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RESUMEN

Se ha analizado mediante isotermas de adsorcion la naturaleza de la
interaccién de tirosinasa de epidermis de rana con el agente quelatante
acido etilendiaminotriacético inmovilizado en vidrio poroso (ED3A-CPG).
La interaccién es univalente y transcurre a través de centros polares inde-
pendientes siguiendo isotermas del tipo de Langmuir.

Las diferentes velocidades y capacidades de adsorcién de cada una de
Jas formas activa e inactiva de tirosinasa al soporte ED3A-CPG han con-
ducido a confirmar que la enzima activada por tripsina posee un estado
conformacional mas desplegado que la proenzima. En base a los estudios
de adsorcién de la enzima en el soporte ED3A-CPG a diferentes fuerzas
i6nicas se deduce que el equilibrio de asociacién-disociacién de la forma
activa de la tirosinasa estd mas desplazado hacia estados mas agregados
a fuerzas idnicas superiores a 0,1 M de tampén fosfato, El agente quela-
tante ED3A-CPG se puede utilizar como un soporte poroso de naturaleza
intercambiador i6nico para la purificacién de tirosinasa, mediante la ad-
sorcién del enzima a bajas fuerzas idnicas y posterior elucién de la misma
por incremento de la fuerza i6mica del medio.

INTRODUCCION

La adsorcion de proteinas de una disclucién a una matriz sélida ha
sido utilizada ampliamente para el aislamiento y purificacién de macro-
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moléculas por las diferentes técnicas de fraccionamiento bioquimico, tales
como cromatografia de intercambio i6nico (Petterson, 1975), permeacién
en gel (Scopes, R. K., 1978), cromatografia de afinidad (Lowe y Dean,
1974}, electroforesis de afinidad, etc. Asimismo se ha aplicado dicha ad-
sorcién en el conocimiento de la naturaleza v mecanismo de las interac-
ciones bioespecificas entre las macromoléculas blologxcamente actwas y
sus efectores (Zaborsky, 1973).

En los @ltimos aiios, Porath et al. (1973) han desarrollado un método
de fraccionamiento de proteinas, basado en la afinidad hacia metales i6-
nicos pesados: dicha afinidad se basa-en la estabilidad de los complejos
que los amino4cidos His y Cis, integrantes de las cadenas polipeptidicas
de las proteinas, pueden formar con los iones Cu, Zn y de otros elemen-
tos de transicién en disoluciones acuosas neutras. Estos iones estarian
fisicamente unidos a geles de agarosas hidrofilicos, originando los deno-
minados adsorbentes formadores de quelatos de proteinas. Si el metal
es un elemento de transicién, la afinidad de las proteinas por el soporte
serfa dependiente del pH de tal forma que se podia conseguir favorecer
una selectividad por los amino4cidos His y Cis, en un rango de pH 6-8.
El fundamento de la técnica puede expresarse de acuerdo con el siguiente
equilibrio: '

