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Introduccién. EI mecanismo catalitico de las
peroxidasas involucra la transferencia de electrones
desde el sustrato hacia el grupo hemo. Recientemente se
han descrito peroxidasas que presentan sitios activos
alternos, tales como radicales libres centrados en
residuos superficiales. Una de estas enzimas, la
peroxidasa versatil (PV) de Bjerkandera adusta, es capaz
de catalizar la oxidacion de sustratos a través de la
formacién de Mn(lll) (actividad Mn-dependiente) vy
también de sustratos que no tienen acceso al grupo
hemo (actividad Mn-independiente). Este segundo
mecanismo involucra un radical basado en el Trp 164
que se encuentra en la superficie (1). Como todas las
peroxidasas, la PV se inactiva en presencia de su
sustrato H,O, (2). El objetivo de este trabajo es estudiar a
nivel molecular el mecanismo de inactivacién de PV,
considerando las dos rutas cataliticas y por tanto dos
sitios posibles de autoinactivacion: el grupo hemo y el Trp
164 en la superficie.

Metodologia. La PV se produjo en un medio sélido con
avena y se purificd hasta un Rz=3.3, lo que corresponde
a una pureza electroforética de al menos 90%. La
inactivacion de la enzima en presencia de H,O, a pH 4.5
y 3 se caracterizd midiendo la sefial del hemo (A4o7nm),
actividad Mn-dependiente e independiente, asi como el
contenido de aminoacidos y de estructura secundaria.

Resultados y discusiéon. La PV tiene dos actividades
peroxidaticas, con diferente pH 6ptimo y especificidad y
que ocurren en diferentes sitios, como se muestra en la
Fig. 1. La actividad Mn-dependiente tiene un pH éptimo=
4.5 y depende principalmente de la integridad del hemo;
la actividad Mn-independiente tiene un pH 6ptimo=3 y
depende ademas de la integridad del Trp 164.
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Fig 1.Estructura de la PV mostrando los dos tipos de reacciones que la
enzima puede catalizar en sitios activos alternos

En la Fig. 2 se muestra el perfil de inactivacion de la PV a
pH 4.5. La actividad Mn-independiente se abate con
bajas cantidades de H,O, (10X), mientras que la sefal
del hemo y la actividad Mn-dependiente se conservan.

Por otro lado, a pH 3 ambas actividades se pierden
rapidamente, al igual que la sefal del Soret.
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Fig. 2. Perfil de inactivacion de PV a pH 4.5 en presencia de H,0,

El dicroismo circular muestra que a pH 4.5 y bajas
cantidades de H,O, (10X molar, sobre la enzima) la
estructura secundaria se mantiene practicamente sin
cambio. Por otro lado, cuando se afiade mayor cantidad
de H,0O, (70X molar, sobre la enzima), se observa un
cambio drastico, perdiéndose un 50% de a-hélice. El
contenido de aminoacidos es similar en PV nativa y PV
10X, mientras que en PV 70X el cambio mas importantes
es una reduccion del 50% de His.

Conclusiones. Los resultados sugieren que el Trp 164
es susceptible a oxidarse y durante el proceso de
autoinactivacion se necesita una baja concentracién de
H,O, para abatir la actividad Mn-independiente,
conservandose la estructura y el grupo hemo. Por otro
lado, a mayores concentraciones de H,O, se detecta la
pérdida total de actividad, la destruccién del hemo y la
pérdida de His. Las His son importantes para la actividad,
puesto que el grupo hemo se encuentra unido a la
proteina por un enlace de coordinacion con una His;
ademas, el residuo -catalitico que participa en la
activacion del H,O, es también una His. Por tanto, es
posible que una pérdida de coordinacion del hemo por
oxidacion de histidinas y del anillo porfirinico induzcan la
pérdida de estructura y actividad.
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