplo, la osteopontina (se sobreexpresa en melanoma) guarda 

correlación con el grosor del tumor y el nivel de Clark, y posee valor predictivo positivo 

de afectación del ganglio centinela (Rangel et al., 2008). La información recibida por 

experimentos in vitro con líneas celulares debe ser aceptada con cautela. Estos 

marcadores necesitan verificación clínica. Li et al. en 2002, dividen los marcadores 

tisulares en cuatro categorías: 

 -Marcadores de proliferación celular, oncogenes, genes supresores de 

tumores. 

 -Enzimas degradantes de la matriz extracelular. 

 -Moléculas de la adhesión celular. 

 -Otros marcadores. 

 

C. Marcadores serológicos 

-Láctico deshidrogenasa (LDH). Es un indicador de metástasis (Finck et al., 

1983). Pacientes con melanoma y un nivel anormal de LDH tienen una disminución de 

la supervivenca (Campora et al., 1988).  
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-S100B. El biomarcador de melanoma más estudiado es el S100B. Empezaron 

a hacerse estudios con el S100B sérico (Guo et al.,1995). También se observó una 

disminución de S100B sérico como respuesta al tratamiento. Se recomienda la 

determinación de S100B, cada 3-6 meses, en suero de pacientes con Breslow > 1 mm 

(Dummer et al., 2005; Garbe et al., 2008). S100 es una proteína acídica intracelular 

fijadora de calcio. La principal aplicación de S100 es el diagnóstico precoz de la 

recidiva tumoral y la monitorización terapeútica. 

-Antígeno inhibidor de Melanoma (MIA). MIA fue identificada en los años 90 

como una proteína soluble, con actividades inhibidoras del crecimiento, secretada por 

las células del melanoma maligno (Bogdahn et al., 1989; Apfel et al., 1992; Blesch et 

al., 1994). La principal aplicación de MIA es el seguimiento de los pacientes con 

melanoma, como complemento a la S100.  

-Enolasa específica de neuronas (NSE) y ácido siálico unido a lípidos (LASA-

P). 

-Metabolitos derivados de melaninas como el 5-S-Cisteinildopa (5SCD) y el 

ácido 6-hidroxi-5-metoxiindol-2-carboxílico. 

-Citoquinas, receptores de las citoquinas y moléculas de adhesión. Aumento en 

la producción de citoquinas. Aumentan las células CD4 que producen IL-10 (citoquina). 

 

D. Marcadores moleculares 

Se ha demostrado la existencia de células de melanoma circulantes (CMCs) en 

ciertos estadíos de la enfermedad. El significado de estas células no está claro 

todavía. Alguna de estas células es viable y retiene su capacidad de proliferación in 

vitro (Reinhold et al., 1997), y se asume que <0.01% de estas células tumorales puede 

originar una metástasis. 

La detección de CMCs se puede realizar por el test de la RT-PCR, que pone de 

manifiesto la presencia de ARNm de enzimas asociadas con melanoma o melanocitos 

(como tirosinasa). Normalmente detecta de 1-10 células de melanoma en 107 linfocitos 

en sangre periférica (5-10ml) (Hoon et al., 1995; Reinhold et al., 1997; Farthmann et 

al., 1998). RT-PCR de tirosinasa no da positivo  en muestras de sangre de controles 

(Brossart et al., 1993; Gläser et al., 1997; Palmieri et al., 1999), siendo tirosinasa el 

marcador más específico para la RT-PCR. La combinación de marcadores para 

detectar CMCs aumenta la sensibilidad. Los marcadores más usados en combinación 
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con tirosinasa son MART-1/Melan A (MART-1 es el Melanoma antigen recognized by 

T-cells 1/ antígeno de melanocitos) se encuentra sobre la superficie del melanocito y 

aumenta la sensibilidad y especificidad (Curry et al., 1998; 1999; Schittek et al., 1999; 

Schrader et al., 2000). 

Todo esto nos lleva a concluir que una investigación cuidadosa en el campo de 

los bioamarcadores del melanoma es esencial para proporcionar una clasificación 

predictiva terapéutica de los melanomas humanos.                                                                                               

1.6.1.7. Tratamiento del melanoma  

A lo largo de la historia se han ido desarrollando diferentes técnicas para 

combatir el melanoma, a continuación se muestra una figura (Figura 6.9) resumiendo 

la aparición de las diferentes técnicas en el tiempo. 

 

 

 

 

Figura.6.9. Evolución de las diferentes terapias de l melanoma desde el año 1846 
hasta la actualidad. 
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A.Cirugía. Tratamiento del tumor primario/ganglios linfáticos/metástasis. En algunos 

pacientes se lleva a cabo la resección de metástasis si cumplen unos criterios 

determinados (Figura 6.10). 

 

 

Figura 6.10. En el tratamiento del melanoma el únic o tratamiento curativo es la 
cirugía, la radioterapia no es efectiva, mientras q ue la quimioterapia no mejora la 
supervivencia. 

 

B.Radioterapia 

C.Tratamiento sistémico 

D.Tratamiento Adyuvante  

-La Quimioterapia se usaba habitualmente en el tratamiento del melanoma.  

-El INF-α ha demostrado claramente su efectividad en melanoma. 

-MEDPT: Como una estrategia dirigida a la terapia del melanoma maligno, se 

ha diseñado la técnica denominada MDEPT (Melanocyte-Directed Enzyme Prodrug 

Therapy) (Jordan et al., 1999). Así, el compuesto deber ser un sustrato de tirosinasa 

dirigido hacia el tratamiento del melanoma, ya que la liberación del fármaco activo 

debe ser provocada por la actuación de esta enzima. Para que la activación ocurra el 

sustrato debe exhibir una parte catecólica o fenólica, para permitir la oxidación por la 

enzima y de esta manera favorecer la liberación del fármaco. Otro requerimiento que 

deben cumplir estos compuestos es que el fármaco debe ser estable hasta que ocurra 

su liberación. Como un ejemplo, en el siguiente esquema se muestra la liberación del 

agente tóxico mediante la acción de tirosinasa Esquema 6.1: 
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Esquema 6.1. Mecanismo propuesto para la liberación  de un agente tóxico 

mediante la acción de tirosinasa sobre un compuesto  pro-fármaco.  

 

En publicaciones posteriores se han seguido diseñando compuestos con esta 

finalidad, para conseguir la introducción de fármacos en células diana (melanocitos). 

Se ha constatado que los productos que se parecen a los sustratos de tirosinasa 

hacen más fácil su aplicación en MDEPT (Jordan et al., 2001). Así, se han diseñado 

productos derivados del 4-aminofenol y de la 6-amino dopamina, como se muestra en 

el siguiente esquema (Knaggs et al., 2005), Esquema 6.2. 

 

 

 

Esquema 6.2. Diseño de productos derivados del 4-am inofenol. Ruta propuesta 

para la liberación de fármacos (Knaggs et al., 2005 ). 
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Recientemente, nuevas terapias moleculares e inmunológicas están mejorando 

los resultados en los pacientes. Casi el 50% de los melanomas albergan mutaciones 

activantes en BRAF, que promueven la activación de la ruta RAS-RAF-MEK-ERK y la 

proliferación del melanoma. Se ha visto que los melanomas que llevan mutado BRAF 

también pueden haber alterado las respuestas inmunes, y esto sugiere nuevas vías 

para el tratamiento de estos pacientes. 

La inhibición simultánea de MEK y  BRAF, especialmente la combinación de 

inhibidores de BRAF con nuevas inmunoterapias como los anticuerpos de bloqueo de 

puntos de control, pueden mejorar aún más la activación inmune o contrarrestar las 

señales inmunosupresoras. La evaluación preclínica y ensayos clínicos en curso 

deberían proporcionar nuevos conocimientos sobre el papel de la inmunidad del 

melanoma mutante en  BRAF (Llieva et al., 2014). 

Uno de los primeros inhibidores de BRAF fue sorafenib, un inhibidor de 

multiquinasa, el cual no distingue entre mutante y tipo salvaje de BRAF (Eisen et al., 

2011; Hauschild et al., 2009). Después de sorafenib, se diseñó una nueva generación 

de inhibidores selectivos de mutantes de BRAF, como por ejemplo, Vemurafenib para  

la mutación V600E fue aprobado por la FDA en 2011 y por la Agencia Europea del 

Medicamento en 2012 (Chapman et al., 2012; da Rocha Dias et al., 2013), Esquema 

6.3. 

La FDA, en 2013, aprobó dabrafenib, una pequeña molécula inhibidora de la 

actividad kinasa de BRAF, actuando de una manera similar que vemurafenib 

(Ballantyne y Garnock-Jones, 2013), pero con algunas diferencias, como la reducción 

de la fototoxicidad (Hauschild et al., 2012; Llieva et al., 2014). 
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Esquema 6.3. Inhibidores de la actividad quinasa de  BRAF: Vemurafenib y 

Dabrafenib (Llieva et al., 2014). 

 

1.6.2. Alteraciones de la pigmentación 

Las variaciones en el color de la piel, de una persona a otra, vienen 

determinadas por la madurez de los melanosomas y no por el número de melanocitos. 

La ratio de melanocitos/células basales es 1:4 a 1:9 dependiendo de la región del 

cuerpo, pero no dependiendo del origen étnico.  

La hipopigmentación resulta de la reducción en el número de los melanocitos 

y/o melanosomas maduros, y de la transferencia anormal de los melanosomas a los 

queratinocitos vecinos. La hipopigmentación puede ser difusa o localizada, congénita o 

adquirida y asociada a un determinado patrón de distribución. La hiperpigmentación es 

debida a un aumento en la producción de melanina causada por un incremento de los 

melanocitos y de la actividad tirosinasa, así como el recambio de melanina (Fistarol e 

Itin, 2010). Los desórdenes de la pigmentación debido a agentes químicos y físicos se 

llaman leucoderma y melanoderma, respectivamente.  
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1.6.2.1. Hipopigmentación 

Se manifiesta en el nacimiento o en la infancia. Puede afectar a la piel y pelo 

con/sin afectación de los ojos. 

A. Migración anormal de los melanoblastos en la piel (Spritz et al., 2004). 

-Piedalbismo 

-Síndrome de Waardenburg 

B. Enfermedades debidas a melanogénesis anormal (Rees, 2004). 

 -Albinismo: Enfermedad hereditaria. Defectos en el gen de la tirosinasa. 

Incidencia de 1:5000-1:40000. Visión pobre y nistagmo. Piel y pelo muy blanco. La 

distinción entre oculocutáneo y sólo ocular es que en la forma ocular hay discreta 

despigmentación en el pelo y en la piel. Se han caracterizado de manera directa las 

mutaciones en el gen de la tirosinasa, responsables de la deficiente actividad de la 

enzima en diversos tipos de albinismo (Figura 6.11).  

 

  

 

Figuras 6.11. Albinismo oculocutáneo. 

 

C. Formación anormal del melanosoma (Hershkovitz y Sprecher, 2008). 

La formación anormal de los melanosomas conduce al aumento de sensibilidad 

a la luz UV y predisposición a las lesiones precancerosas de la piel. 

D. Enfermedades causadas por una transferencia anormal del melanosoma. 

E. Hipomelanosis causadas por varios mecanismos patológicos. 
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-Hipomelanosis de Ito: presente en el nacimiento o en los primeros años de 

vida. El desorden se considera un síntoma más, en vez de una enfermedad. Se asocia 

a desordenes del desarrollo de SNC, ojos, huesos (Figura 6.12).  

 

 

 

Figura 6.12. Hipomelanosis de Ito. 

  

-Vitíligo. Es una enfermedad adquirida que causa destrucción de los 

melanocitos, dando lugar a máculas y manchas blancas. Generalmente comienza en 

las manos y pies y se extiende a los pliegues y la cara. El vitíligo segmentario tiene un 

pronóstico más favorable que el simétrico, variante difusa. Afecta del 0.5% al 2% de la 

población general (Taïeb y Picardo, 2009). La edad de inicio de la enfermedad 

generalmente es en la infancia en un 25-30% de los casos y no está claro la 

predilección de sexo por la enfermedad (Nicolaidou et al., 2012). 

Vitíligo es una enfermedad multifactorial con componentes genéticos y 

ambientales (Alikhan et al., 2011). La ausencia de funcionalidad melanocítica es 

probablemente resultado de su destrucción. Hay diferentes teorías para explicar la 

destrucción de estos melanocitos (Nicolaidou y Katsambas, 2014), Figura 6.13. 
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Figura 6.13. Vitíligo. Proceso de despigmentación d e la piel. 

 

Recientes estudios han demostrado que tirosinasa puede actuar como 

autoantígeno en varios desórdenes autoinmunes. Se encontraron mayores títulos de 

anticuerpos IgG antitirosinasa en pacientes con vitíligo difuso comparado con vitíligo 

localizado. Todos los estudios indican que tirosinasa actúa como un autoantígeno y 

sirve como marcador de vitíligo (Baharav et al., 1996). Con la finalidad de disminuir y 

prevenir la destrucción de melanocitos Zehtab et al. en 2001, administraron tirosinasa 

de A. bisporus oralmente en modelos animales, lo cual resultó en una disminución de 

la respuesta inmune (Zehtab et al., 2001). 

-Hipopigmentación en adultos. 

a. Desórdenes de la hipófisis anterior (Pan-hipopituitarismo). 

b. Nevus de Sutton. 

c. Otras etiologías de las despigmentaciones. 

  

1.6.2.2. Hiperpigmentación  

Se caracteriza por un aumento en la cantidad de melanina. 

