MARCACION CON YODO'?** Y RADIOINMUNOANALISIS DE
HORMONAS FOLICULO ESTIMULANTES (FSH) Y
LUTEINIZANTE (LH) HUMANAS

Elisa Munévar, Blanca L. Ortiz y Ruth de Estrada*

En el presente trabajo se describe la optimizaciéon del Radicinmunoa-
nalisis de las hormonas Foliculo Estimulantes (FSH) y Luteinizante (L.H)
humanas, estableciendo inicialmente las condiciones de marcaciéon con
1251 por el método de la Cloramina T.

Las preparaciones de LH (LER 960) y de FSH (1801-3) para marcar,
asi como el suero anti-FSH (Batch N° 4) y la preparacion estdandar para el
RIA, fueron suministradas por The National Institutes of Health, Bethes-
da, Md. U.S.A.; el anti-LH fue donado por el Dr. Robert Ryan, de la
Clinica Mayo; el segundo antisuero empleado para la separacion del ligado
provino de un lote preparado por la Dra. Myriam de Gémez y el Dr. Jonh
Mazusky en la Granja de Tibaitata (ICA).

El curso de la estabilidad de las hormonas marcadas se siguié por
medio de las repurificaciones de éstas a través deSephadexG-100, y se
encontro que no era posible utilizarlas por un tiempo mayor de cuarenta
dias.

Se estudiaron algunos parametros que contribuyeron a mejorar la téc-
nica, tales como la temperatura, tiempo de incubacién de los antisueros,
Para procesar las muestras se escogi6 el sistema de incubacién a 4°C du-
rante siete dias como sigue: ler dia: incubacion del primer antisuero,
estandares y muestras; 2°dia: edicion de la hormona marcada recien puri-
ficada; 5° dia: precipitaciéon con segundo antisuero y suero normal de co-
nejo en proporcién 1:16 vs. 1:64; 7° dia: centrifugacién a 4°C y conteo de
los precipitados.

Como aplicacién de la técnica desarrollada se hizo el estudio de los ni-
veles de LH y de FSH a lo largo de un ciclo menstrual normal en 15 muje-
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res, y del efecto que tienen los anticonceptivos de dosis minimas Micro-
gynon (D-Norgestrel 0.15 mg. y Etinil Estradiol 0.03 mg) en 9 mujeres, y
exlutén { Linestrenol 0.5 ug) en 3 mujeres, sobre dichos niveles; ademas se
procesaron muestras de pacientes de consulta externa del Hospital Militar
Central. Se logré establecer sin ninguna dificultad el dia de la ovulacion y
se encontraron los siguientes valores para el pico (en mUI/ml.): LH:
25.5+ 8.74; FSH : 8.55 + 3.20.

El método empleado mostré una buena reproducibilidad en las medi-
das, asi como adecuada precision, exactitud y especificidad, por lo cual lo
consideramos como una técnica apropiada para la determinacion de nive-
les de LH y de FSH en suero humano.

Este trabajo fue realizado como parte del “Programa de Investigacio-
nes Hormonales con el Radioinmunoanalisis y la Competencia Protéica
como Métodos de Dosificacion” que se desarrolla en el servicio de Endo-
crinologia del Hospital Militar Central, y que cuenta con la colaboracion
del Departamento de Quimica de la U.N. y el apoyo del Organismo Inter-
nacional de Energia Atomica y del Programa Latinoamericano de Investi-
gaciones en Reproducciéon Humana (P.L.A.M.LLR.H.).

ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD PROTEOLITICA PRESENTE EN LA
SECRECION DE LA GLANDULA PRINCIPAL DEL APARATO
VENENOSO DE BOTHROPS-ATROX.

Enid Rivadeneira M., Juanita Bustamante de Eslava™® y
Virginia Monies de Gomez *#

Se desconoce la forma como se almacenan las enzimas del veneno en la
glandula principal del sistema venenoso de las serpientes, asi como tam-
bién el mecanismo mediante el cual controla la actividad para evitar la des-
truccidn de los tejidos glandulares.