_ — pH altos — .
M—L Met' + XP——— —M—L Me+" ... XP
S pH bajos v

donde M es la matriz del gel, L es el ligando quelatante, Me es el ién me-
talico y X es el residuo de la proteina, XP. Posteriormente, este método
se ha aplicado al aislamiento de la lactoferrina de leche humana (Lon-
nerdal et al,, 1977), a la purificacién de interferén de friboblastos huma-
nos (Edy et al.,, 1977) v a la union de pepsina, albtimina de suero bovino
(Gozdizcka y Jozefiak, 1977). Las ventajas que se han atribuido a este
método han sido entre otras una alta capacidad de unidn, una total recu-
peracién de la proteina sin pérdida de actividad de la misma y una facili-
dad de regeneramén del soporte, También se han utilizado para la sepa-
racién cromatografica de distintos iones metalicos, «resinas» quelatantes
que contenian el grupo funcional tioglicoloiloxi-metilo unido a poliesti-
reno (Philips y Fritzs, 1978), asi como geles hidrofilicos de glicolmetacri-
lato con grupos tioles unidos (Slovak et al., 1979). Los grupos funciohales
iminodiacético unidos a un copolimero de estireno divinil benceno, bajo
el nombre comercial de Chelex-100, encuentran su principal aplicacién en
la propiedad de sus grupos carboxilicos de actuar como intercambiado-
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res catidnicos de acido débil, variando su capacidad de intercambio segun
el pH del medio. Otro soporte quelatante también empleado como inter-
cambiador idnico es el comercializado bajo el nombre de ED3A-CPG;
este agente se prepara a partir de vidrio de poro controlado modificado
con grupos aminopropilo, al cual se le ha unido un agente quelatante
constituido por el acido etilendiaminotriacético. Un intercambiador iéni-
co estructuralmente relacionado con los anteriormente citados, pero que
solo posee un grupo carboxilico, es el CM-Sephadex, este intercambiador
iénico, es un derivado de un dextrano modificado a cuyos residuos de glu-
cosa de las cadenas de polisacaridos se les ha unido grupos carboximetilo.

El objeto del presente trabajo es la utilizacién de estos agentes quela-
tantes inmovilizados, CM-Sephadex, Chelex-100 vy ED3A-CPG, en el anili-
sis estructural de la enzima Tirosinasa de epidermis de rana, cupropro-
teina responsable de la sintesis de la melanina, que es extraida en su for-
ma inactiva, pero que se puede activar con tripsina. El enzima cataliza
no solo la hidroxilacién de monofenocles, sino también la oxidacién del
correspondiente difenol a o-quinona, que sufre posteriormente reacciones
no enzimaticas que conducen a la formacién del pigmento.

MATERIALES Y METODOS

El CM-Sephadex C-50 fue suministrado por la firma Pharmacia Fine
Chemicals. Los agentes quelatantes insolubles Chelex-100 y ED3A-CPG se
compraron a Bio-Rad y Pierce Chem. Co., respectivamente. La enzima
Tripsina (E. C.3.4. 44) fue adquirida a Sigma Chem, Co., U.S.A,

~Los procesos de extraccién, activacién del enzima y medida de activi-
dad se llevaron a cabo seglin procedimientos anteriormente descritos (Lo-
zano et al.,, 1975). La determinacion de proteina se realizé por una modi-
ficacién del método de Lowry, realizada por Hartree (1972). La velocidad
de adsorcién de la proteina bajo las formas de proenzima y enzima, a
cada uno de los soportes se determiné mediante técnica de bafio incuban-
do proteina y soporte a 250,1° C y extrayendo alicuotas mediante succién
a través de una membrana de nylon, para medida de la actividad enzima-
tica. La proteina retenida en cada uno de los geles se desorbié del mismo,
por elucién con tampén fosfato de fuerza idnica superior al de adsorcién
y posterior filtracién a través de un embudo de vidrio de placa porosa nu-
mero 5.

Las isotermas de adsorcién de tirosinasa al soporte ED3A-CPG, se de-
terminaron a partir de la cantidad total de enzima adsorbida (actividad)
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por gramo de soporte himedo (a) y de la cantidad de proteina libre en el
equilibrio (c), a distintas relaciones soporte proteinas y a un pH y fuerza
i6nica determinadas, La cantidad de tirosinasa adsorbida al gel se deter-
miné por diferencia entre las unidades totales de actividad introducidas
al inicio de la adsorcién y la aotividad de tirosinasa libre presente en la
disolucion en el tiempo de equilibrio de interaccién.

Para la purificacién de la tirosinasa bajo la forma de proenzima me-
diante el soporte ED3A-CPG, se empaquetaron en una columna de 1,3 cm
de diametro, 2 g del soporte previamente equilibrado en tampén fosfa-
t6 0,05 M, pH = 7.

La adsorcion de la proteina al gel se realizé por paso a través del mis-
mo de 5 ml de un extirato de proenzima de actividad y concentracién co-
nocidas, en tampoén fosfato del mismo pH previamente ajustado a una
concentracion de 0,05 M en dicho tampon.