A. Hiperpigmentación localizada adquirida. 

-El Melasma, es una hipermelanosis común adquirida que ocurre 

exclusivamente sobre las áreas expuestas al sol, sobre todo en la cara y 

ocasionalmente en cuello y antebrazos. Es más común en mujeres. Los hombres 

representan el 10 % de los casos (Katsambas et al., 2003).   
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La causa exacta de la aparición del melasma sigue siendo difícil de saber, pero 

los dos factores más importantes implicados en su etipatogenia son la luz solar y la 

predisposición genética. Otros factores implicados pueden ser el embarazo y las 

hormonas exógenas, la disfunción tiroidea, cosméticos, y fármacos fototóxicos y 

anticonvulsivantes (Sheth y Pandya, 2011).  

El melasma puede estar clasificado en 4 tipos histológicos (Shet y Pandya, 

2011; Katsambas y Antoniou, 1995): epidérmico, dérmico, mixto e indeterminado 

(Nicolaidou y Katsambas, 2014). Los más comunes son: 

-Tipo epidérmico: hay un aumento en la deposición de melanina en los estratos 

basal y suprabasal de la epidermis.  

-Tipo dérmico: la melanina es depositada en macrófagos perivasculares de los 

plexos vasculares, Figura 6.14. 

 

 

 

Figura 6.14. Aumento de la deposición de melanina e n la epidermis. 

 

B. Hiperpigmentación localizada congénita 

-Manchas tipo café con leche. Son típicas de varias genodermatosis, 

especialmente de neurofibromatosis (Landau y Krafchilk, 1999). Más de 5 manchas 

café con leche son sugestivas de neurofibromatosis (Figura 6.15). También están 

asociados con estos tipos de manchas los síndromes de Albright y de Cowden.  
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Figura 6.15. Manchas tipo café con leche en un paci ente con neurofibromatosis. 

 
 

C. Otras alteraciones en la pigmentación. 

-Manchas en la piel. Como ya hemos indicado anteriormente, la aparición de lo 

que comúnmente se denomina “manchas”  se debe a una alteración de la 

pigmentación de la piel, que ocurre en distintas patologías; léntigos; cloasmas y 

vitíligo. Además pueden aparecer otras manchas como efélides (Figura 6.16), nevus, 

manchas de nacimiento, entre otras. 

 

 

Figura 6.16. Mujer con efélides en el rostro. 
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 Para su prevención, en los casos en que las manchas se produzcan como 

consecuencia de la exposición a las condiciones ambientales (fotoexposición), la 

adopción de medidas preventivas y el uso de productos fotoprotectores es 

fundamental (Badreshia-Banal y Draelos, 2007). Es muy importante utilizar un 

protector solar que proteja frente a los rayos UV (A y B), ya que existe amplia 

evidencia de que muchas manchas se desencadenan por la exposición prolongada a 

este tipo de radiación. 

Para su tratamiento, los productos usados son de dos tipos: bien para eliminar 

manchas o bien para enmascararlas (Grimes, 2009; Smit et al., 2009). En ambos 

casos se necesita una constancia en su aplicación para lograr obtener los efectos 

deseados. 

Los productos utilizados para enmascarar o corregir están formados por 

pigmentos que cubren la superficie cutánea y hacen que la pigmentación sea 

uniforme. Normalmente contienen sustancias como óxido de titanio, óxido de zinc, etc. 

Estos productos no eliminan las manchas, pero mejoran  la apariencia. El uso de 

maquillajes y bases correctoras permite ocultar imperfecciones y disimular manchas. 

Existen en la Oficina de Farmacia una amplia variedad de productos con 

sustancias despigmentantes encaminados a eliminar las manchas de la piel, entre los 

que podemos citar, por una parte las especialidades farmacéuticas y por otra los 

productos cosméticos: 

1. Especialidades farmacéuticas 

Hidroquinona: 

Se ha descrito como un fuerte inhibidor de la melanogénesis, tanto in vitro 

como in vivo (Lerner y Fitzpatrick, 1950), y se utiliza como un agente despigmentante 

en casos de hiperpigmentación (Lerner y Fitzpatrick, 1950; Spencer, 1965; Mills y 

Kligman, 1978; Chavin et al., 1980). Se han descrito efectos adversos de su uso. Por 

ejemplo, se ha visto como hidroquinona (HQ) afecta al metabolismo de muchos tipos 

de células (Penney et al., 1984; Draelos, 2007; Stratford et al., 2012; Fabi y Goldman, 

2013;  Monteiro et al., 2013). Sin embargo, la aparición de efectos adversos significa 

que sólo se puede utilizar en dosis cuidadosamente controladas (Draelos, 2007; Fabi y 

Goldman, 2013;  Monteiro et al., 2013). Los productos farmacéuticos (cremas y geles) 

pueden contener como máximo hasta el 4% de HQ (Tabla 6.1) (Catalogo de 
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Medicamentos. Consejo General de Colegios Oficiales de Farmacéuticos. Madrid. 

2010). 

Como efectos adversos de HQ podemos encontrar la pigmentación ocular y, en 

un pequeño número de casos, daño corneal permanente (deCaprio, 1999). Entre los 

intentos para inhibir la citotoxicidad de HQ se ha utilizado resveratrol como un 

componente adicional (O`Donoghue, 2006; Wang et al., 2012). También se han 

desarrollado tratamientos dermatológicos despigmentantes sin HQ, (O`Donoghue, 

2006; Makino et al., 2013).  

Debido a los efectos secundarios derivados del uso prolongado de 

hidroquinona, desde el año 2000 el uso de esta sustancia como despigmentante  en 

productos cosméticos ha sido prohibida, en la Unión Europea, a altas concentraciones, 

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 puede reaccionar con compuestos nucleofílicos, como cisteína y glutatión. 

Aunque HQ siempre ha sido descrita como inhibidora de tirosinasa, nuestro 

grupo de investigación ha caracterizado por primera vez ésta molécula como sustrato 

de tirosinasa, la metodología y resultados se incluyen en ésta Tesis (Morpurgo et al., 

2011; García-Molina et al., 2014a; 2014b; 2014c). 

 

Tabla 6.1. Especialidades farmacéuticas comercializ adas en España: 

C.N. 

(Código Nacional) 

Descripción Hidroquinona 

909333 Melanasa crema  2% 

762922 Hidroquinona isdin gel 2% 

651543 Despigmentasa 4% gel 4% 

729152 Pigmentasa crema 4% 
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668376 Licostrata gel 4% 

651542 Licoforte 4% gel 4% 

 

 
2. Productos cosméticos 

En la Tabla 6.2 se han recogido varias marcas comerciales con sus principios 

activos principales con función despigmentante o coadyuvantes de la 

despigmentación. 

 

Tabla 6.2. Relación de algunos productos cosméticos  disponibles en la Oficina 

de Farmacia para el tratamiento de las manchas dest acando su componente 

despigmentante principal: 

Descripción del producto  Composición  
 
EVEN BRIGHTER (eucerin) 
 

 
B-resorcinol (4-Butil-resorcinol) 

 
Be + serum corrector 

Hexilresorcinol 

Niacinamida 
Hidroxitirosol  

 

DSP-Serum iluminador 

 

Genisteína  
Hexilresorcinol  
Ácido fítico  

 
DSP-CREMA Renovación 
 
 
 

Genisteína  
Hexilresorcinol  
Ácido fítico  
AHA  

 
DSP-MASK 
 
 

Ácido elágico  
Ácido kójico 
Ácido salicílico 
Arbutina 
Vitamina C 

 
 
 
 
AVENE D-PIGMENT 
 

Trío de kligman: 

Melanyde retinaldehido  

Pre-tocoferil  

Agua termal de avène  
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Babe fluido despigmentante SPF 20 

Filtros solares csp FPS 20 

Proteínas lácticas  
Péptidos despigmentantes BABÉ  

Ácidos frutales BABÉ 
 

 
 
Sesderma  azelac ru serum liposomado 
 
 

Ácido azelaico 

4-butilresorcinol 

 Ácido glicirritinico 
Retinol 

Niacinamida encapsulados en liposomas 
 
Sesderma kojicol plus gel 
despigmentante 
 

Ácido kójico 
Ácido glicólico  

Alfa-arbutina  

Ácido fítico 

Sesderma Thiomelan Crema SPF 15 
 

Ácido tióctico  

Dipalmitato kójico  

Ácido fítico  
Vitamina E  

Vitamina F 

Sensilis White silk 
 
Ác glicólico puro al 10% 

Tanit fluido 

Derivado del ácido láctico 
Curcumina 
Protección de amplio espectro SPF 30  

Tanit plus  
Ácido kójico 

Filtros solares UV (A y B) 
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Esquema 6.4. Estructuras químicas de diferentes com puestos con propiedades 
despigmentantes o coadyuvantes de la despigmentació n. 
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4-Butilresorcinol  

 

El 4-butilresorcinol es un componente muy eficaz para reducir la producción 

de melanina, hasta dos veces más activo que hidroquinona y más de 10 veces más 

potente que el ácido kójico (Kolbe et al., 2013). Es un inhibidor muy potente de la 

tirosinasa aplicado tópicamente. No causa irritación cutánea, o muy escasa, y es 

eficaz frente a los tipos más importantes de hiperpigmentación, como el melasma y las 

manchas seniles. Clínicamente la reducción de la hiperpigmentación se empieza a 

apreciar a las 4 semanas de tratamiento: Figura 6.17 y Esquema 6.4 (a). 

 

 
 

 

Figura 6.17. Incorporación del 4-Butilresorcinol en  el melanosoma e inhibición 
de tirosinasa (Eucerin®). 
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Ácido azeláico  

Influye indirectamente sobre la producción de melanina y reduce la 

hiperpigmentación. Su efecto es escaso o nulo sobre las pecas y las manchas seniles 

y, además, puede irritar e inflamar la piel. Al igual que el ácido kójico tienen poder 

quelante del cobre y también actúan de manera citotóxica en el melanocito a través de 

la inhibición de la síntesis de ADN (Nguyen y Bui, 1995; Halder y Richards, 2004; 

Davis y Callender, 2010), Esquema 6.4 (b). 

 

Niacinamida 

La niacinamida o nicotinamida interviene en numerosas reacciones de óxido-

reducción en las que actúa fundamentalmente como antioxidante, Esquema 6.4 (c). 

Dentro de sus acciones por vía tópica, conviene destacar que la niacinamida se está 

aplicando en la prevención y tratamiento de diversas enfermedades cutáneas, debido 

a que la mayor parte de sus acciones se ejercen mediante la inhibición de la poli 

(ADP-ribosa) polimerasa (PARP). Entre estas enfermedades cutáneas, destacan la 

dermatitis atópica, el acné o las hiperpigmentaciones. Las administraciones tópicas de 

niacinamida del 2 al 5% ha mostrado eficacia antipigmentante cuando se usa sólo o en 

combinación con N-acetilglucosamina para el tratamiento del melasma. La 

hiperpigmentacion UV-inducida en pacientes de piel clara y asiáticos generalmente se 

asocia con la N-acetilglucosamina, que inhibe la maduración de la tirosinasa, y esta 

acción sinérgica hace que aumente la eficacia del tratamiento (Hakozaki et al., 2002; 

Bissett et al., 2004; Kimball et al., 2010; y Davis y Callender, 2010). 

Las posibles aplicaciones de la nicotinamida serían: tratamiento de las 

hiperpigmentaciones faciales, cosméticos que aportan luminosidad al rostro y 

tratamientos antihiperpigmentantes corporales. 

 

Derivados del  ácido retinóico  

También se ha demostrado que  son relativamente eficaces como tratamiento 

para la hiperpigmentación, Esquema 6.4 (d). Sin embargo, pueden irritar la piel y 

hacerla más sensible al sol, lo que, por supuesto, puede empeorar  la 

hiperpigmentación. La relación entre los retinoides y las malformaciones congénitas 
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también propician que no se recomienden en mujeres embarazadas o lactantes (Fu et 

al., 2014).  

 

Derivados de la vitamina C  

La vitamina C es un medicamento de origen natural con múltiples efectos 

deseables, con un perfil de seguridad bueno. Su uso se ve aumentado en el: 

fotoenvejecimiento, hiperpigmentación, inflamación de los tejidos y la promoción de la 

cicatrización del tejido (Matsuda et al., 2008; Draelos, 2007). Existen en la actualidad 

investigaciones dirigidas hacia la mejora de su penetración  en la dermis para 

estimular la producción de colágeno (Traikovich, 1999, Farris, 2009) y eliminar los 

radicales libres. La vitamina C, por tanto, es prometedora en el futuro de la práctica 

dermatológica (Lee et al., 2003; Ebihara  et al., 2003; Telang, 2013), Esquema 6.4 (e).  

 

Ácido glicólico  

El ácido glicólico o hidroxiacético (ácidos de frutas) (AHA) es de tamaño 

molecular pequeña, lo que le permite penetrar en la piel más rápidamente a estratos 

más profundos, Esquema 6.4 (f). Se usan combinaciones con extractos vegetales, 

colágeno y vitaminas que apoyarán en la reconstrucción celular de este llamado soft 

peeling. El ácido glicólico también permite que otros componentes penetren en la piel 

con mayor facilidad, por lo que es recomendable acompañarlo en los llamados 

tratamientos completos (Rizza et al., 2010). 