Gans C. y Elliott W. han plant,eado como posibles mecanismos de defensa

los siguientes:
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a) La sintesis de estas enzimas como proenzimas o zimdégenos que se acti-
varian en la secuencia de la inyeccidn al pasar por la glandula acceso-
ria.

b) En el caso de las proteasas, que son metaloenzimas, se propone que se
produce una proenzima en la glandula principal, la cual, a su paso por la
gléandula accesoria toma el metal, originando la proteasa activa.

¢) La activacion del veneno se produce por el cambio de condiciones que
experimenta al pasar del sistema venenoso (pH 4.5 a 5) al sistema circu-
latorio de la victima (pH 7.5).

En general, se da mucha importancia a la secrecion de la glandula ac-
cesoria en el proceso de activacién de las enzimas almacenadas en la glan-
dula prineipal.

Se trabajo especificamente con las proteasas del veneno, considerando
como posible mecanismo de defensa la sintesis de estas enzimas en forma
inactiva, como zimégenos, dado que este es el mecanismo que regula la ac-
tividad de la mayoria de las enzimas proteoliticas del tracto digestive de
los mamiferos.

Se estudi6 la actividad proteolitica hacia caseina TAME y BAPNA de
la secrecién almacenada en la glandula principal del aparato venenoso de
la serpiente Bothrops-atrox (TayaX), en extracto glandular y directamen-
te en el veneno almacenado en el lumen glandular.

El extracto glandular de serpientes muertas por enfriamiento hasta la
ausencia total de movimientos reflejos presenta una actividad proteolitica
muy baja. Esto no se debe a la sintesis de las enzimas como zimégenos
sino a posibles procesos autoliticos o de inactivacion, debidos a la muerte
de la serpiente.

Se eliminan al maximo estas interferencias, trabajando con serpientes
que presenten movimientos reflejos aun después de decapitadas y directa-
mente con el veneno almacenado en el lumen glandular.

La actividad de esta secrecién {veneno glandular) recién extraida, cae
en el rango de actividades registradas para el veneno total, y permanece
estable por lo menos durante 3 dias, al mantenerlo en solucion a 4° C,, lo
que podria descartar la sintesis y almacenamiento de estas enzimas como
zimogenos. Ademas descartaria la influencia de la secrecion aportada por
la glandula accesoria, en el proceso de activacion de las enzimas proteoli-
ticas almacenadas en la glandula principal, ya que no presenta ningun
efecto sobre la actividad proteolitica.

El aporte de proteinas de la glandula accesoria es muy bajo, ya que no
se observan variaciones apreciables en los patrones electroforéticos (en gel
de poliacrilamida) del veneno total y del veneno glandular; si secreta
proteinas estas también son secretadas por la glandula principal, o no se
pueden diferenciar en el sistema electroforético empleado.
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Se fracciono veneno total en Sephadex G-75 con amortiguador tris-ace-
tato 0.02 M pH 4,5 y con amortiguador tris HC1 0.02 M pH 8.5 como sis-
tema de elucion. Aunque el patrén cromatografico en estos dos sistemas
muestra solo ligeras variaciones, hay variaciones apreciables en el patron
de la actividad caseinolitica y en los patrones electroforéticos de las frac-
ciones segiin el sistema de elucién empleado.

En el fraccionamiento a pH 4.5 se requiere un periodo de preincubacion
de 15 min. a pH basico y 37° C., para determinar la actividad caseinolitica,
mientras que en el fraccionamiento a pH 8.5 se obtiene una alta actividad
caseinolitica al determinarla sin preincubacion.

Esta diferencia no se debe a una influencia de las soluciones amortigua-
doras empleadas, ya que el veneno total liofilizado, reconstruido en cada
una de ellas, presenta practicamente la misma actividad.

El periodo de preincubacion requerido en el fraccionamiento a pH 4.5
podria ser debido a la separacion, durante el fraccionamiento, de un factor
K que mantiene a la enzima en su conformacion activa, a pesar de estar a
pH écido, o que acelera la transformacién de la enzima a su forma activa al
pasar a pH basico.

