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INTRODUCCION

Tirosinasa (E.C. 1.14.18.1) es una cuproproteina que cataliza las dos
reacciones enzimaticas siguientes:

actividad

| |
monofenol {L-tirosina) + 160, m o-difenol (L-Dopa) + H:O

actividad
. tecolas
o-difenol {L-Dopa) + %0, oA 1.0+ 0-quinona
| reacciones
| guimicas réapidas

dopacromo

El dopacromo posee un maximo de absorcién a 475 nm, por lo que la
absorcién a esta longitud de onda se ha utilizado para medir la actividad
«catecolasa» del enzima, usando L-dopa como sustrato, Sin embargo, no
seria, en principio, un buen procedimiento para la cuantificacién de la
actividad «cresolasa» usando un ‘monofenol como L-tirosina como sus-
trato, pues el dopacromo formado se deberia a la accién secuencial de las
dos actividades enzimaticas. Por ello para la medida de la actividad cre-
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solasa, se han buscado técnicas radiométricas (1, 2) o técnicas espectro-
fotométricas utilizando otros sustratos menos fisiolégicos (3, 4).

Diversos investigadores han demostrado, sin embargo, que cuando se
usa L-tirosina como sustrato, el L-dopa, producto de la accién cresolasa
del enzima, queda ligado al mismo, sin liberarse al medio de reaccion, por
lo cual queda sometido inmediatamente a la accién catecolasa del enzi-
ma (5-7), transformandose en dopacromo via la o-quinona correspondien-
te. Utilizando este criterio, varios autores (7-9) han utilizado- los incre-
mentos de absorbancia a 475 nm como medida de actividad cresolasa
cuando el sustrato es la L-tirosina. . :
 Por otra parte; las diversas casas comerciales que han normalizado la
medida de 1a actividad cresolasa, referida, sobre todo, a la preparacion
enzimatica comercial procedente de champifion, han utitizado como mé-
todo de medida el incremento de absorbancia a 280 nm. Otros autores (10-
12) miden la actividad cresolasa a 280 nm, basandose en la conversion
de L-tirosina en L-dopa.

Nosotros proponemos seguir el cambio de absorbancia a 302 nm como
una medida més precisa y sensible de la actividad cresolasa del enzima,
presentando otras varias ventajas sobre los métodos hasta ahora u‘uhza-
dos, tal como se discutird posteriormente.

MATERIALES Y METODOS

‘El enzima tirosinasa se obtuvo de: epidermis de rana esculenta ridi-
bunda entre los meses de noviembre a marzo. La extraccién y purificacién
de proenzima, asi como la activacién de éste, utilizando tripsina unida a
Sepharosa 4B-CNBr se ha descrito previamente (13), Tirosinasa de hongo
y tirosina se obtuvieron de Sigma Chemical Co.

La medida de la actividad se efectud a 25°C, en un medio de tampén
fosfato 0,01 M pH'= 7,0 conteniendo L-tirosina 1 mM, iniciandose la reac-
cién par la adicién de aproximadamente 15 mU. de enzima. Una unidad
de enzima cataliza la transformacién de 1 uml de sustrato por minuto.

Los espectros se régistraron de forma automatica en un espectrofo-
témetro DW2-Aminco.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la tabla 1-sé recogen las longitudes dé onda que corresponden alos
maximos de absorcién espectrofotométricas de 1as diferentes sustancias
implicadas en la conversion de L-tirosina a dopacromo.
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Los registros espectrofotométricos, a diferentes tiempos, de la trans-
formacién de L-tirosina (0,5 mM) catalizada por la enzima tirosinasa de
epidermis de rana, se muestran en la figura 1. Se puede observar la pre-
sencia de dos méximos de absorcién, uno en la region visible a 475 nm,
y otro en la ultravicleta a 302 nm., siendo estos méaximos los caracteristi-
cos del dopacromeo, cuando se aislé a partir de la oxidacidén de L-dopa (14).

Los espectros estdn de acuerdo con dos tipos de observaciones cono-
cidas previamente. En primer lugar, que en la oxidacién de L-dopa por
tirosinasa de champifdn (15) al realizar el analisis matricial de los espec-
tros, no fue posible detectar la aparicién de o-dopaguinona ni de leu-
dopacromo, intermedios de la oxidacién a pH = 7,0; en segundo lugar,
que los pasos quimicos entre o-depaquinona y leucodopacromo corres-
pondientes a su desprotonacién ciclacién a leucodopacromo v oxidacion
del lencodopacromo por otra molécula de o-dopaquinona, respectivamen-
te, como se muestra en la fig. 2 (16), sean tan rdpidos que impliquen una
acumulacién de intermedios despreciable. Esto ocurre a pH 6,57, donde
la constante de transicidn de todas estas reacciones es superior a 0,14
seg™ {(17). Asi pues, L-dopa aparece en e! medio de reaccidén seglin mues-
tra el esquema de la fig. 2, descartdndose la posibilidad de que el L-dopa
sea liberado directamente por el enzima (18).