El ácido glicólico, a pesar de su eficacia, necesita ser aplicado bajo la 

supervisión de un dermatológo, ya que se pueden generar estragos irreversibles en la 

dermis del paciente en caso de una mala aplicación o el contacto continuo con la luz 

solar. 

 

Ácido kójico    

Es un producto secundario del proceso de fermentación que se sigue para 

producir el vino de arroz japonés, sake. Aunque se considera una opción relativamente 

segura y natural, es un inhibidor bastante débil de la producción de melanina. Su 

poder despigmentante se deriva de la acción quelante del cobre y de la inhibición de la 

actividad de la enzima tirosinasa. Se utiliza en una concentración entre el 0.05% y el 
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4%. Su principal problema es la falta de estabilidad, al oxidarse con facilidad. Por este 

motivo, últimamente se tiende a utilizar  el ácido kójico dipalmitato que es un derivado 

más estable y es menos irritante que la hidroquinona. Igualmente, se suele utilizar en 

combinación con otros despigmentantes, como puede ser la hidroquinona o ácido 

glicólico, para aumentar la eficacia (Davis y Callender, 2010), Esquema 6.4 (g). 

 

Hidroxitirosol   

Su alto poder antioxidante se debe a la estructura del anillo de catecol, con dos 

grupos hidroxilo en posición orto adyacente. Además, puede actuar como quelante de 

metales (Ryan y Robards, 1998). El hidroxitirosol es una molécula estable (Fernández-

Bolaños et al., 2002), lo que lo hace idóneo para el uso en preparados cosméticos. 

También protege la piel del daño producido por los rayos UV (D´Angelo et al., 2005). 

Ensayos han demostrado que el uso tópico diario del aceite de oliva virgen (que 

contienen hidroxitirosol), después de la exposición solar puede retrasar y reducir el 

desarrollo del cáncer de piel inducido por UV (Ichihashi et al., 2000) Esquema 6.4 (h). 

 

Extractos vegetales  

Existen extractos vegetales como gayuba, milenrama, kiwi, regaliz, romero, te, 

manzanilla, etc., que contienen principios activos como luteolina, arbutina, glabridina, 

hispaglabridina, etc. que se han utilizado tradicionalmente como sustancias 

despigmentantes. Entre ellos cabe destacar la arbutina. 

Arbutina es una sustancia activa natural que se encuentra en las hojas de 

gayuba, también denominada "uva de oso" (bearberry) o Arctostaphylos uva-ursi, 

Esquema 6.4 (i). Muy popular en Japón y en Asia, para atenuar las marcas de 

embarazo, los melasmas, las marcas asociadas a las quemaduras de sol o para 

regular la melanogénesis. En aplicación tópica, la arbutina se considera un agente 

despigmentador de la piel. Se encuentra arbutina también en diversas frutas, como los 

arándanos, las moras o las peras. Arbutina se usa en una alta variedad de 

formulaciones cosméticas en Estados Unidos (Davis y Callender, 2010). 
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Figura 6.18. Gayuba, planta en cuyas hojas se encue ntra la arbutina. 

Otras sustancias con acción despigmentante utilizadas son la pantenina,  ácido 

caféico, ácido elágico, ácidos grasos insaturados, procisteína,  etc.   

Los productos despigmentantes comercializados suelen estar formados por la 

combinación de diferentes compuestos de los mencionados anteriormente, además 

pueden incorporar hidroxiácidos, que actúan eliminando las células muertas de la piel 

y favoreciendo de este modo la acción de los agentes despigmentantes. También son 

frecuentes las asociaciones con sustancias antioxidantes, que neutralizan radicales 

libres, y la incorporación de filtros solares para proteger la zona a tratar de la radiación 

solar y evitar la reaparición de  manchas. 

Se debe tener en cuenta que algunas de las sustancias utilizadas como 

despigmentantes pueden presentar efectos irritantes sobre la piel, por este motivo se 

ha prohibido el uso de algunas sustancias con función despigmentante en productos 

cosméticos, limitándose su utilización en productos de prescripción médica. Los 

anexos II y III del RD 1599/1997 establecen las sustancias cuyo uso está prohibido en 

productos cosméticos y las concentraciones y condiciones de uso permitidas. 

Además de la utilización de productos despigmentantes tópicos, se puede 

recurrir al uso de técnicas láser, crioterapia, tratamiento exfoliantes, etc. para eliminar 

manchas de la piel. 

Los datos de eficacia y seguridad en agentes tópicos despigmentantes se 

muestran en la siguiente Tabla 6.3.  
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Tabla 6.3. Resumen de la eficacia y seguridad de ag entes tópicos 

despigmentantes  (Shin y Park, 2014b). 

 

Agente tópico 

 

 

Eficacia 

 

Seguridad  

 

Referencia  

Hidroquinona (HQ) La respuesta es de 
buena a excelente en 
el 89.5 % de los 
pacientes con 
melasma, en el 75% 
de los pacientes con 
hiperpigmentación 
post-inflamatoria y en 
el 44.4% de los 
pacientes con pecas, 
respectivamente 

Se observó irritación 
local en la mayoría 
de los pacientes  

Amer y Metwalli, 
1998 

 El 76.9% de los 
pacientes con 
melasma mostró 
mejoría 

El 25% de los 
pacientes 
experimentaron 
efectos adversos 

Haddad et al., 2003 

 El 38.1%  de los 
pacientes con 
melasma mostro 
mejoría total mientras 
que el 57.2% sólo la 
mostro parcial. 

El 28.6% de los 
pacientes tuvieron 
efectos adversos  

Ennes et al., 2000 

Tretinoína Mejoría o mucha 
mejoría en el 68% de 
los pacientes con 
melasma 

En el 88% de los 
pacientes ocurrieron 
efectos adversos 
cutáneos de una 
gravedad moderada 

Griffiths et al., 1993 

 Mejoría en el 32% de 
los pacientes con 
melasma 

En el 67 % de los 
pacientes ocurrió 

dermatitis retinoide 
leve   

Kimbrough-Green et 
al., 1994 

Crema de triple 
combinación 
(TCC)* 

Reducción del 75% en 
más de 70% de los 
pacientes con 
melasma 

El 63% de los 
pacientes 
experimentaron 
efectos adversos 
tales como eritema y 
descamación 

Taylor et al., 2003 

 Casi completamente 
claro en > 90% de los 
pacientes con 
melasma 

El 57% pacientes 
experimentaron 
reacciones adversas 

Torok et al., 2005 
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 Se registró una 
mejoría del 75% en el 
73% de los pacientes 
usando TCC; sin 
embargo, se alcanza 
solo una mejoría del 
49% usando HQ 

No se vieron 
diferencias 
significativas entre la 
incidencia de efectos 
adversos en uno u 
otro grupo 

(15% en TCC frente 
al 9% con HQ) 

Ferreira Cestari et 
al., 2007 

 Aclaramiento o 
mejoría significativa en 
el 49.6% de los 
pacientes con 
melasma 

El 48.8 % mostró 
algún efecto adverso 

Chan et al., 2008 

Arbutina Los 10 pacientes con 
melasma mostraron 
un decrecimiento 
significativo de los 
niveles de melanina 

No se observaron 
efectos adversos 

Ertam et al., 2008 

Ácido azeláico El 64.8% de los 
pacientes con 
melasma registraron 
un resultado bueno o 
excelente 

Se registraron 
irritaciones locales 
en el 11% de 
pacientes 

Baliña y Graupe, 
1991 

Ácido kójico Área significativa de 
melasma y el índice 
de gravedad fueron 
reducidos unas 2.403 
veces después de 12 
semanas de aplicación 

Un paciente (3.3%) 
experimentó eritema 
y sensación de ardor 

Monteiro et al., 2013 

4-n-butilresorcinol El índice de melanina 
medio se redujo en un 
4.87%, después de 8 
semanas de aplicación 

No se observaron 
efectos adversos 
pasadas 8 semanas  

Huh et al., 2010a 

 El índice de melanina 
media se redujo en un 
7.51%, después de 8 
semanas de aplicación 

No se observaron 
acontecimientos 
adversos durante el 
estudio 

Huh et al., 2010b 

*Combinación de: 4% de hidroquinona, 0.05% de treonina y el 0.01% de fluocinolona 
acetónido. 
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1.7.     Tirosinasa: Aplicaciones biotecnológicas  

 Tradicionalmente los estudios con tirosinasa se han llevado a cabo utilizando la 

enzima comercial de Agaricus bisporus como modelo en la investigación sobre la 

melanogénesis y el pardeamiento enzimático de frutas y hortalizas (Jolivet et al., 

1998). Actualmente, debido al interés industrial de esta enzima, se ha intentado 

extender su estudio a enzimas de otras fuentes, sobre todo a tirosinasas microbianas 

(Octavio de Faria et al., 2007; Ren et al., 2013; Zaidi et al., 2014a). 

Tirosinasa tiene distintas aplicaciones como son: la industria alimentaria y 

cosmética, su utilización en química orgánica para la síntesis de o-difenoles (L-dopa), 

su empleo en la detoxificación de aguas y tierras que contienen fenoles. 

Determinación de tioles (Peñalver et al., 2002a; García-Molina et al., 2005c) y a través 

de biosensores en las determinaciones analíticas de fenoles y o-difenoles, y 

finalmente, su uso en la fabricación del pigmento melanina, que puede emplearse 

como protector frente a la radiación, transportador de drogas, antioxidante y agente 

antiviral. La enzima bacteriana utilizada fundamentalmente es la tirosinasa 

recombinante de Verrucomicrobium spinosum expresada en Escherichia coli (Ren et 

al., 2013; Zaidi et al., 2014a).  

 

1.7.1. Industria alimentaria y cosmética 

El pardeamiento de frutas, hortalizas y champiñones es una gran preocupación 

para los agricultores y el sector industrial, debido a la alteración que causa en las 

propiedades organolépticas del producto y la reducción de su vida útil. Por esta razón, 

se han desarrollado numerosas estrategias con la finalidad de atenuar o eliminar el 

proceso de pardeamiento enzimático.  

La inactivación de tirosinasa se puede llevar a cabo mediante el empleo de 

elevadas temperaturas, altas presiones, valores de pH extremos, exposición a 

microondas o utilización de inhibidores enzimáticos como el 4-hexilresorcinol (Kim y 

Uyama, 2005).  

Otra técnica empleada consiste en eliminar del medio de reacción a uno de los 

dos sustratos de la enzima. Por un lado, los compuestos fenólicos pueden ser 

eliminados mediante el empleo de especies complejantes y absorbentes, como son los 

carragenatos, ciclodextrinas, polivinilpirrolidona y quitosanos, o mediante la adición de 
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enzimas como las fenil-o-metiltransferasas, que actúan sobre estos compuestos 

fenólicos produciendo su modificación (Billaud et al., 2003). Por otro lado, aunque no 

es recomendable eliminar totalmente el oxígeno presente, por las desviaciones 

metabólicas que se pueden producir, sí que puede resultar útil la utilización de 

atmósferas controladas con un bajo contenido del mismo (Soliva-Fortuny et al., 2001).  

También se ha llevado a cabo la reducción de los productos quinónicos 

producidos, evitando así su polimerización, mediante el empleo de reactivos como 

sulfito, cisteína, ácido ascórbico y el isómero D de éste, ácido isoascórbico o eritórbico 

(Billaud et al., 2003; Kim y Uyama, 2005). 

Se han preparado nanopartículas de oro (Au) y plata (Ag) usando un extracto 

de Artemisia annua, estas nanoparticulas mostraron un gran efecto antibacteriano e 

inhibidor de la actividad de tirosinasa (Basavegowda et al., 2014). La melanina 

producida por Nocardiopsis alba se puede utilizar para cubrir nanoestructuras de plata 

que puede ser útil para el envasado de alimentos. El amplio espectro contra los 

patógenos de alimentos de estas nanoestructuras de plata con melanina la hacen 

aplicable al envasado y almacenamiento de frutas y alimentos (Kiran et al., 2014).  

Los inhibidores de tirosinasa se están desarrollando también en la industria 

cosmética por su efecto blanqueador de la piel, aunque sólo unos pocos de ellos se 

llegan a aplicar realmente por razones de seguridad (Kubo et al., 2000). La arbutina y 

aloesina se utilizan ampliamente como despigmentantes y se utilizan conjuntamente, 

ya que así producen una inhibición sinérgica de tirosinasa (Jin et al., 1999). Como 

inhibidores de segunda generación se ha descrito la desoxiarbutina, que inhibe tanto a 

la actividad monofenolasa como a la difenolasa de forma reversible (Chawla et al., 

2008).   

Se ha llevado a cabo la síntesis enzimática de ésteres del ácido kójico y se han 

discutido las ventajas y desventajas sobre sus posibles aplicaciones en cosmética 

(Lajis et al., 2013). 
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1.7.2. Tirosinasa inmovilizada 

La inmovilización de tirosinasa es interesante puesto que puede tener 

aplicaciones biotecnológicas como son: la síntesis de o-difenoles a partir de 

monofenoles, la detección de compuestos fenólicos y de inhibidores de la enzima, y 

también  puede ser útil en la descontaminación de aguas, mediante la eliminación de 

compuestos fenólicos (Octavio de Faria et al., 2007). 