RESULTADOS Y DISCUSION
CINETICA DE UNION DE TIROSINASA A SOPORTES QUELATANTES

Las cinéticas de adsorcién se efectuaron segan la técnica de bafio,
empleando Tirosinasa en su forma de proenzima en tampdn fosfato
0,05 M, pH = 7. La representacién del logaritmo del porcentaje de acti-
vidad residual a lo largo del tiempo de interaccién, para cada uno de los
soportes estd representada en la fig. 1. Se observaron unas variaciones
lineales de disminucidn de la actividad en los tres sopories analizados con
la salvedad de encontrar un proceso de adsorcion bifasico con el ED3A-
OPG. De este comportamiento se deduce que la adsorcién de tirosinasa
a este tipo de soporte sigue una cinética de primer orden cuyas constantes
de velocidad pueden determinarse a partir de las pendientes de las rectas
representadas en la fig. 1. A partir de Jos resultados obtenidos, se deduce
que la velocidad de adsorcién siguié un orden creciente dado por:

Chelex 100 < CM-Sephadex < ED3A-CPG.

Aunque ¢l Chelex posee dos grupos carboxilos ionizantes, la carga
neta que manifiesta a dicho pH es de — 1, debido a la protonacién del
grupo imino del Acido iminodiacético. Es decir, posee la misma carga
neta que el CM-Sephadex que solo posee un grupo carboxilo ionizado y
que el ED3A-CPG, que, sin embargo, muestra tres grupos carboxilos car-
gados negativamente. Por ello, e] orden de adsorcién de tirosinasa a cada
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uno de los sopories podria estar en relacion directa con el nimero de
grupos carboxilos ionizados, con la salvedad del caso del Chelex. Puesto
que en los experimentos de determinacion de las constantes de adsorcién
se utilizé la misma concentracion de grupos ionizados de cada uno de los
soportes, la mayor adsorcién observada de Sephadex respecto al Chelex
habia que atribuirla a que la matriz de CM-Sephadex es mas hidrofilica,
que la de Chelex y, por tanto, es mas adecuada para la adsorciéon en gene-
ral de proteinas y en particular de tirosinasa.
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Frgura 1—Cinéticas de adsorcién de tirosinasa, bajo la forma de proenzima, a
agentes quelatantes inmovilizados.

N —®  Chelex 100,

0O — ¢ CM-Sephadex.

® — ¢ ED3ACPG.

INTERACCION DE TirosSINASA CON ED3A-CPG

Debido a que el agente quetatante ED3A-CPG fue el que presenid una
mayor velocidad y capacidad de adsorcidn del proenzima, con respecto
a los otros sopories ensayados, se utilizd posteriormente en el analisis
mas detallado de tas interacciones de tirosinasa de epidermis de rana bajo
sus dos formas de proenzima y enzima con dicho soporte.

Cuando se midié el porcentaje de actividad residual que no se uni6 al
soporte ED3A-CPG tanto de proenzima como de enzima, hasta un tiempo
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de interaccién de 15 minutos, se observé que la cinética de unién del pro-
enzima transcurria a una mayor velocidad que la del enzima y que con-
ducia a que el porcentaje de proteina unida al soporte bajo la forma de
proenzima también fuera mayor que en el caso de la enzima (fig. 2). La
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Frgura 2—Cinéticas de adsorcién de tirosinasa a ED3A.CPG. La adsorcidén se
realizé a 25°C utilizando tampén fosfato 0,05 M, pH=70.

O —0 enzima.