RESPUESTA FOTOSINTETICA DE ALGUNAS
VARIEDADES DE MAIZ, CAFE Y FRIJOL

Anundo Polania Leon, Gerardo Pérez G.* y Saiil Camacho *#%

Aprovechando el intercambio gaseoso que ocurre a través de las hojas,
se hicieron medidas de ratas de fotosintesis neta y transpiracién en plan-
tas de café, maiz y frijol. Para ello se construy¢ y ensamblé un equipo de
flujo abierto de gases y para plantas individuales. Se estudié el comporta-
miento de esas dos caracteristicas frente a las variables de mayor inci-
dencia sobre la fotosintesis como son: temperatura de hoja, intensidad de
la luz y concentracién de CO, en el aire.

La planta se encerré en una cdmara transparente, herméticamente
sellada, con un control de temperatura, humedad relativa e intensidad de
luz incidente. La concentracién del CO; del aire se determiné con un
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analizador de gases infra-rojo y el vapor de agua con un higrémetro de
punto de rocio. Para las medidas de temperatura se utilizaron termopares
de Cobre-Constantan.

La variedad de maiz utilizada (ICA H-507), presenté un comporta-
miento tipico de las plantas C-4, con altas ratas de fotosintesis, insatu-
racion de luz al aumentar su intensidad y muy bajo grado de fotorespira-
cion. El frijol, (variedad Diacol Andino) presenté bajas ratas de fotosinte-
sis, alto grado de fotorespiracién y saturacion de luz a bajas intensidades,
todo lo cual constituye caracteristicas propias de las plantas C-3.

Las dos variedades de café (tipico y caturra) presentaron bajas ratas de
fotosintesis, saturacién de luz con valores altos de energia luminica (aun
cuando existe baja eficiencia en la conversion de ésta) y grados de fotorres-
piracién maés altos inclusive que en el frijol, caracteristicas clasicas de
plantas C-3. Existe notable diferencia entre las dos variedades, siendo la
tipica la mas productiva (mayor rata de fotosintesis neta y menor foto-
rrespiracion); la variedad “caturra’ presenté mayor adaptacién a climas
mas calientes puesto que reveld mayor desempefio fotosintético a tempera-
turas mas altas que las presentadas por la variedad tipica.

Estos resultados podrian ser utilizados en trabajos de mejoramiento
genético para la obtencién de hibridos que requieran caracteristicas como
las presentadas por estas variedades. De la misma manera los resultados
brindan informacién acerca del comportamiento ecofisiolégico de las varie-
dades estudiadas para su aprovechamiento a nivel de campo.

ESTUDIOS PRELIMINARES DE LA PAPAYUELA

Luz Marina Diaz, Martha L. Gomez y Criscloge Camargo*

En el trabajo se efectiia el analisis bromatol6gico de la pulpa a dos
variedades de papayuela: Carica pubescens Lenne et Kock y Carica
goudotiana Tr et Planch, procedentes de Choachi (Cundinamarca) y Petre-
rillo-Buga (Valle del Cauca), respectivamente. Se investigan preliminar-
mente, los componentes volatiles del aroma de la Carica pubescens Lenné
et Koch y su variacién en dos estados de madurez: pintona v madura, por
cromatografia de gases, y se elabora un producto confitado, estableciendo
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las condiciones optimas de su preparacion, para buscar el aprovechamien-
to de la fruta.

Las dos variedades de papayuela estudiadas, resultaron ricas en vita-
mina C y potasio, con alto contenido de agua y buena cantidad de vitami-
na A, pero pobres en azicares, teniendo la variedad de Cundinamarca
mayor riqueza en nutrientes organicos y la del Valle en minerales.