El proceso de inmovilización de una enzima, en este caso tirosinasa, en su 

soporte debe optimizarse para mejorar su rendimiento. Así pues, deben estudiarse 

parámetros como la concentración de enzima en la disolución empleada para llevar a 

cabo la inmovilización, el tiempo y el pH de inmovilización, la cantidad de enzima 

inmovilizada y aspectos relacionados con la naturaleza del soporte y el método de 

inmovilización utilizado en cada caso (Arica y Bayramoglu, 2004a; Arica et al., 2004b; 

Marín-Zamora et al., 2005; 2006; Abdullah et al., 2006; Mita et al., 2007; Shao et al., 

2007; Tamura et al., 2010; Bayramoglu et al., 2013; de Oliveira et al., 2014; Rodríguez-

Sevilla et al., 2014; Saini et al., 2014). 

Tras la inmovilización deben estudiarse las características de la enzima 

inmovilizada: pH, temperatura óptima de catálisis, la estabilidad térmica, el 

comportamiento durante el almacenado, el efecto de la reutilización, así como el 

estudio de las constantes cinéticas que presenta la enzima inmovilizada al actuar 

sobre su sustrato (Arslan et al., 2005; Marín-Zamora et al., 2005; 2006; 2007a; 2007b; 

Girelli et al., 2007; Asav et al., 2009; Zynek et al., 2011). 

La enzima tirosinasa ha sido inmovilizada en un gran número de soportes 

mediante distintos métodos y técnicas de inmovilización (Durán et al., 2002; Halaouli et 

al., 2006; Octavio de Faria et al., 2007). El método de inmovilización covalente ha sido 

uno de los más usados (Durán et al., 2002; Zynek et al., 2011). El reactivo más 

utilizado en este tipo de inmovilización es glutaraldehído, que forma un puente entre el 

soporte y la enzima (Aytar y Bakir, 2008). De esta manera, tirosinasa ha sido 

inmovilizada en microesferas reactivas basadas en metacrilato (Arica y Bayramoglu, 

2004a; Arica et al., 2004b), nanopartículas magnéticas (MgFe2O4-SiO2) modificadas 

con grupos amino en su superficie (Liu et al., 2005), y esferas compuestas de 

quitosano-arcilla (Dinçer et al., 2012). Otros métodos de inmovilización covalente 

utilizan otro tipo de reactivos como carbodiimidas (Biegunski et al., 2006; Zhou et al., 

2007; Wang et al., 2010) o cloruro cianúrico (Wang y Hasebe, 2011). 
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Nuestro grupo de investigación, el grupo de Enzimología (GENZ), en 

colaboración con el Grupo de Química de Carbohidratos, Polímeros y Aditivos 

Industriales (QCPAI), aprovechando la propiedad de que la enzima de Agaricus 

bisporus es muy hidrofóbica, ha llevado a cabo su inmovilización por interacción 

hidrofóbica sobre ésteres cinámicos de carbohidratos (Marín-Zamora et al., 2005; 

2006; 2007a; 2007b). Otros soportes utilizados para la inmovilización por adsorción 

son: montmorillonita-Al (OH)X (Naidja et al., 1997), electrodos de carbono (Yaropolov 

et al., 1995; Moghaddan et al., 2008; Mohammadi et al., 2008) y electrodos de oro 

modificados (Nakurama et al., 2006).  

Otra técnica que ha sido empleada en la inmovilización de tirosinasa ha sido el 

atrapamiento en geles. Se han utilizado geles de gelatina, alginato y poliacrilamida 

(Munjal y Sawhney, 2002; Shao et al., 2009), películas de sol-gel de sílice (SiO2) 

(Wang et al., 2000; Oriero et al., 2011) y de alúmina (Al2O3) (Liu et al., 2000; Zejli et al., 

2008).  La enzima también se ha inmovilizado por adsorción y atrapamiento entre dos 

capas con el polímero policatión poli (cloruro de dialildimetilamonio) (Fiorentino et al., 

2010). 

Debido a las numerosas aplicaciones biotecnológicas de tirosinasa, su 

inmovilización sigue siendo objeto de estudio en la actualidad, produciendo un 

importante número de publicaciones científicas cada año (Bertolino et al., 2011; 

Niccoluci et al., 2011; Malzahn et al., 2011; Oriero et al., 2011; Sima et al., 2011; 

Singh, 2011; Algieri et al., 2012; Donato et al., 2012; Xu et al., 2012; Dinçer et al., 

2012; Yang et al., 2012). 

Existe una gran variedad de sustratos conocidos sobre los que puede actuar la 

enzima tirosinasa y muchos de ellos han sido estudiados con tirosinasa inmovilizada. 

Como por ejemplo: 4-terc-butilcatecol, dopamina, L-dopa, DL-dopa, D-dopa, L-α-

metildopa, DL-α-metildopa, L-isoprenalina, DL-isoprenalina, L-adrenalina, DL-

adrenalina, L-noradrenalina, D-noradrenalina, L-tirosina, DL-tirosina, D-tirosina, 

hidroxianisol, 4-metilfenol, 4-terc-butilfenol, ácido 4-hidroxifenilacético y ácido 4-

hidroxifenilpropiónico (Marín-Zamora et al., 2007a; 2007b, 2009; García-Ruiz et al., 

2009), catecol (Arslan et al., 2005; Nakamura et al., 2006; Zhang et al., 2009), p-cresol 

(Zhao et al., 2009; Yu et al., 2010), L-tirosina (Arica y Bayramoglu, 2004a; Arica et al., 

2004b; Sima et al., 2011), fenol (Gu et al., 2009; Chen y Jin, 2010; Oriero et al., 2011; 

Dinçer et al., 2012), o-aminofenol (Cabaj et al., 2010), 4-clorofenol y 4-cloro-3-

metilfenol (Hanifah et al., 2009). 
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Al realizar el estudio cinético de la actividad enzimática frente a la 

concentración de sustrato, se pueden determinar los valores aparentes de la constante 

de Michaelis, ap
mK , y la velocidad máxima, apVmax . Los valores de ap

mK mostrados por 

tirosinasa inmovilizada normalmente experimentan variaciones respecto a los 

obtenidos por tirosinasa en disolución, siendo el soporte y método de inmovilización 

empleados importantes factores a tener en cuenta (Chibata, 1978; Arroyo, 1998). Es 

habitual encontrar que los valores de ap
mK  de tirosinasa inmovilizada para un 

determinado sustrato sean mayores que los mostrados por dicha enzima en disolución 

para el mismo sustrato (Arica y Bayramoglu, 2004a; Arica et al., 2004b; Arslan et al., 

2005; Yildiz et al., 2005; Nakamura et al., 2006; Marín-Zamora et al., 2007a, 2007b; 

Shao et al., 2007; Tembe et al., 2008; Sima et al., 2011). También se ha descrito una 

disminución del valor de ap
mK , mostrando la enzima inmovilizada una mayor afinidad 

aparente por el sustrato (Rijiravanich et al., 2004; Marín-Zamora et al., 2006; Wang y 

Hasebe, 2009; Zhang et al., 2009; Sánchez-Paniagua et al, 2010).  

 Los valores de apVmax  dependen de la cantidad de enzima inmovilizada, por lo 

que la comparación de la actividad de tirosinasa sobre diversos sustratos sólo debe 

hacerse cuando la enzima ha sido inmovilizada sobre el mismo soporte y con la misma 

técnica y condiciones de inmovilización. Para determinar las variaciones en la 

actividad enzimática cuando tirosinasa es inmovilizada sobre distintos soportes y/o con 

distintas técnicas de inmovilización y es necesario volver a obtener los valores de las 

constantes catalíticas ( ap
catk ) y comparar con la actividad de tirosinasa en disolución. 

 En muy pocos trabajos de enzimas inmovilizadas se da el valor de la constante 

catalítica. No obstante, sí se han determinado los valores de ap
catk  para tirosinasa 

inmovilizada sobre diversos ésteres cinámicos de carbohidratos (Marín-Zamora et al., 

2007a; 2007b) y para tirosinasa complejada, no covalentemente, a polibreno en una 

mezcla de disolvente agua/etanol (Shipovskov y Levashov, 2003). También se han 

determinado los valores de ap
catk  para otras enzimas, como anhidrasa carbónica 

inmovilizada sobre octil-sefarosa (Hosseinkhani y Nemat-Gorgani, 2003), mioglobina 

inmovilizada sobre fosfonatos de circonio (Belleza et al., 2004)  y lacasa inmovilizada 

en Eupergit C (Lloret et al., 2012).  

La inmovilización de tirosinasa puede ser muy útil en la producción de L-dopa y 

otros o-difenoles, en la detección de compuestos fenólicos y de algunos inhibidores de 
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la enzima, y en los procesos de descontaminación de aguas mediante eliminación de 

compuestos fenólicos (Octavio de Faria et al., 2007; Marín-Zamora et al., 2009; Min et 

al., 2015), tal y como se describe a continuación. 

1.7.2.1. Obtención de o-difenoles 

La terapia de elección para el tratamiento del Parkinson es el L-dopa. Por este 

motivo, se calcula que se consumen cada año cerca de 250 toneladas de este 

medicamento. El L-dopa, mayoritariamente, se genera mediante síntesis química a 

partir de vanillina e hidantoína, en un proceso muy laborioso que requiere de ocho 

pasos consecutivos (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. Para ello, el método clásico utilizado consiste en hacer actuar tirosinasa 

en un medio de reacción compuesto por tampón fosfato y concentraciones iguales de 

L-tirosina y ácido ascórbico. Así, se ha llevado a cabo la producción de L-dopa 

mediante tirosinasa inmovilizada en naylon (Pialis et al., 1996), quitosano (Carvalho et 

al., 2000; Chuang et al., 2005), ceolita (Seetharan y Saville, 2002), poliestireno 

modificado (Ho et al., 2003), gel Cu-alginato (Ates et al., 2007), agar activado 

(Norouzian et al., 2007) y membranas tubulares de poliamida (Algieri et al., 2012). En 

todos estos estudios los rendimientos conseguidos en la obtención de L-dopa son 

bastante bajos. En un artículo de revisión sobre el potencial biotecnológico de 

tirosinasa (Octavio de Faria et al., 2007), se afirma que en los intentos realizados para 

producir L-dopa, mediante tirosinasa inmovilizada, las productividades conseguidas 

son bajas, del rango de 1.44 a 54 mg/l/h (Pialis et al., 1996; Carvalho et al., 2000; 

Seetharan y Saville, 2002; Ho et al., 2003; Ates et al., 2007).  

Este bajo rendimiento de tirosinasa se atribuye principalmente a dos factores 

(Octavio de Faria et al., 2007): 

1. En presencia de ácido ascórbico, la conversión de L-tirosina en L-dopa es 

incompleta (menos del 30% es consumida durante el proceso). 

2.  En este sistema de producción, parte del L-dopa producido vuelve a reaccionar con 

tirosinasa y produce o-dopaquinona. Esta dopaquinona cicla espontáneamente a 

leucodopacromo, el cual mediante una reacción de oxidación/reducción con una 

segunda molécula de dopaquinona regenera una molécula de L-dopa, pero 

también genera una molécula de dopacromo, que polimeriza espontáneamente, 

dando lugar a la formación de melaninas. 
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Figura 7.1. Esquema simplificado de la acción de ti rosinasa sobre L-tirosina y L-
dopa en presencia de ácido ascórbico (Marín-Zamora et al., 2009). 

 

Se puede añadir ácido ascórbico al medio, el cual reduce o-dopaquinona a L-

dopa en una reacción no enzimática instantánea. Sin embargo, se necesitarían 

elevadas cantidades de ácido ascórbico para obtener rendimientos aceptables en la 

obtención de o-difenol, ya que se entraría en una dinámica de ciclos fútiles (el o-

difenol, obtenido por reducción química de la o-quinona, compite con el monofenol 

para ser oxidado de nuevo por la enzima, lo que supone que parte de él volverá a ser 

oxidado a o-quinona y tendrá que volver a ser reducido, antes de que nuevas 

moléculas de monofenol sean hidroxiladas en orto, para aumentar la concentración 

final de o-difenol). Esta dinámica de ciclos fútiles, a su vez, facilitaría la inactivación 

suicida de la enzima. Asimismo, se ha demostrado que altas concentraciones de ácido 

ascórbico 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).  

Los datos obtenidos, utilizando el método descrito anteriormente (Algieri et al., 

2012; Donato et al., 2012), están en concordancia con los bajos rendimientos descritos 

anteriormente (Octavio de Faria et al., 2007).  
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Se ha empleado tirosinasa inmovilizada sobre membranas de zeolita (Donato 

et al., 2012) y de poliamida (Algieri et al., 2012), con rendimientos en la obtención de 

L-dopa de aproximadamente el 5 y 10 %, respectivamente. También se han empleado 

agregados de tirosinasa obtenidos por entrecruzamiento (Xu et al., 2012), para la  

obtención de L-dopa, en un medio constituido por tampón fosfato y una concentración 

de ácido ascórbico 7,5 veces superior a la de L-tirosina, lográndose en este caso 

rendimientos del 53 %. Además del L-dopa pueden obtenerse otros o-difenoles de 

considerable interés por su actividad biológica y antioxidante.  

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 inmovilización 

de tirosinasa en resinas epoxi Eupergit C250L y posterior deposición de varias 

películas de polielectrolito sobre la enzima, utilizando la técnica Layer-by-Layer  

(Guazzaroni et al., 2012a, 2012b), que ha sido aplicada a la síntesis de una serie de 

catecoles (distintos a L-dopa) en medio acuoso o  añadiendo diclorometano como 

extractor en contacto con el medio acuoso. 

La técnica layer-by-layer también se ha empleado en la inmovilización de 

tirosinasa en nanotubos de carbón para poder trabajar en medio orgánico (CH2Cl2) en 

la obtención de o-difenoles a partir de monofenoles (Subrizi et al., 2014). 

