ACTIVIDADES PEROXIDASICA Y CATALASICA EN EL
RABANO (RAPHANUS SATIVUS L.) Y EN EL
TEJIDO TIROIDEO

Por ROBERTO LLAMAS,
del Instituto de Biologia.

Las enzimas férricas, catalasa y peroxidasa, cuyo substrato comiin
es el peroxido de hidrégeno, difieren fundamentalmente en su mecanis-
mo de accién y se acepta generalmente que la formula de la reaccién ca-
talasica es:

2 H.0. 2 Hy0+0,,

. catalasa

o sea que la liberacién del oxigeno molecular constituye el efecto prin-
cipal, efecto facilmente observable por lo tumultuoso de la reaccién de-
bido al rapido desprendimiento del gas. Un aceptor de oxigeno, o sea
un cuerpo oxidable, no fijard, de acuerdo con el esquema anterior, al
oxigeno y por lo tanto no se oxidara, como es facil demostrar con el
guayacol o la parafenilendiamina.

La férmula de la reaccidn peroxidasica, expresada por Theorell, es:

H.O,+H.A i N5 T 3 T )

~nmeroxidasa

es decir, el resultado final de su accidn es la deshidrogenacién del subs-
trato o sea su oxidacidon. La oxidacidn de los aceptores en este caso es
¢vidente, como también puede demostrarse con el guayacol, parafeni-
lendiamina, acido ascérbico, o con algan otro de la larga lista que in-
cluye aminoacidos, fenoles, acidos aromadticos, colorantes y hormonas.
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Es interesante recordar el hecho de que algunas peroxidasas son
capaces de ejercer actividad oxidativa en condiciones aerobias en presencia
de icido di-hidroxi-maleico, sin que sea necesaria la adicién de perdxido
de hidrégeno.

La actividad catalisica es baja en los tejidos vegetales y elevada cn
jos animales, y cabe recordar que el higado es una fuente muy importan-
te de esta enzima. La actividad peroxiddsica, por lo contrario, es baja
cn tejidos animales y muy manifiesta en los vegetales, como acontece
particularmente en el rabano.

La presencia de peroxidasas en el tejido tiroideo ha sido puesta de
manifiesto por diversos investigadores como Dempsey y De Robertis,
si bien por otra parte se ha negado su presencia y se ba atribuido fa ac-
tividad peroxidasica de este tejido a la hemoglobina; como quiera que
sea, es muy probable que esta enzima intervenga, conjuntamente con
otras, como la citocromo-oxidasa, en el proceso de elaboracién hor-
monal.

Los procedimientos para determinar la actividad cataldsica son va-
rios; uno de los mis comunmente utilizados es de Euler y Josephson:
1a actividad se expresa titrimétricamente mediante la expresion Kat.
Los procedimientos volumétricos, aun con las modificaciones introdu-
cidas por Bonnischen y Col., no se consideran muy exactos y se requiere
que las preparaciones enzimaticas sean de elevada pureza.

Feinstein sefiala que las determinaciones de la actividad cataldsica
pueden efectuarse empleando perborato como substrato, y Goldblith y
Proctor han descrito recientemente un procedimiento fotométrico para
medir dicha actividad.

" A pesar de que las determinaciones manométricas dan valores bajos
en comparacién con los obtenidos con otros procedimientos, hemos uti-
lizado el aparato de Warburg debido a que este estudio se refiere a com-
paracién entre valores que indican desprendimiento de oxigeno en con-
diciones semejantes, con un tejido vegetal como el ribano rico en pero-
xidasa y otro animal como el tiroideo, en el cual, como ya se ha dicho,
se acepta la existencia de este mismo tipo de enzima.

MATERIAL Y METODOS

Para la peroxidasa vegetal se obtuvo tan sélo un extracto de rabano
con buffer de fosfatos a 6.4.
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El preparado tiroideo se hizo congelando con nieve carbdnica
glandula tiroides de conejo sacrificado momentos antes: se prepard un
extracto con solucién buffer de fosfatos pH 6.4. Cada centimetro cii-
bico de este extracto contenia 0.00056 g. de nitrdgeno, determinado por
el procedimiento semimicrométrico de Kjedhal. El substrato, o sea el
peroxido de hidrdgeno, se utilizo en solucidn al 3 9%, preparado a par-
tir de perhidrol al 30 % ; como aceptores de oxigeno se emplearon el
guayacol y la parafenilendiamina a saturacion.

De acuerdo con las técnicas manométricas, las condiciones de los
diversos experimentos fueron siempre las mismas en lo que se refiere a
volumenes en los vasos, temperatura, tiempo de accidn, etc., y en todos
los casos se utilizaron testigos para la correccion de los resultados.

CUADRO |
Material
Mandémetro H.0, enzimaitico KO.
(rabano) P
| LDl G 035} ¥ ¢ 1.2 c. c. guayacol 8.06
2 145 [y ¢l Q5 e 1.2 ¢ c. guayacol 8.76
3. Iaop(cANGs 05 e ch 1.2 ¢. c. guayacol 8.50
4. 1 DG OI5H caich 1.2 c¢. ¢. p-f.diamina 14.22
5% | B 0H* S i I925¥c.. X agwa 140.58
6. h.5c b e 015 Jew & 1.2 ¢ c agua 120.53

Puede apreciarse que el valor de KO., o sea el desprendimiento
de oxigeno medido volumétricamente, se modifica en forma muy sensi-
ble cuando la Ginica variante en los experimentos esta constituida por la
presencia de un aceptor de oxigeno.