® —® proenzima.

cinética de unidén fue de primer orden para ambas formas del enzima. La
mayor interaccién del proenzima con el ED3A-CPG en relacién con la del
enzima viene a confirmar la hipétesis de que la activacién por tripsina
del proenzima conduce a un desplegamiento de la cadena polipeptidica
(Lozano et al., 1975) que provoca una mayor exposicion al medio de resi-
duos hidrofdbicos. Esto conduce también a confirmar que el tipo de inter-
accién entre el ED3A-CPG y tirosinasa es de naturaleza electrostatica. Y
asf, cuando se midi6 la cantidad de proteina que el ED3A-CPG era capaz
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de unir a distintas fuerzas idmicas (fig. 3), se volvid a confirmar que el
proenzima se unia en mayor proporcidon que el enzima y que las interac-
ciones entre soporte y proteina son de naturaleza idnica, puesto que el
porcentaje de actividad residual aumenté al incrementar lda fuerza iénica
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Figura 3—Variacién de la adsorcién de tirosinasa a ED3A-CPG con la fuerza iéni-
ca. El porcentaje de actividad no retenida por el gel se midié a 25°C en tampdn
fosfato de pH =70
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del medio, ya que son tanto mds perturbadas dichas interacciones cuanto
mayor es el incremento de otros iones presentes en el medio. Pero el he-
cho méas significativo de dicha figura esta en la variacién de la adsorcién
de la enzima al auwmentar la concentracién en fosfato. Existié un compor-
tamiento bifasico cuyo punto de transicién se encontré a una fuerza ioni-
ca de 0,1 M. Este comportamiento bifdsico mostrado por el enzima podia
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estar ocasionado por el desplazamiento que la fuerza idnica del medio
podia provocar sobre el equilibrio de asociacién-disociacién de la enzima
¥ por tanto en la interaccién con e] soporte. Como €l equilibrio de asocia-
cion-disociacién se establece entre las formas dimérica y tetramérica. de
la enzima (Ferragut, 1980), podria ser que a bajas fuerzas iénicas la forma
que se uniera al soporte fuera la dimérica, mientras que al aumentar la
fuerza idnica se provocaria ta asociacién de] enzima y fuera la forma te-
tramérica la que se adsorbiera al soporte.

ISOTERMAS DE ADSORCION_DE TIROSINASA A ED3A-CPG

Al representar en coordenadas- dobles logaritmicas las unidades de
actividad adsorbida en funcién de las unidades libres en ¢l equilibrio, por
gramo de soporte, tanto para extractos de proenzima como de enzima,
a 25°C, en tampon fosfato 0,05 M, pH = 7,0, se obtuvieron los correspon-
dientes isotermas de Freunlich (Jenninsen, 1976) (fig. 4). Mientras que si
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Ficura 4.—Isotermas de Freundlinch para la adsorcidn de tirosinasa a ED3A-CPG,
a 25 C. La adsorcidn se realizdé en tampén fosfate 005 M, pH =70
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los valores representados fueron los inversos de las citadas actividades,
los isotermas resultantes son los de Langmuir (Barrow, 1968). A partir de
las isotermas ajustadas, se calcularon las constantes de adsorcién para
ambas formas de tirosinasa y cuyos valores estan expresados en la tabla I

TasLa I T

.

PARAMETROS DE ADSORCION DE TI'ROSINA“SK‘A ED3A-CPG

Constantes de adsorcién (a), exponentes de adsorcién (1/n) de Jas isotermas de

Freundlinch: constantes de. adsorcién (K'), constante de saturacidn (a.) de las

isotermas de Langmuir y de ta- representacién de Scatchard; coeficientes {ny) vy

constantes (Ka) de Hill, de la adsorcion de tirosinasa de epldermls de rana en
ED3A-CPG en tampdn fosfato 0,05-M, pH = 7 ya 25°C.

—

Gte da
Isaterma de Isoterma de  saturaclin de Represvnracmn
Freundlinch Langmuir Soatohard de Hill
Farma de la proteina o me oo K Tas a - o - Kgxip®

Extracto proenzima
en tampon P, 005 M, 104 033 - ..