 Últimamente se ha avanzado en la obtención de L-dopa a partir de L-tirosina, 

mediante el empleo de microorganismos (Surwase y Jadhav, 2011; Surwase et al., 

2012). 

En nuestro Grupo de Investigación (GENZ) se ha llevado 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). Este hecho permite mejorar la 

acumulación de o-difenol en el medio, ya que el anión borato compleja al o-difenol 

formado, impidiendo la oxidación de éste por parte de tirosinasa, logrando así 

minimizar la entrada en la dinámica de ciclos fútiles comentada anteriormente. 

Además, al medio de reacción se añade hidroxilamina o una concentración inicial de o-

difenol para facilitar que la forma metatirosinasa pase a desoxitirosinasa (cerrando así 

el ciclo catalítico). También es necesaria la presencia de ácido ascórbico en exceso 
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para reducir la o-quinona generada a o-difenol. En este caso el ácido ascórbico no 

inactiva prácticamente 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: 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). Los 

rendimientos conseguidos fueron muy altos (88-96 %) en todos los casos. En el caso 

de la obtención de L-dopa se obtuvo por primera vez, mediante tirosinasa 

inmovilizada, un rendimiento del 90 % en un proceso en continuo, escalable 

industrialmente. 

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). 

En la Tabla 7.1 se muestra, a modo de comparación, los distintos rendimientos 

obtenidos con tirosinasa inmovilizada en diferentes soportes. Nótese el alto 

rendimiento obtenido con el método desarrollado por nuestro Grupo (Marín-Zamora et 

al., 2009). 
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Tabla 7.1. Producción biocatalítica de  L-dopa por la acción de tirosinasa 

inmovilizada.  

Soporte  

de inmovilización 

Tipo de reactor Sustrato  

convertido   

(%) 

Referencias 

Cu-alginato En lecho 1.8 (Ates et al., 2007) 

Membrana 6,6 nylon En lecho 60 (Pialis et al., 1996) 

Zeolita En lecho 44.9 (Seetharam y 

Saville, 2002) 

CLEA* En lecho 53 (Xu et al., 2012) 

SWNT** En lecho 95.9 (Min et al., 2010) 

SWNT** En lecho 77.7 (Min et al., 2013) 

Adsorción sobre 

polímeros de ésteres 

cinamoilados de sorbitol 

Reactor en continuo 88-96% (Marín-Zamora et 

al., 2009) 

  *  Agregados de enzima entrecruzados 

**  Nanotubos de pared simple 

 

 

1.7.2.1.1. Producción biotecnológica de L-dopa  

Recientemente se ha publicado una revisión sobre la producción biotecnológica 

de L-dopa (Min et al., 2015). La producción de L-dopa se lleva a cabo 

fundamentalmente mediante hidrogenación asimétrica; sin embargo, este proceso 

tiene limitaciones tales como una pobre velocidad de conversión y una 

enantioselectividad baja (Sayyed y Sudalai 2004; Valdes et al., 2004). Teniendo en 

cuenta lo anterior, se están desarrollando métodos biotecnológicos usando 

microorganismos con actividades tirosinasa, tirosina fenol liasa o p-hidroxifenilacetato-

3-hidroxilasa. Actualmente Ajinomoto Co. Ltd comercializa la producción 
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biotecnológica de L-dopa por Erwinia herbicola desde 1993, mediante una cepa con 

alta producción de tirosina fenol liasa (Iizumi et al., 1991).  

Los métodos biotecnológicos de producción de L-dopa con microorganismos se 

pueden clasificar en tres grupos: los basados en tirosinasa, tirosina fenol liasa o p-

hidroxifenilacetato 3-hidroxilasa. Las dificultades de los métodos de fermentación son 

dos: (1) requieren más de diez días, además del período inicial de cultivo de las 

células, y (2) es difícil purificar el L-dopa a partir de la mezcla. 

Los métodos que utilizan fermentaciones con micoorganismos ricos en 

tirosinasa (E.C.1.14.18.1) han propuesto al hongo Acremonium rutilum como un 

modelo (Krishnaveni et al., 2009) y se basan en las actividades monofenolasa y 

difenolasa de tirosinasa. 

Otros métodos utilizan microorganismos ricos en la enzima tirosina fenol liasa 

(E.C. 4.1.99.2). En el Esquema 7.2 se muestra la acción de tirosina fenol liasa. La 

reacción catalizada por tirosina fenol liasa es reversible y, por lo tanto, puede formarse 

L-dopa si se sustituye fenol por catecol (Esquema 7.2). Se utiliza el gen de E. 

herbicola que codifica a TpI y se expresa en E.coli (Katayama et al., 2000; Koyanagi et 

al., 2005). 

 

Esquema 7.2. Ilustración esquemática de la conversi ón de piruvato, amonio y 

catecol en L-dopa por tirosinasa fenol liasa (Tpl) (Min et al., 2015). 

 

Lee y Xun, 1998, han propuesto que L-tirosina puede ser convertida en L-dopa 

por la reacción descrita en el Esquema 7.3, mediante la acción de la p-

hidroxifenilacetato hidroxilasa (E.C.1.14.14.9), utilizando la cepa de E.coli 

WATCC11105. La aplicación de este método se ha llevado a cabo recientemente 

(Muñoz et al., 2011). 
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Esquema 7.3. Producción de L-dopa desde L-tirosina por p-hidroxifenilacetato 3-

hidroxilasa (PHAH) (Min et al., 2015). 

 

En la Tabla 7.2 se muestra un esquema comparativo entre los distintos 

métodos de obtención de L-dopa, con sus ventajas e inconvenientes. 
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Tabla 7.2. Comparación entre varias aproximaciones para la producción de L-

dopa (Min et al., 2015).  

 Proceso químico Fermentación 

microbiana 

Conversión 

biocatalítica 

Método/catalizador Hidrogenación 

asimétrica 

Catalizador metálico 

(Complejo de Rb) 

Cultivo de células 

(Ejemplo: Erwinia 

herbicola ) 

Tirosinasa 

Tirosina fenol-liasa 

p-hidroxiacetato 3-

hidroxilasa 

 

Enzima 

inmovilizada 

Tirosinasa 

 

Ventajas Proceso disponible 

comercialmente  

Proceso disponible 

comercialmente 

Mayor 

concentración de 

sustrato  

Proceso simple 

La enzima es 

reutilizable 

Desventajas Proceso complejo  

Bajo rendimiento 

Baja 

enantioselectividad 

Purificación difícil a 

partir de los medios 

de cultivo  

Tiempo de 

operación largo 

Baja velocidad de 

conversión/ 

productividad 

Subsiguiente 

oxidación a o-

dopaquinona  

Reactivo reductor/  

poder reductor 

eléctrico. 
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1.7.2.2. Biosensores enzimáticos 

Las aguas residuales pueden contener residuos fenólicos procedentes de 

industrias textiles, químicas, petroquímicas y papeleras, entre otras (Yamada et al., 

2005). Estos compuestos fenólicos pueden ser contaminantes también de suelos y 

alimentos. La legislación medioambiental es cada vez más estricta y se requieren 

métodos de análisis sencillos y precisos para detectar los niveles de compuestos 

fenólicos en aguas. Los métodos empleados tradicionalmente para llevar a cabo estos 

análisis han sido métodos espectrofotométricos y cromatográficos. Actualmente, el 

campo de los biosensores enzimáticos está siendo fruto de numerosos trabajos de 

investigación en este sentido. Una de las principales ventajas de los biosensores es la 

posibilidad de la determinación in situ de los compuestos que se requiere analizar. 

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; Han et al., 2012), que permiten determinar la cantidad de compuestos 

fenólicos presentes en el medio. Para ello, se recurre a la medida del consumo de 

oxígeno por parte de la enzima al llevar a cabo la oxidación catalítica o a la reducción 

electroquímica de la o-quinona liberada por la enzima como producto de reacción 

(Tembe et al., 2009). Además, los biosensores de tirosinasa también son utilizados 

para la determinación de sustancias inhibidoras de la actividad catalítica de esta 

enzima, como son los compuestos organofosforados (Vidal et al., 2006), el ácido 

benzoico (Kochana et al., 2012) y el ión fluoruro (Asav et al., 2009). 

Algunos de los numerosos biosensores basados en tirosinasa inmovilizada se 

describen a continuación. La determinación de catecol se ha llevado a cabo, por 

ejemplo, mediante un biosensor basado en tirosinasa inmovilizada en una película 

compuesta de quitosano, carbón y nanopartículas de níquel (Yang et al., 2012), a 

través de otro biosensor compuesto de un electrodo de óxido de grafeno enlazado a 

nanopartículas de oro recubiertas de tirosinasa (Song et al., 2011), y mediante un 

biosensor basado en tirosinasa inmovilizada sobre nanopartículas de oro 

encapsuladas por un dendrímero (Singh, 2011).  

La detección de bisfenol A ha sido posible gracias a un biosensor de tirosinasa 

basado en nanografeno (Wu et al., 2012). También se ha llevado a cabo la detección 

de norepinefrina, mediante tirosinasa inmovilizada en nanotubos de carbono 

(Mohammadi et al., 2011).  
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Además, debido a su efecto inhibidor, se ha llevado a cabo la determinación de 

sustancias como el ácido benzoico, mediante un biosensor basado en tirosinasa 

adsorbida sobre fosfato de calcio (Sánchez-Paniagua y López-Ruiz, 2011) y también el 

ión Cr (III), mediante un biosensor constituido por un electrodo con tirosinasa atrapada 

en polipirrol obtenido por electropolimerización (Domínguez-Renedo et al., 2004). 

Se han diseñado biosensores con tirosinasa inmovilizada, que permiten 

determinar mediante voltametría diferencial de pulso, hidroquinona y catecol al mismo 

tiempo, con unos límites de detección de 5x10-2 µM y 2.5x10-2 µM respectivamente 

(Tang et al., 2013). En la misma línea de la utilización de tirosinasa inmovilizada, se ha 

diseñado un biosensor para la determinación de epinefrina, con un límite de detección 

de 2.54 µM (Apetrei et al., 2013). Se ha puesto a punto un método amperométrico de 

determinación de catecol utilizando tirosinasa inmovilizada y aplicando la técnica “capa 

por capa”, “layer-by-layer”, (LbL) y se ha aplicado a la determinación de catecol en 

muestras de té (Karim et al., 2014). Se ha descrito el diseño de un biosensor barato 

utilizando el champiñón liofilizado (Agaricus bisporus) para la determinación de fenol, 

utilizando el electrodo de oxígeno de Clark (Silva et al., 2014). Además, se han 

descrito biosensores compuestos por dos enzimas, por ejemplo: lacasa y tirosinasa 

para la determinación de carbamatos (Oliveira et al., 2014) 

Otra aplicación de los biosensores en los que participa tirosinasa consiste en la 

cuantificación electroquímica de la capacidad antioxidante de plantas medicinales 

(Rodríguez-Sevilla et al., 2014). 

 

1.7.2.3. Descontaminación de aguas 

Los compuestos fenólicos son importantes contaminantes orgánicos, que 

confieren al agua un mal sabor y un mal olor, además de ser muy tóxicos. La 

contaminación de medios acuosos naturales por presencia de fenoles se produce, 

principalmente, por el vertido de aguas residuales de industrias de pintura, carbón, 

insecticidas, fármacos, curtidos y petróleo. La supresión de compuestos fenólicos en 

los vertidos industriales es un problema prioritario. Algunos de los métodos empleados 

para llevar a cabo la descontaminación de aguas, liberándolas de compuestos 

fenólicos, consisten en la extracción con disolventes, oxidación química, degradación 

microbiana o utilización de enzimas (Octavio de Faria, 2007). La enzima tirosinasa ha 

sido utilizada en la eliminación de fenoles y biorremediación tanto en disolución, como 
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inmovilizada a un soporte, con la consiguiente ventaja de su posible reutilización. 

Generalmente, los productos o-quinónicos formados por la oxidación enzimática dan 

lugar a reacciones de polimerización, obteniéndose compuestos insolubles que 

pueden ser eliminados por filtración o precipitación.  

Se han utilizado extractos de alcachofa (Cynara scolymus) ricos en peroxidasa 

y polifenoloxidasa, para la eliminación de compuestos fenólicos en aguas (López-

Molina et al., 2003). El aislamiento y la purificación de peroxidasa de Cynara scolymus 

dió lugar a una patente (Rodríguez-López et al., 2000b) por parte de nuestro Grupo de 

Investigación, y la aplicación de un extracto de alcachofa para la descontaminación de 

aguas residuales, dió lugar a otra patente (Rodríguez-López et al., 2000c). 

Se han utilizado agregados de tirosinasa entrecruzados. Con estos agregados 

se obtienen buenos resultados en la eliminación de fenoles (p-metilfenol, p-clorofenol, 

fenol y bisfenol) de aguas residuales (Xu y Yang, 2013). Además, también se ha 

utilizado tirosinasa para oxidar distintos fenoles: fenol, 4-metilfenol, 4-metoxifenol y 4-

clorofenol. En este caso, actuando la enzima junto con un polímero de quitosano se 

pueden retirar los compuestos quinónicos originados tras su polimerización (Saitoh et 

al., 2011). 