Si bien las determinaciones de catalasa se hacen a bajas temperatu-
ras para evitar inactivacion de la enzima, debe mencionarse que este
fermento actia dentro de muy amplios limites que se extienden hasta
los 50 o 60 grados.

En nuestro caso particular no hemos buscado la temperatura épti-
ma de accidén, y hemos efectuado los experimentos a 37 grados tanto
con el extracto vegetal como con el de tiroides.
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El guayacol constituye, para la peroxidasa del rabano, un mejor
aceptor de oxigeno que la parafenilendiamina, a juzgar por los resul-
tados obtenidos por nosotros y que se ejemplifican en el cuadro anterior.

Las actividades total y relativas en el ribano son las siguientes:

Actividad toral KO, 261.10
Actividad peroxidasica KO, 252.66
Actividad catalisica KO, 8.44

Con la preparacién de tejido tiroideo se obtuvieron los siguientes
resultados:

CUADRO 2

A Material

Manémetro H,0,, e el KO,
i) TE57cN c. 0555(CH [c) L5Z4c% ¢4 agna 149.82
28 1.5 ¢. ¢ 015" (c.aich 1.2 ¢c. ¢c. agua 140.58
3. 1#5' ¢y - 0.5 -eylic. 1.2 ¢. c. agua 136.51
4. 5T clies 0.5 ¢ /@ 1.2 ¢. c. guayacol 101.13
5r; 1.5 ¢ 0.5 cuce 1.2 ¢. ¢. guayacol 93.38
6. 105) ARG (Onh (e 1.2 c. c. guayacol 105.43

Las actividades total y relativas son las siguientes:

Actividad tota!l KO, 14230
Actividad peroxidisica KO, 42.32
Actividad catalisica KO, 99.98

Si se quisiese expresar porcentualmente las actividades enzimaticas
evaluadas en la forma ya senalada, se tendrian las siguientes cifras:

Rébano.
Actividad total 100.00
Actividad peroxidisica 96.50
Actividad catalisica 3.50
Tiroides.
Actividad total 100.00

Actividad peroxidasica 223
Actividad catalasica TE29.
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De lo anterior se deduce que la actividad peroxidasica en el vege-
tal estudiado sobrepasa notablemente a la cataldsica, como en general
se acepta, pero es tal vez mas importante senalar que en el tejido tiroi-
deo, si bien predomina la accidén catalasica, la peroxidasica es bien evi-
dente y a titulo mucho mas elevado que la catalasica en el vegetal.

Efecto de las sulfas, dcido para-amino-benzoico y tiouracilo
sobre los valores de KO, en el tejido tiroideo

La sulfanilamida y el sulfatiazol, a diversas concentraciones, n§
modificaron los valores de KOs, hecho semejante al sefialado por nos-
otros en la peroxidasa del ribano, evaluada mediante el procedimiento
del guayacol.

El icido para-amino-benzoico si modifica los valores de KO.:

CUADRO 3
Mars Material enzimatico A oo B
apometro (e osals) . p-amino-benzoico KO,
1k O35 fc 0.5 mg. 239,63 .
s OFSRIcC: 045 R 205.78
3 0:58'¢, ¢ 780 115.98

La accién del tiouracilo sobre KO, se expresa en el cuadro siguiente:

CUADRO 4

, Material enzimatico " |
Mandmetro 2 Tiouracilo KO.,
(tiroides) 2
15 0.5 c. « 0.5 mg. 124.04
2 (0°45 Fc. e, 0.6 .. 114.70
3z 035" ¢ O/~ o5 87.54
4. 0:5. \ci 46 058) 5.5 79.00
5. 050c2 cx IOl ® 50.56
6. 0258 (X dc 1SZ2a 30.12

Este efecto es enteramente semejante al sefialado por nosotros para
{a actividad peroxidasica del rabano.
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De los experimentos anteriores puede deducirse que el tiouracilo, en
igualdad de circunstancias, ejerce inhibicidn mas pronunciada que: el
acido para-amino-benzoico sobre los valores de KO..

RESUMEN Y CONCLUSIONES

Mediante el procedimiento manométrico, con el aparato de War-
burg, se estudiaron comparativamente las actividades peroxidasica y ca-
talasica del ribano y de tiroides. Se utilizé como aceptor de oxigeno el
guayacol; los experimentos se hicieron a 37 grados y en buffer de fos-
fatos a pH 6.4. .

- Como ya ha sido sefialado, la actividad peroxidasica fué elevada en
el vegetal y baja la catalasica, y lo contrario acontecid en el extracto ti-
roideo: en éste, sin embargo, la actividad peroxidasica mostrd un valor
relativamente alto, superior en mucho al de la catalasa en el vegetal.

La sulfanilamida y el sulfatiazol no modificaron los valores de
KO. en el tejido tiroideo, comportamiento semejante al descrito con
anterioridad en el caso de la peroxidasa del ribano.

Tanto el icido para-amino-benzoico como el tiouracilo inhibieron
el desprendimiento de oxigeno: la segunda de estas sustancias se mostrd
mas activa que la primera, lo cual es semejante a lo sedalado en la pero-
xidasa del rabano.
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