El espectro mostrado en la fig. | manifiesta un ligero hombro a 284 nm,
el cual se puede asignar a la presencia de L-dopa (Amix = 278 nm). En los
espectros mostrados en la fig. 3 se han repetido en la zona del ultraviole-
ta, los mismos registros de la fig. 1, colocando en 1a cubeta de referencia
L-tirosina (0,5 Mm); los resultados muestran la sola presencia de ese ma-
Xximo a 278 nm en un primer registro, lo que evidentemente esta de acuer-
do con la interpretacién de la acumulacién de L-dopa segin la fig. 2; ahora
bien, esta acumulacién es constante porque el sistema llega al estado esta-
cionario, ya que L-dopa se ve sometido a la actividad catecolasa del en-
zima,

En la fig. 4 se muestran comparativamente los registros de actividad
enzimatica a 475 nm y 302 nm. En ambos casos existe el mismo «periodo
de retardo» caracteristico de la actividad cresolasa de tirosinasa (1, 3-9,
19), pero la absorbancia a 302 nm fue 2,6 veces mayor que a la de 475 nm,
con un coeficiente de extincién =0 = 9360 M cm™, valor semejante al
calculado para el dopacromo a partir de la oxidacién desde L-dopa (14).
Por ello pensamos que la medida a 302 nm de la actividad cresolasa de
tirosinasa presenta olaras ventajas sobre la determinacién a 475 nm, que
ha sido utilizada por diversos autores (7-9).

Por otra parnte, tal como se muestra en la tabla 2, diversas casas co-
merciales que suministran tirosinasa de champifion, recomiendan medir
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la actividad cresolasa a 280 nm por extrapolacién de una técnica que se
desarrollé primitivamente para medir la oxidacién de tirosinas no N-ter-
minales de olipépticos (20), o de proteinas (21), cases en los que estaba
claramente impedida su ciclacién hasta dopacromo, al estar bloqueado
el grupo —NH: de la tirosina; sin embargo, cuando se utiliza L-tirosina
soluble, se produce la ciolacién y conversion en dopacromo. Esta extrapo-
lacién ha llevado a algunos autores (10-12) a utilizar el incremento de
absorcién a 280 nm, como evaluacién del paso de L-tirosina a L-dopa,
usando un coeficiente de extincién de 1.440 M~ cm™; ahora bien, tal como
se observa en la fig. 3, no se produce ningiin maximo a 280 nm, sino que
la absorcién a esa longitud de onda corresponde a la cola del verdadero
méximo a 302 nm asignable al dopacromo, por lo cual creemos debe sub-
sanarse en el futuro esta confusién.

Los mismos resultados obtenidos con tirosinasa de epidermis de rana
se han reproducido cuando se ha utilizado como fuente del enzima tiro-
sinasa de champifion.

RESUMEN

Se discuten las diferentes técnicas espectrofotométiricas que se utili-
zan para la medida de Ia actividad cresolasa de tirosinasa, utilizando L-ti-
‘rosina como sustrato. Entre estas técnicas estan inoluidas las utilizadas
por diferentes investigadores como la recomendada por las casas co-
merciales,

Mediante el estudio espectrofotométrico del transcurso de la reaccién
de oxidacién de L-tirosina, se propone la utilizacién de los incrementos
de absorcién a 302 nm con un & = 9360 M~ em™ como forma més sensi-
ble, precisa y real de medir Ja oxidacién de L-tirosina a dopacromo, ya
que ninguin intermedio del sistema de reaccién se acumula significativa-
mente con el tiempo de reaccién.
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TanLA 1

LONGITUDES DE ONDA DE LOS MAXIMOS DE ABSORCION
DE LOS DIFERENTES COMPUESTOS INVOLUCRADOS EN LA CONVERSION
DE L-TIROSINA A DOPACROMO, A pH = 7,0

Compuesto Aeor pPH =70  Referencia
Dopa 278 (15)
Dopaquinona 395 (15}
Leucodopacromo 296 (15)
Dopaquinona NHzblogqueada 275,390 (21
Dopacromo 302473 (15)
TasLa 2

CASAS COMERCIALES QUE RECOMIENDAN LA MEDIDA DE LA ACTIVIDAD
CRESOLASA A 280 NM

Casa Comercial Pracedimiento Definicidn de unidad
Worthington Tampén fosfato Una unidad de enzima es aque-
Sigma pH =65 lla cantidad que produce un
P. L. Biochemicals 1 mM L-tirosina incremento de 0,001 unidad de
Mile Research Products 25°C absorcién por min. a 280 nm.
INC Nutritional Bicchemical
Koch-Light

SERVA
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Ficura 1.—Registros espectrofotométricos de la oxidacion de L-tirosina (0,5 mM)

a diferentes tiempos, después de afiadir 15 mU de enzima, el registro se hace

en dos ensayos de 250350 nm y de 350-520 nm, a los t =0, 100, 200, 300, 400, 500,
600, 700 y 800 segundos.
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Ficura 2—Esquema de reacciones quimicas que ocurren desde dopaquinona a
dopacromo.
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Ficura 3.—Registros espectrofotométricos de la oxidacidén de L-tirosina (0,5 mM)

a diferentes tiempos, después de afiadir 15 mU de enzima, el registro se hace po-

niendo en la cubeta de referencia L-tirosina (0,5 mM) a t = 0, 100, 200, 300, 400, 500,
600, 700 y 800 segundos.
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Frgura 4—Registros de actividad cresolasa a 302 y 475 nm, L-tirosina (I mM) en
en tampén fosfato 0,01 M pH = 7,0 v 15 mU de enzima.