Recientemente se ha empleado tirosinasa, inmovilizada covalentemente sobre 

esferas de quitosano-arcilla, para la eliminación de fenol (Dinçer et al., 2012). También 

se ha logrado la biodegradación de una serie de bisfenoles, mediante un reactor que 

contiene tirosinasa inmovilizada sobre esferas de poliacrilonitrilo (Niccoluci et al., 

2011). La eliminación de alquilfenoles puede conseguirse mediante un sistema 

formado por dos columnas, la primera rellena de una resina intercambiadora de iones 

sobre la que se ha inmovilizado covalentemente la enzima, y la segunda, rellena de 

esferas de quitosano (entrecruzado con epiclorhidrina) que adsorben las quinonas 

producto de la reacción catalizada por tirosinasa (Tamura et al., 2010). Otro ejemplo 

de aplicación de tirosinasa en biorremediación, ha sido la utilización de tirosinasa 

inmovilizada sobre un soporte compuesto por quitosano-alginato para la eliminación de 

fenol en un 92 % (Ensuncho et al., 2005). Se ha conseguido la eliminación de naftoles 

y dihidroxinaftalenos mediante el uso de tirosinasa de champiñón y quitosano (Kimura 

et al., 2014). 

 Además, se ha descrito la utilización de tirosinasa sin purificar, la cual actúa 

muy eficazmente en células completas de Agaricus bisporus atrapadas en quitosano. 

La preparación es activa durante seis meses (Kampmann et al., 2014).  
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Por último, se han diseñado agregados de una combinación de tirosinasa y 

lacasa, dos proteínas con cobre que utilizan oxígeno, y que actuando de forma 

conjunta, consiguen eliminar paracetamol eficientemente de muestras de agua que lo 

contienen (Ba et al., 2014). 
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2. OBJETIVOS 

 
2.1. Objetivo general 

El objetivo fundamental de esta Memoria consiste en profundizar en el 

mecanismo de acción de la tirosinasa. Se centra la atención de este estudio sobre la 

actividad monofenolasa y se profundiza en el proceso de inactivación suicida. Se 

investiga la aportación de cada una de las actividades monofenolasa y difenolasa en 

dicho proceso. Se aborda la caracterización cinética de monofenoles de interés 

fisiológico. 

 

2.2. Objetivos específicos 

• Profundizar en el mecanismo cinético de actuación de la enzima en sus 

actividades monofenolasa y difenolasa. 

• Estudiar la hidroxilación de umbeliferona a esculetina en la ruta de biosíntesis 

de cumarinas. 

• Establecer una metodología para investigar si un monofenol es inhibidor o 

sustrato alternativo de la enzima con la ayuda del peróxido de hidrógeno. 

• Diferenciar las actividades monofenolasa y difenolasa en su implicación en el 

proceso de inactivación suicida. 

• Profundizar en el estudio del mecanismo de inactivación suicida de la enzima 

en su acción sobre o-difenoles mediante la determinación del efecto isotópico 

generado en un medio deuterado. 

• Estudiar y analizar los procesos de catálisis e inactivación en la acción de 

tirosinasa sobre tres tipos de sustratos: o-difenoles, o-aminofenoles y o-

fenilendiaminas. 

• Estudiar la acción de tirosinasa sobre hidroxihidroquinona en los procesos de 

catálisis e inactivación. 

• Estudiar la reacción de tirosinasa con hidroquinona, un monofenol, utilizado 

como despigmentante. 

• Caracterizar cinéticamente a hidroquinona como un sustrato de tirosinasa con 

la ayuda del peróxido de hidrógeno. 
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• Estudiar la influencia de ácido ascórbico sobre el proceso de hidroxilación de 

hidroquinona por tirosinasa. 

• Caracterizar cinéticamente a hidroquinona como un sustrato de tirosinasa con 

la ayuda de cantidades catalíticas de o-difenol y ácido ascórbico. 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1. Reactivos y materiales 

3.1.1. Reactivos 

Los distintos monofenoles, o-difenoles y demás productos químicos utilizados 

para la elaboración de esta Memoria, fueron obtenidos de: Sigma (Madrid, España): L-

tirosina, L-dopa, umbeliferona, esculetina, sal de diamonio del ácido 2,2’-azino-bis(3-

etilbenzotiazolina-6-sulfónico) (ABTS), ácido ascórbico (AH2), β-nicotinamida adenina 

dinucleótico reducido (NADH), catecol, 4-clorocatecol, 4-metilcatecol, 4-etilcatecol, 4-

tert-butilcatecol (TBC), 4-formilcatecol, 4-nitrocatecol, 2-aminofenol, 2-amino-4-

metilfenol, 2-hidroxi-4-metilanilina, 2-hidroxi-4-carboxianilina, 2-amino-4-carboxifenol, 

4-metoxi-1,2-fenilendiamina, 4-metil-1,2-fenilendiamina, 4-fluoro-1,2-fenilendiamina, 4-

cloro-1,2-fenilendiamina, 4-bromo-1,2-fenilendiamina, 2H2O, arbutina, hidroquinona, α-

naftol, β-naftol, guayacol, timol, carvacrol, eugenol, isoeguenol, 3-metil-2-

benzotiazolinona hidrazona clorhidrato (MBTH), deferoxamina, hidroxihidroquinona 

(HHQ), fenol, 4-tert-butilfenol (TBF). Todos los sustratos fenólicos utilizados se 

disolvieron en ácido fosfórico diluido (0.15 mM) para prevenir su autooxidación, 

excepto umbeliferona que fue disuelta en 2 mM de tampón fosfato a pH 6.8. En todos 

los ensayos se utilizó agua purificada tipo I (18 MΩ/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., Bedford, USA). 

3.1.2. Enzimas 

3.1.2.1. Tirosinasa 

A. Purificación de tirosinasa de champiñón 

Tirosinasa de champiñón (4276 U/mg de proteína) fue suministrada por Sigma 

(Madrid, España) y purificada por medio de un método modificado del propuesto por 

Duckworth y Coleman (1970). Se disolvieron 500 mg del preparado, con un 5% de 

pureza (Robb, 1984), en 25 mL de tampón fosfato 0,1 M pH 7.0 y la mezcla se 

mantuvo en agitación durante 1 hora a 4ºC. A continuación, se procedió a la 
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purificación de la enzima, mediante precipitación con sulfato amónico neutralizado a 

pH 7.0. 

En primer lugar, se llevó el extracto hasta una concentración de sulfato 

amónico de 36% y se mantuvo durante 1 hora a 4 ºC. Tras la hora, el extracto se 

centrifugó 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, éste se sometió a varios procesos. En primer lugar, se filtró 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 0.01 M, 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 liquido. 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). 

B. Determinación de proteínas 

La determinación de proteínas en los distintos extractos obtenidos se llevó a 

cabo con el método de Bradford (1976), utilizando el kit comercial de Bio-Rad©, con 

albúmina de suero bovino como estándar. 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. 

Este método de Bradford se basa en que, cuando una disolución ácida de azul 

Coomassie G-250 se une a una proteína, cambia la longitud de onda en su absorción 
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desde 465 nm hasta 595 nm. La muestra se deja incubar 5 minutos con el azul 

Coomassie y se lee la absorbancia a 595 nm. El resultado se introduce en la recta de 

calibrado previamente realizada con la albúmina de suero bovino. Así, se determinó la 

concentración proteica que tenemos en cada fracción. Este ensayo se hace por 

cuadruplicado a tres concentraciones de proteína diferentes manteniéndose la 

linealidad. Así, se eliminó el error típico en las medidas y reflejando valores sin 

desviaciones significativas en las repeticiones. 

C. Generación de oxitirosinasa y desoxitirosinasa 

La especie enzimática oxitirosinasa ( oxE ) se generó añadiendo 2 µM de H2O2 a 

la enzima nativa. En esta enzima nativa, la forma metatirosinasa ( mE ) se transforma 

en oxE . Una vez generada toda la oxE , se pasó una corriente de nitrógeno a la 

disolución y así se convirtió toda la enzima a desoxitirosinasa ( dE ), ya que se 

desplaza el equilibrio ox dE E→ +← 2O  hacia la derecha (Jolley et al., 1974; Jackman 

et al., 1992; Muñoz-Muñoz et al., 2010a). 

D. Generación de metatirosinasa 

La especie enzimática metatirosinasa se generó a partir de la enzima nativa 

mediante 2 métodos: 

a) Añadir una concentración de catalasa (2 µM). Así, el equilibrio 

ox mE E→ +← 2 2H O  se desplaza hacia la derecha ya que elimina el H2O2 del 

medio gracias a la reacción →2 2 2 22H O +catalasa O +2H O . Con esto, en la 

disolución de enzima nativa, oxE  se transforma en mE . 

b) Añadir 2 µM de H2O2 a la enzima nativa, de tal manera que la mE  se 

transforma en oxE . Posteriormente, se añade 2 µM de catalasa al medio y 

ocurre el mismo paso descrito anteriormente (Jolley et al., 1974; Jackman et 

al., 1992; Muñoz-Muñoz et al., 2010a). 

E. Evaluación de las especies enzimáticas matatirosinasa, desoxitirosinasa y 

oxitirosinasa en una preparación enzimática de tirosinasa 

Es conocido que en cualquier disolución de tirosinasa de cualquier fuente, 

existen tres formas enzimáticas, oxE , mE  y dE  (Jackman et al., 1992). Para poder 

determinar la proporción de cada una de estas formas enzimáticas en una 

preparación, se propone un método cinético basado en la inactivación que sufre 

tirosinasa por 2-mercaptoetanol (Aasa et al., 1978). Esta inactivación ocurre en 

distintas escalas de tiempo puesto que la constante de velocidad de inactivación es 
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diferente para oxE , mE  y dE  (0.014 s-1 para oxE , 4 x 10-5 s-1 para mE  y 1 x 10-5 s-1 para 

dE ). Este método es válido ya que las constantes de inactivación para oxE  y mE  están 

muy diferenciadas en el tiempo (tres órdenes de magnitud) (Muñoz-Muñoz, et al., 

2009a). 

 

3.1.2.2. Superóxido dismutasa 

Superóxido dismutasa (SOD) (2500 U/mg de proteína) fue suministrada por Sigma 

(Madrid, España). 

 

3.1.2.3. Lacasa 

Lacasa de Agaricus Bisporus (5.1 U/mg de proteína) se compró de Fluka (Madrid, 

España). 

3.2. Equipos y métodos 

3.2.1. Ensayos oximétricos 

Los ensayos oximétricos se realizaron utilizando un oxímetro Hansatech DW 

(King´s Lynn Norfolk, UK), que mide el consumo de oxígeno. Este oxímetro se basa en 

un electrodo tipo Clark, recubierto por una membrana de teflón de 12.5 µM. La 

muestra se agitó continuamente y la temperatura se mantuvo constante a 25 ºC. Este 

electrodo está conectado a una unidad amperométrica a su vez controlada por un 

ordenador PC-compatible. En primer lugar, se ajusta la concentración máxima y 

mínima de O2. Para ajustar el máximo, se considera que el agua está saturada de 

oxigeno con 0.26 mM del mismo. Posteriormente, para ajustar el mínimo, se burbujeó 

una corriente de N2 en la cámara de reacción para eliminar el O2 del agua, llegando en 

unos minutos al cero de oxigeno. 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 (TBCQ), de acuerdo con la estequiometría: 

 

2 22 2 2TBC O TBCQ H O+ → +  

 

Para este tipo de calibración química, se realizaron tres disoluciones de TBC 

cuantificadas espectrofotométricamente. La calibración se llevó a cabo al oxidar unas 
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concentraciones conocidas de TBC 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. 

Los ensayos oximétricos se realizaron en la cámara del oxímetro (2 ml) que 

contenía tampón fosfato sódico 30 mM pH 7.0 como medio de ensayo. El medio fue 

agitado constantemente. La temperatura se mantuvo constante a 25 ºC utilizando un 

baño circulante Haake D1G con un termostato y criostato, y se comprobó con un 

termómetro digital Cole-Parmer con una precisión de ± 0.1 ºC. 

3.2.2. 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 

disponía 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, y 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). 

3.2.3. Ensayos de RMN 

Los espectros de RMN-13C de los distintos sustratos utilizados en esta memoria 

se obtuvieron en agua deuterada, pH 7.0 (pH óptimo de tirosinasa de champiñón) para 

obtener los correspondientes valores de desplazamiento químicos (δ ). Los espectros 

de RMN-13C se realizaron en un espectrómetro Varian Unity de 400 MHz o en uno de 

600 MHz. Los valores de desplazamiento químico se obtuvieron tomando como 

referencia el valor para el tetrametilsilano (δ  = 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. 
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La dependencia entre los valores de δ  en 13C para un átomo de carbono y su 

densidad electrónica es conocida (Günther, 1980; Farnun, 1975). Se ha demostrado 

que existe linealidad entre δ  y la constante σ y que esta correlación se ha utilizado en 

los estudios cinéticos y de velocidad de reacción (Levy y Nelson, 1976). Los valores de 

δ  en 13C se han utilizado para verificar o estimar con mayor precisión los valores de σ 

(Marriott y Topsom, 1985). 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 δ  para el átomo de carbono que soporta el grupo hidroxilo 

(Tomiyama et al., 1993). 