Por poseer la variedad de Cundinamarca un exquisito aroma, mas lla-
mativo que la del Valle, se inici6 el estudio de sus componentes volatiles en
dos estados de maduracion. Para ello se prepard un extracto, destilando el
puré de la pulpa por arrastre con vapor y extrayendo con éter. Una vez
obtenido este extracto se analizd cromatograficamente, utilizando colum-
nas de diferente polaridad y la técnica de enriquecimiento. Se emplearon
sustancias patrén con el objeto de hacer la identificacion de los compues-
tos del aroma. Dicho aroma se debe a una mezcla compleja de compuestos
entre los cuales se identificaron algunos hidrocarburos, alcoholes, ésteres
v lactonas,

Se ensayo como método de conservacién, la elaboracion de un producto
confitado, el cual consiste en deshidratar la fruta mediante el uso de altas
concentraciones de azucar, inhibiendo asi el desarrollo microbiano. Se
realizaron varias pruebas con el fin de obtener un producto de déptima
calidad, el cual fue evaluado sensorialmente y sometido a ensayo de incu-
bacidén y analisis quimico.

INTRODUCCION AL ESTUDIO DE LA BIOQUIMICA
DEL DETERIORO DE YUCA PARAFINADA DURANTE UN
PERIODO DE ALMACENAMIENTO

Blanca Ligia Higuera Mancipe, Ruth Marcela Pachon Bautista,
Viriginia Montes de Gamez* y Teresa Salazar de Buckle**

El presente trabajo se realizé como un proyecto conjunto del Instituto
de Investigaciones Tecnologicas y de la seccion de Bioquimica del Depar-
tamento de Quimica de la Universidad Nacional, encaminado a iniciar el
estudio de los cambios bioquimicos que ocurren en la post-cosecha de la
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yuca y de las razones por las cuales el parafinado retarda los procesos de
deterioro.

En la primera fase del trabajo se establecieron las mejores condiciones
de extraccion de la amilasa presente en la yuca y de determinacién de la
actividad amildsica. Se enconctré que una doble extraccién con acetato de
calcio al 0.2% durante dos horas en una relacion 1:0,5, yuca fresca (gr):
acetato de calcio (ml) di6 los mejores resultados.

Para la determinacion de la actividad amildsica se escogieron como
condiciones 6ptimas de incubacién: tiempo 20 minutos, amortiguador de
fosfatos 0,067M de pH 6.9, temperatura 37°C v sustrato de almidén al 1%.
Dicha actividad se midio en términos de los azucares reductores liberados,
determinados por el método del 4cido 3,5-Dinitrosalicilico.

Para determinar si realmente una de las causas del deterioro de la yuca
almacenada es la variacion de la actividad amilésica y si el proceso de
parafinado influye sobre esta actividad, se hizo necesario en primer lugar,
determinar un tratamiento de la yuca tal que al aplicarlo a una muestra
dada mantuviera la actividad amilésica sin variaciones durante un periodo
de tiempo, a fin de conservar dicha muestra con un valor de actividad igual
al que tenia al aplicar el tratamiento.

Se encontré que el mejor método fue la liofilizacion de las muestras de
yuca y la conservacion de los liofilizados a -4°C.

En la ultima fase se estudié el comportamiento de la actividad amilési-
ca en yuca parafinada y sin parafinar, almacenada durante aproximada-
mente un mes a 30°C y 80-90 % de humedad relativa. Dicho estudio se
hizo, al finalizar el periodo de almacenamiento, sobre muestras de yuca
liofilizadas obtenidas en los diferentes dias de muestreo.

El analisis estadistico de los resultados no mostré un comportamiento
reproducible definido de la actividad amiléasica a través de los dias. Sin
embargo, se notd claramente que el parafinado mantuvo los valores de
esta actividad por debajo de los presentados por la yuca testigo.

Se concluyd que el parafinado produce una accién efectiva sobre la
conservacion, retardando el deterioro de la yuca en términos del ablanda-
miento, pero dicho ablandamiento no parece ser causado bésicamente por
la enzima amilasa a pesar de que impide un aumento de su actividad.

Como se ha comprobado que el parafinado retarda el pardeamiento
producido por la peroxidasa, es aconsejable hacer un estudio similar al
presentado en este trabajo sobre la actividad peroxidéasica, ademas de
un estudio tendiente a buscar las causas bioquimicas del ablandamiento de
yuca.
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