-

0,48 76,4 833 1,04 224

pH=17

Extracto enzima en

tal-rinpén P, 005 M, ,7% 05417 - - -343.. . 3908 - 1,13 11,8
pH=17

Las representaciones de Scatchard (Koshland; 1970) para las isotermas de
Langmuir (fig. 5), que fueron las que mostraron mejores coeficientes de
correlacién, se encuentran expresadas en la fig. 6. Por extrapolacién de la
isoterma hasta el eje de abscisas se calculé la constante de saturacion
del gel {a.) por la proteina, comprobandose que los valores obtenidos (ta-
bla I} fueron muy préximos, en ambos cases, a los obtenidos por la ecua-
cién de Langmuir. '

Por dltimo, se efectuaron las representaciones de Hill de las citadas
isotermas de Langmuir, obteniéndose las graficas de la fig. 7. De las rectas
ajustadas por minimos cuadrados se calcularon los valores de los coefi-
cientes y constantes de Hill cuyos valores también vienen expresados en
la tabla I. En base a los resultados obtenidos respecto a los parametros
de adsorcidn de los distintos isotermas expresados en la tabla I, se puede
deducir que la adsorcién de tirosinasa a ED3A-CPG responde a una inter-
accién de tipo univalente; descritaen base al cumphmlento de los isoter-
mas del tipo de Langmuir que indican que la proteina se une a centros
individuales e independientes, lo cual también se confirma por la forma
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Ficura 5.—Isotermas de
Langmuir para la ad-
soreitn de tirosinasa a
ED3A-CPG. a 25° C. La
adsorcién se realizd en
tampén fosfato 0,05 M,
pH = 7.0

O — O enzima.
® — ® proenzima.

L [

0 20 40 60 80

Fioura 6.—PRepresentaciones de Scatchard para las isotermas de Langmuir de la
adsorcién de tirosinasa a ED3A-CPG.
O —Q enzima. & — & proenzima.
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Figura 7—Representacién de Hill para la adsorcién de tirosinasa a ED3A-CPG, Se
utilizaron los valores obtenidos a partir de las isotermas de Langmuir represen-
tadas en la figura 5.

0O — O enzima,
® — @ proenzima,

de las curvas de Scatchard, que son completamente lineales, y los valores
de los coeficientes de Hill, préoximos a la unidad.

Los valores de la constante de saturacién (a.) permiten conocer la can-
tidad de proteina que satura al gel. Ya que en el caso del enzima, a, es
mucho menor que para la forma inactiva de zimogeno, es factible deducir
que el enzima posee una relacion carga/superficie menor que la de la
proenzima en su unién al soporte. Esta menor relacién implicaria al mis-
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mo tiempo, una menor densidad de grupos polares y una mayor superficie,
achacable al desplegamiento de la molécula proteica en el proceso de

activacién.
PURIFICACION DE TIROSINASA DE EPIDERMIS DE RANA POR CROMATOGRAFiA

EN ED3A-CPG"

La tirosinasa se adsorbié como proenzima a fuerza idnicas bajas, su-
ministradas por tampén fosfato 0,3 M. La figura 8 representa el perfil de
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Figura 8.—Cromatografia de tirosinasa con ED3A-CPG. La adsorcién se realizd
con 5 ml de proenzima (38 U/mg} en fosfato 005 M, pH = 7,0 en una columna
conteniendo 2,5 ml de gel, a una velocidad de 16 rnl,"h ‘ Lo

elucién de actividad y protefna en la: adsorcxon y desorcmn de 5 ml de
extracto de proenzima en fosfato 0,05 M, pH = 7,0. Se observé una banda
ancha de protefnas a fuerzas idnicas bajas sin actividad dopa oxidasa y
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la aparicion de un maximo de proteina que coincidié con el de actividad
dopa-oxidasa al provocar la elucién de tirosinasa con un incremento de
la fuerza idmica. Los factores de purificacién de las fracciones de mayor
actividad, estuvieron comprendidos entre 8-11 y el porcentaje de proteina
recogida oscilé entre 80-90 %. Es decir, la interaccién univalente de tiro-
sinasa con el soporte ED3A-CPG puede aplicarse a la purificacién de la
misma, ya que los factores de purificacién obtenidos son del mismo orden
que los encontrados con CM-Sephadex y, sin embargo, la inactivacién es
menor.
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