 

3.2.4. Ensayos electroquímicos 

Los ensayos electroquímicos de voltametría cíclica (CV) se realizaron en el 

Laboratorio de Electroquímica del Departamento de Química Física de esta 

Universidad utilizando un sistema potenciostático de tres electrodos construido en el 

"Servicio de Apoyo a la Investigación de la Universidad de Murcia" 

(http://www.um.es/sai) totalmente controlado, en la generación de señales y en el 

registro de los resultados, por un ordenador personal. Los programas necesarios para 

dicho control y para la adquisición y tratamiento de los datos experimentales se han 

desarrollado en dicho Laboratorio de Electroquímica. Se ha empleado una célula de 

tres electrodos. Como electrodo de trabajo se utilizó un microdisco de platino (CH 

Instruments) con un radio de 12,5 µm. El electrodo de referencia fue un electrodo de 

calomelanos saturado (SCE), y el contraelectrodo era un hilo de platino. Las 

disoluciones se prepararon con agua desionizada destilada (sistema de filtrado Milli-

Q). Las disoluciones fueron desaireadas (de forma independiente tampón y sustrato en 

medio ácido) con gas nitrógeno durante 20 min antes de las mediciones. Asimismo, se 

mantuvo una atmósfera de nitrógeno sobre la disolución durante los experimentos. El 

disco de platino fue pulido antes de los experimentos utilizando una mezcla de agua y 

alúmina, sucesivamente de tamaños de partícula 1,0; 0,3 y 0,05 µm usando discos de 

fieltro especialmente diseñados para esta finalidad. Después del pulido mecánico, el 
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electrodo de trabajo fue sumergido en un baño de ultrasonidos durante 10 min y, 

posteriormente, sometido a acondicionamiento electroquímico. 

 

3.2.5. Cromatografía 

La reacción de tirosinasa con umbeliferona se siguió midiendo la formación de 

esculetina en presencia de ácido ascórbico por HPLC. La enzima se separó de los 

intermedios de reacción por centrifugación usando filtros 10.000 MWCO. Los 

productos de reacción se analizaron en un equipo de cromatografía líquido de alta 

resolución (VWR-Hitachi, modelo Elite LaChrom). El volumen de las muestras fue de 

20 µl. 

 

3.2.5.1. Ensayos con HPLC 

El cromatógrafo utilizado fue un VWR-Hitachi, modelo Elite LaChrom equipado 

con una bomba L-2130 y con un detector de sistemas de diodos alineados de L-2455. 

La columna usada fue una Teknokroma Mediterránea Sea C-18 25 cm x 0,4cm con un 

tamaño de partícula de 5 µm. La fase móvil estaba constituida por las disoluciones (A) 

agua Milli Q con un 3% de ácido acético y (B) acetonitrilo con ácido acético al 3%. El 

análisis se hizo con el siguiente gradiente: 0 min, 94% de A; 15 min, 82% de A; 25 min, 

67% A; 30 min, 94% A. Las medidas se realizaron a 259 nm, 324 nm y 359 nm. La 

velocidad de flujo de esta fase móvil es de 1.0 mL/ min.  

 

3.2.5.2. Ensayos con HPLC-MS  

Esta técnica se utilizó para monitorizar la reacción de tirosinasa con 

hidroquinona en presencia de un gran exceso de ácido ascórbico posibilitando, de esta 

manera, el seguimiento de la formación de hidroxihidroquinona. En primer lugar, se 

lleva a cabo la reacción y, posteriormente, se separa la enzima de los intermedios de 

reacción por centrifugación usando filtros de 10.000 MWCO. Los productos de la 

reacción se analizaron, separaron y cuantificaron en un cromatógrafo HPLC Agilent 

serie 1100 (Alemania) acoplado a un espectrómetro de masas Agilent VL (Alemania). 

Se ajustó un programa de separación que supone la elución en gradiente de dos 

disoluciones: (A) agua con 0,1% de ácido fórmico y (B) acetonitrilo con 0,1% ácido 

fórmico. El gradiente comienza a t = 0 con 3% B, que aumenta hasta llegar a un 50% 

de B en 10 minutos. A continuación, el valor inicial de B se recuperó en el minuto 11, 

dejando que el equipo se estabilizara durante un periodo adicional de 5 minutos (post-

run). La velocidad de flujo empleada fue de 0.8 ml/min. El detector de diodos alineados 

(DAD) de alta resolución se ajustó para registrar datos a 290 nm, con un rango de 
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absorbancia de 190 a 350 nm empleando pasos de 2 nm. En el espectrómetro de 

masas, la adquisición se realizó en modo SCAN seleccionando un rango de masas de 

50-500 m/z. Como método de generación de iones se empleó una ionización por 

electronebulización (ESI), operando en modo negativo a una temperatura de 350 oC y 

una presión de 60 psi. Para terminar de adecuar el método de trabajo a la fase móvil 

utilizada, se seleccionó un flujo de gas de secado de 9 l/minuto. 

 
Con el objeto de optimizar el funcionamiento de la trampa de iones, tras varias 

pruebas para verificar la eficacia de la ionización, se eligió un pico a 110 m/z de una 

muestra patrón, una estabilidad del 60% y un nivel de accionamiento de la trampa del 

80%. El número máximo de iones fue de 50.000 y el tiempo máximo de acumulación 

se seleccionó a 300 milisegundos, parámetros adecuados a la sensibilidad de los 

compuestos analizados en este estudio. El voltaje de capilaridad fue de 3.5 KV. La 

calibración del instrumento se realizó en la modalidad de sintonización automática 

(autotuning) usando una mezcla especial de calibración para una trampa de iones 

LC/MSD de Agilent Technologies (referencia G2431A). 

 
El tratamiento de los datos, realizado con el software Data Analysis versión 2.1, 

se completó con la adquisición de los cromatogramas de iones extraídos del barrido 

principal (Extracted Ion Cromatogram, EIC) para obtener la masa del ion negativo (M-

H)- y, posteriormente, cuantificar dichos iones mediante su integración. 

 
3.2.6. Efecto isotópico del disolvente 
 

           La influencia del  efecto isotópico sobre los parámetros cinéticos se determinó 

como una fracción de deuterio en la disolución. Se prepararon disoluciones stock de 

tampón fosfato y de los diferentes sustratos en H2O y 2H2O y se combinaron en varias 

proporciones para conseguir diferentes fracciones atómicas (n) de deuterio. Los 

tampones es 2H2O se prepararon liofilizando el correspondiente tampón en H2O y 

disolviendo el sólido en 2H2O. Las muestras de enzima se prepararon para tener el 

mismo porcentaje de 2H2O como el medio de reacción combinando di soluciones stock 

de enzima en H2O y 2H2O en las proporciones adecuadas. 
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3.2.7. Análisis de regresión   

3.2.7.1. 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 

 

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 / Si
2 

 

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 α (Wats, 1981): 
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(z-z)T VT V(z-z) ≤ pS(z) F(p,n-p, α) / (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. 

3.2.7.2. 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 

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. 

3.2.8. 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. 
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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. 

3.2.8.1. Integración numérica de ecuaciones diferen ciales 

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 ==  

 

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 
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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. 

3.2.8.2. 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. 

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. 

3.2.8.3. 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 
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(García-Sevilla et al., 2000) compilado en el lenguaje C++ para Windows e instalado 

en un PC compatible. 

3.2.8.4. 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 el capítulo de Resultados y Discusión, en las publicaciones adjuntas. 
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4.1. ARTÍCULO 1  

 

4.1.1. Título 

Estudio de la hidroxilación de umbeliferona a esculetina catalizada por polifenol 

oxidasa. 

 

4.1.2. Referencia 

Biological and Pharmaceutical Bulletin (2013) 36, 1140-1145. 

 

4.1.3. Resumen 

Se ha caracterizado umbeliferona, un derivado del ácido 2,4-dihidroxicumarico, como 

un sustrato de polifenol oxidasa. Esta enzima hidroxila umbeliferona a esculetina, su o-difenol, 

y posteriormente lo oxida a su o-quinona. A partir de estos resultados se pone de manifiesto 

que umbeliferona, un intermedio en la ruta biosintética de cumarinas, puede ser transformada 

en su o-difenol, esculetina, que también es un intermedio en esta ruta. La actividad de la 

enzima sobre umbeliferona se siguió mediante la medida del consumo de oxígeno, 

espectrofotométricamente y mediante HPLC. Las constantes cinéticas que caracterizaron el 

proceso de hidroxilación de umbeliferona fueron : la constante catalítica 0.09 ± 0.02 s-1 y la 

constante de Michaelis 0.17 ± 0.06 mM. El o-difenol esculetina fue mejor sustrato y su 

oxidación se estudió espectrofotométricamente obteniendo: una constante catalítica de
 
1.31 ± 

0.25 s-1 y una constante de Michaelis de 0.035 ± 0.002 mM. Por tanto, ambos compuestos se 

podrían comportar como sustratos alternativos a L-tirosina y L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-

Dopa) puesto que son capaces de inhibir indirectamente la melanogénesis. 

 

4.1.4. Url 

https://www.jstage.jst.go.jp/article/bpb/36/7/36_b13-00119/_pdf
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4.2. ARTÍCULO 2  
 

4.2.1. Título 
Peróxido de hidrógeno ayuda a la identificación de monofenoles como sustratos de 

tirosinasa. 

 
4.2.2. Referencia 
Bioscience Biotechnology and Biochemistry (2013) 77, 2383-2388.  
 
4.2.3. Resumen 

Tirosinasa existe en tres formas en el ciclo catalítico dependiendo del estado 

de oxidación de sus átomos de cobre: meta- ( mE ), oxi- ( oxE ) y desoxi- ( dE ). Cuando 

las o-quinonas, productos de la reacción enzimática, evolucionan químicamente para 

generar un o-difenol en el medio de reacción, la enzima actúa sobre un monofenol 

empleando el o-difenol como reductor y convirtiendo mE  a dE . La unión de oxígeno 

molecular a dE  produce oxE , que es la forma enzimáticamente activa activa sobre 

monofenoles, pero cuando la o-quinona producto no genera o-difenol a través de su 

evolución química, el monofenol no actúa como un sustrato de la enzima. El hecho de 

que la forma oxE  se pueda formar a partir de mE  con peróxido de hidrógeno puede 

utilizarse para identificar si un monofenol es un sustrato de tirosinasa. Los resultados 

obtenidos en este estudio confirman que compuestos descritos previamente como 

inhibidores de la enzima son verdaderos sustratos de ella. 

 

4.2.4. Url 
http://www.tandfonline.com/doi/pdf/10.1271/bbb.130500 
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4.3. ARTÍCULO 3 
 

4.3.1. Título 
Inactivación indirecta de tirosinasa en su acción sobre 4-tert-butilfenol. 

 
4.3.2. Referencia 
Journal of Enzyme Inhibition and Medicinal Chemistry (2014) 29,344-352. 

 

4.3.3. Resumen 
En condiciones anaerobias, el o-difenol 4-tert-butilcatecol (TBC) inactiva 

irreversiblemente las formas enzimáticas de tirosinasa meta y desoxi. Sin embargo, el 

monofenol 4-tert-butilfenol (TBF) protege a la enzima de esta inactivación. En 

condiciones aerobias, la enzima sufre inactivación suicida cuando actúa sobre TBC. 

En este estudio se sugiere que el TBF no causa directamente la inactivación de la 

enzima en la actividad hidroxilasa sino que el responsable de este proceso es el o-

difenol, el cual es necesario para que el sistema alcance el estado estacionario. Por lo 

tanto, los monofenoles no inducen la inactivación de tirosinasa en su actividad 

hidroxilasa, existiendo una gran diferencia entre los monofenoles que dan lugar a o-

quinonas inestables, como por ejemplo L-tirosinasa capaz de acumular rápidamente L-

dopa en el medio, y otras como el TBF, que después de su oxidación produce una o-

quinona muy estable. 

 

4.3.4. Url 
http://informahealthcare.com/doi/pdf/10.3109/14756366.2013.782298
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4.4. ARTÍCULO 4 
 

4.4.1. Título 
Efecto isotópico de deuterio en la inactivación suicida de tirosinasa en su acción sobre 
o-difenoles. 
 
 
4.4.2. Referencia 
International Union of Biochemistry and Molecular Biology Life (2013) 65, 793-799. 

 
4.4.3. Resumen 

Se ha observado un efecto isotópico de deuterio en la inactivación suicida de 

tirosinasa empleando o-difenoles (catecol, 4-metilcatecol y 4-tert-butilcatecol). El 

efecto isotópico observado durante los estudios cinéticos en fase de transición fue 

mayor que el descrito previamente en estado estacionario, indicando que hay una 

etapa lenta adicional en el mecanismo de inactivación suicida, la cual pensamos que 

es la responsable de la inactivación. En un estudio del efecto isotópico sobre la 

cinética de oxidación de o-difenoles, la representación de 0
max max/nf fλ λ  frente a n  

(fracción molar de deuterio), donde max
nfλ  es la constante de inactivación aparente 

máxima para n y 0
max
fλ  es el correspondiente parámetro cinético en agua, fue lineal 

para todos los sustratos estudiados. Esto sugiere que solamente uno de los protones 

transferidos a partir de los grupos hidroxilos del sustrato, los cuales son oxidados en 

un ciclo catalítico, es responsable del efecto isotópico. Se ha propuesto que este 

protón puede transferirse desde el grupo hidroxilo de C-2 al hidroperóxido de la forma 

oxitirosinasa ( oxE ) y esto es lo que probablemente causa la inactivación de la enzima 

a través de la reducción del 2Cu +  a 0Cu y su posterior liberación del centro activo.  

4.4.4. Url 
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/iub.1191/pdf 
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4.5. ARTÍCULO 5 

 

4.5.1. Título 

Catálisis e inactivación de tirosinasa en su acción sobre hidroxihidroquinona. 

 

4.5.2. Referencia 

International Union of Biochemistry and Molecular Biology Life (2014) 66, 122-127. 

 

4.5.3. Resumen 

Se ha caracterizado a hidroxihidroquinona (HHQ) como un sustrato de 

tirosinasa. Se propone un mecanismo cinético en el que HHQ se considera como un 

monofenol o como un o-difenol dependiendo de la parte de la molécula que 

interacciona con la enzima. Los parámetros cinéticos obtenidos a partir del análisis de 

las medidas de la velocidad inicial de estado estacionario de la formación de 2-hidroxi-

p-benzoquinona fueron: app
catk =  229.0 ± 7.7 s-1 y M

appK = 0.40 ± 0.05 mM. Además, la 

acción de tirosinasa sobre HHQ da lugar a la inactivación de la enzima a través de un 

mecanismo de inactivación suicida caracterizado cinéticamente por max
appλ  ,la constante 

de inactivación aparente máxima, y r, el número de ciclos que realiza un mol de 

enzima antes de su inactivación. Los valores de max
appλ y r fueron (8.2 ± 0.1) x 10-3 s-1 y 

35.740 ± 2.548, respectivamente. 

 

4.5.4. Url 

http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/iub.1250/pdf
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4.6. ARTÍCULO 6  
 

4.6.1. Título 
Catálisis e inactivación de tirosinasa en su acción sobre o-difenoles, o-aminofenoles y 

o-fenilendiaminas: potencial uso en aplicaciones industriales. 
 
4.6.2. Referencia 
Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic (2013) 91,17-24. 

 

4.6.3. Resumen 
Un estudio de las actividades difenolasa, o-aminofenoloxidasa y la o-diamino oxidasa, 

midiendo la catálisis y la inactivación suicida, suministra la siguiente información: constante 

catalítica, s
catk , constante de Michaelis, s

mK , la constante de inactivación aparente máxima 

max
sλ  y la razón de partición “r” entre la ruta de inactivación suicida y la ruta de catálisis o el 

número de ciclos que hace un mol de enzima antes de su inactivación. El análisis de estos 

datos, teniendo en cuenta los desplazamientos químicos del átomo de carbono que soporta el 

grupo hidroxilo o amino (δ) y pσ + , hace posible proponer un mecanismo para la transformación 

de o-difenoles, o-aminofenoles y o-fenilendiaminas en sus productos (o-quinonas, o-

quinonaimina y o-diamina) y, al mismo tiempo, para la inactivación suicida. 

Las constantes de reacción derivadas de las representaciones de Hlog . σ +x
cat cat pk k vs  

siguiendo la ecuación de Hammett para los tres tipos de sustratos (o-difenoles, o-aminofenoles 

y o-fenilendiaminas) confirman que el mecanismo de catálisis es similar (oxidación /reducción 

simultánea de los dos átomos de cobre). Por otro parte, la dependencia de 
H

max maxlog . x
pvsλ λ σ + para los tres tipos de sustratos refleja una constante de reacción más 

baja (en valor absoluto), lo que indicaría un mecanismo similar para los diferentes sustratos 

pero diferente del mecanismo anterior (catálisis), en el que la oxidación /reducción implica un 

átomo de cobre. También discutimos el mecanismo propuesto y lo comparamos con los 

descritos por otros autores. El conocimiento y cuantificación de los procesos de 

catálisis/inactivación de tirosinasa puede ser de interés para optimizar aplicaciones tales como 

el tratamiento de aguas. 

 
4.6.4. Url 
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S138111771300043X 
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4.7. ARTÍCULO 7  
 

4.7.1. Título 
Tirosinasa cataliza la hidroxilación de hidroquinona, un agente despigmentante, a 

hidroxihidroquinona: un estudio cinético. 
 
4.7.2. Referencia 
Bioorganic and medicinal chemistry (2014) 22, 3360-3369. 
 
4.7.3. Resumen 

Hidroquinona (HQ) es utilizada como un agente despigmentante. En este 

trabajo nosotros demostramos que tirosinasa hidroxila HQ a 2-hidroxihidroquinona 

(HHQ). Oxi-tirosinasa hidroxila HQ a HHQ formando el complejo meta-tirosinasa-HHQ 

capaz de evolucionar por dos caminos distintos, uno para dar desoxi-tirosinasa y p-

hidroxi-o-quinona, la cual rápidamente isomeriza a 2-hidroxi-p-benzoquinona u otro 

para generar meta-tirosinasa y HHQ. En el último caso, HHQ rápidamente es oxidada 

por oxígeno generando 2-hidroxi-p-benzoquinona, y por lo tanto, la enzima no puede 

cerrar el ciclo catalítico por la falta de reductor (HHQ). Sin embargo, en presencia de 

peróxido de hidrógeno, meta-tirosinasa (inactiva sobre hidroquinona) es transformada 

en oxi-tirosinasa, la cual es activa sobre HQ. De forma semejante, en presencia de 

ácido ascórbico, HQ es transformada en 2-hidroxi-p-benzoquinona por la acción de 

tirosinasa; sin embargo en este caso, el ácido ascórbico reduce meta-tirosinasa a 

desoxi-tirosinasa, la cual posteriormente enlaza oxígeno, originando oxi-tirosinasa. 

Esta forma enzimática es capaz de reaccionar con HQ para generar p-hidroxi-o-

quinona, la cual rápidamente isomeriza a 2-hidroxi-p-benzoquinona. La formación de 

HHQ durante la acción de tirosinasa sobre HQ se demostró por medio de HPLC-MS 

usando peróxido de hidrógeno y altas concentraciones de ácido ascórbico. 

Proponemos un mecanismo cinético para la oxidación de HQ por tirosinasa el cual nos 

permite la caracterización cinética del proceso. Se discute una posible explicación del 

efecto citotóxico de HQ. 
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4.7.4. Url 
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0968089614003137 
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4.8. ARTÍCULO 8  

 

4.8.1. Título 

Acción de tirosinasa sobre hidroquinona en presencia de cantidades catalíticas de o-

difenol. Un estudio cinético. 

 

4.8.2. Referencia 

Reaction Kinetics, Mechanisms and Catalysis (2014) 112, 305-320. 

 

4.8.3. Resumen 

La formación de hidroxihidroquinona durante la acción de tirosinasa sobre 

hidroquinona se ha demostrado mediante cromatografia líquida de alta resolución y 

espectrometría de masas. Se propone un mecanismo cinético para explicar esta 

acción en presencia de cantidades catalíticas de 4-tert-butilcatecol. Basado en un 

análisis cinético de este mecanismo se propone un diseño experimental que permite 

caracterizar cinéticamente al sistema. 

 

4.8.4. Url 

http://link.springer.com/article/10.1007%2Fs11144-014-0723-1
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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 descritas en los diferentes capítulos pueden resumirse en varias 

conclusiones específicas. 

1. Se ha puesto a punto un método para discernir si un monofenol es sustrato o 

inhibidor de tirosinasa. 

2. El método utiliza peróxido de hidrógeno, que consigue la transformación de mE  

(metatirosinasa), inactiva sobre monofenoles, a oxE  (oxitirosinasa), activa sobre 

monofenoles. 

3. Mediante la aplicación de la metodología desarrollada se ha demostrado que 

moléculas descritas como inhibidores son verdaderos sustratos: hidroquinona, 

umbeliferona, α-naftol, β-naftol, carvacrol, timol, eugenol, isoeugenol, arbutina y 

guayacol. 

4. Se ha podido demostrar la hidroxilación de umbeliferona a esculetina, ambos 

intermedios en la ruta de biosíntesis de cumarinas, mediante métodos 

oximétricos, espectrofotométricos y por HPLC. 

5. Se ha caracterizado cinéticamente el proceso, demostrando que la constante 

catalítica de tirosinasa en su acción sobre umbeliferona es menor que la 

correspondiente a su acción sobre esculetina. 

6. Se ha estudiado la implicación de las dos actividades de la enzima, 

monofenolasa y difenolasa, en el proceso de inactivación suicida. 

7. Se ha podido demostrar que la enzima no se inactiva en la hidroxilación de 

monofenoles a o-difenoles. 
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8. La inactivación suicida se manifiesta únicamente en la actividad difenolasa. 

9. En la acción de tirosinasa sobre monofenoles se acumula o-difenol en el medio 

que es el responsable de la inactivación suicida de la enzima. 

10. Se ha profundizado en el proceso de inactivación suicida de la enzima, y se ha 

demostrado mediante la utilización de un medio deuterado que existe una 

etapa lenta en dicho proceso que se afecta por la presencia de agua pesada. 

11. La etapa limitante afectada por deuterio podría corresponder a la transferencia 

de deuterio al hidroperóxido en la forma oxitirosinasa. 

12. Se ha profundizado en el proceso de catálisis e inactivación suicida en la 

acción de la enzima sobre o-difenoles, o-aminofenoles y o-fenilendiaminas. 

13. La representación de log X H
cat catk k respecto a pσ +  de acuerdo con la ecuación de 

Hammett para los o-difenoles, o-aminofenoles y o-fenilendiaminas proporciona 

unos valores de la constante de reacción (ρ = -2.25, ρ = -2.42 y ρ = -2.06), 

respectivamente, similares en los tres casos poniendo de manifiesto que el 

proceso de catálisis sigue el mismo mecanismo en los tres tipos de moléculas. 

Se propone que la oxidación/ reducción sobre los dos átomos de cobre podría 

ocurrir de manera simultánea.  

14. La representación de H
max maxlogλ λx  respecto a σ +

p  de acuerdo con la ecuación 

de Hammett, muestra unos valores de la constante de reacción, en el proceso 

de inactivación, ρ, más bajos que los obtenidos para el proceso catalítico, lo 

cual podría interpretarse como un cambio de mecanismo, por ejemplo la 

oxidación/ reducción sobre un sólo átomo de cobre. 

15. Los efectos electrónicos de los sustituyentes en C-4, en los sustratos, son más 

significativos en los procesos de catálisis que en los de inactivación. 

16. Se ha estudiado la acción de tirosinasa sobre hidroxihidroquinona, 

caracterizando los procesos de catálisis e inactivación suicida. 
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17. Se ha demostrado bajo distintos enfoques experimentales que hidroquinona es 

un sustrato de tirosinasa. La enzima la hidroxila a hidroxihidroquinona. 

18. Mediante la técnica de HPLC-masas y en presencia de altas concentraciones 

de ácido ascórbico se ha detectado la formación de hidroxihidroquinona, el 

producto de la reacción enzimática, en presencia de peróxido de hidrógeno, ya 

que este compuesto consigue la transformación de metatirosinasa a 

oxitirosinasa. 

19. Se ha demostrado que en presencia de ácido ascórbico tirosinasa hidroxila 

hidroquinona a hidroxihidroquinona en ausencia de peróxido de hidrógeno, 

mediante la transformación de metatirosinasa a desoxitirosinasa. 

20. Se ha caracterizado cinéticamente, en presencia de o-difenol catalítico y ácido 

ascórbico, a hidroquinona como un sustrato de tirosinasa. 

 

 

5.2. Conclusiones generales  

Las conclusiones específicas previas permiten establecer las siguientes conclusiones 

generales: 

1. Se ha demostrado que tirosinasa podría participar en la ruta de biosíntesis de 

cumarinas hidroxilando umbeliferona a esculetina. 

2. Peróxido de hidrógeno ayuda a demostrar si un monofenol es sustrato o 

inhibidor de tirosinasa actuando sobre la forma mE  (metatirosinasa) y 

transformándola en la forma oxE  (oxitirosinasa). 

3. Los estudios cinéticos con TBF/TBC demuestran que la enzima se inactiva 

únicamente al actuar sobre o-difenoles. 

4. Un conjunto de estudios de efecto isotópico con D2O han puesto de manifiesto 

que existe una etapa muy lenta en la que se transfiere un protón. Esta etapa 

podría ser previa a la inactivación suicida. 
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5. La catálisis de la oxidación de o-difenoles, o-aminofenoles y o-fenilendiaminas, 

sigue un mecanismo similar: oxidación/ reducción simultánea sobre los dos 

átomos de cobre. 

6. El proceso de inactivación suicida en la acción de la enzima sobre estos 

sustratos parece seguir un mismo mecanismo, que podría ser la oxidación/ 

reducción de uno de los átomos de cobre. 

7. Los efectos electrónicos de los sustituyentes de C-4 de o-difenoles, o-

aminofenoles y o-fenilendiaminas en las etapas de catálisis e inactivación son 

más importantes en los o-difenoles y o-aminofenles. 

8. El producto de hidroxilación de hidroquinona, la hidroxihidroquinona, es un 

sustrato suicida de la enzima. 

9. Se ha puesto de manifiesto que hidroquinona, un agente despigmentante, es 

un sustrato de tirosinasa. 

10. Se ha demostrado que tirosinasa actúa sobre hidroquinona en presencia de 

oxígeno molecular y peróxido de hidrógeno, ya que este último pasa 

metatirosinasa (inactiva sobre hidroquinona) a oxitirosinasa (activa sobre 

hidroquinona). 

11. También se ha puesto de manifiesto que tirosinasa actúa sobre hidroquinona 

en presencia de oxígeno y ácido ascórbico a altas concentraciones, por el paso 

de metatirosinasa a desoxitirosinasa. Del mismo modo, cantidades catalíticas 

de tert-butilcatecol y ácido ascórbico en concentraciones de orden micromolar 

consiguen la acción de tirosinasa sobre hidroquinona a través del paso de 

metatirosinasa a desoxitirosinasa. 
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