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L.A.- Importancia de los estudios parasitolégicos en ganaderia.

Son los parasitismos uno de los factores negativos que inciden en la
rentabilidad de las explotaciones ganaderas. Los brotes clinicos de fasciolosis,
gastroenteritis parasitarias, dictiocaulosis, por ejemplo, con elevada morbilidad y
grave mortalidad son bien conocidos por Veterinarios y ganaderos. Sin embargo,
las pérdidas principales parecen debidas a infestaciones subclinicas que, sin alterar
visiblemente el estado de salud dan lugar a una disminucién de las producciones
utiles que frecuentemente pasa desapercibida al no disponer de un término de

comparacion.

Precisamente por su desarrollo insidioso y por la escasa importancia que en
general se da a estos procesos, no se cuenta con muchos datos concretos a la hora

de hacer un estudio econémico.

Por otra parte, el cifrar las pérdidas econémicas es siempre una labor delicada,

ya que la simple evolucién de los precios modifican todos los célculos.

Existen observaciones realizadas en experimentos de accién patégena de
parésitos y, m4s abundante, de ensayos de antihelmfnticos. En ambos casos existen
testigos no infestados o no tratados, respectivamente, que permiten la comparacién
del crecimiento o0 aumento de peso, de las producciones de leche, lana y del fndice
- de transformacién de los piensos, que evidencian la influencia negativa de los
parasitismos sobre estos pardmetros. Son muy abundantes en la bibliograffa las
publicaciones de estos aspectos y no faltan tampoco las investigaciones espaiiolas
en este sentido (Tarazona, 1970 (109); Lleonart, 1972 (71); Uriarte, 1982 (113) y
Martinez Gémez et aI., 1983 (75)) y més numerosas las relaciones con la pérdida

del decomiso del matadero.



También ha habido intentos de valoracién de pérdidas basados en estimaciones
aproximadas de la difusién e intensidad de los parasitismos y de las pérdidas
parciales que estas estimaciones podrfan producir, como las de Respaldiza (1967)
(96) y més recientemente las de Flores (1981)(40). Este tltimo autor cifra las
pérdidas causadas por algunas parasitosis de los rumiantes (fasciolosis, estrongilosis
gastrointestinales y pulmonares) en 35.795 millones de pésetas. Este mismo autor
da una serie de puntos de referencia que permiten formar criterio sobre el volumen

de las pérdidas, independientemente del significado absoluto de las cifras totales

que se barajen.

Aunque la mayorfa de las explotaciones de ganado bovino tienen caricter
intensivo, todavia, en muchos casos, se recurre al pastoreo durante largos periodos,

préctica que favorece las infestaciones parasitarias.

Las tasas de mortalidad en el ganado bovino, por distintos tipos de
parasitismos, se calcula en un 0.4%, lo que significa en el plano econémico
importantes pérdidas de:

Carne posible de estos animales.
Crias que se dejaron de producir.
Leche no producida.

Trabajo no desarrollado.

Estiércol no producido.

Seglin Flores (1981)(40), las pérdidas totales en el ganado bovino asciende a
13.150.000.000 de pesetas. Tradicionalmente explotada en régimen de pastoreo, atin
hoy se mantiene mayoritariamente bajo este sistema, y es quizé la m4s afectada por
los procesos parasitarios, precisamente por su sistema de vida, ya que, como se ha

dicho, es ¢l pastoreo la sistemdtica bésica para las infestaciones parasitarias.



Las tasas de mortalidad en ganado ovino a causa de enfermedades parasitarias,

se calcula en el 0,5 % del censo parasitado, acarreando estas muertes unas pérdidas

derivadas del:

Valor de la carne posible de esos animales.
Valor de crfas que se dejaron de producir.
Valor de la leche no producida.

Valor de la lana no producida.

Valor de estiércol no producido.

Las pérdidas totales en la especie ovina ascienden a: 11.660.000.000. pesetas.

El ganado caprino, en ndmero reducido, se sigue explotando, al igual que la
oveja, en régimen de pastoreo, y es la més indicada para padecer las parasitosis. La
muerte por parasitacién puede estimarse en el 0,2 % del censo parasitado, y esto
conlleva consigo pérdidas en carne, cria y estiércol. Las pérdidas totales en la

especie caprina ascienden a 975.000.000 pesetas.

Los mecanismos por los que los parésitos ocasionan estas pérdidas econémicas
estan relacionados con la actividad patégena de las diferentes especies y ,en algunos
casos, comienzan a ser bastante bien conocidos en los estudios sobre la patogenia

de las parasitosis.

En los ultimos afios ha habido un enorme desarrollo en la industria quimico-
farmacéutica en el sector de los formacos antiparasitarios y su uso se ha extendido
en todos los paises y también en el nuestro. Sin embargo, no siempre estos
medicamentos se utilizan convenientemente. En unos casos por que el ciclo
biolégico no se conoce en toda su extensién y en otros por que el ganadero -al
menos en condiciones espafiolas-, piensa que ese antiparasitario actia como una
vacuna y produce un estado de resistencia que persiste en el animal durante algtin

tiempo, se tiene la idea errénea de que lo importante es la administracién del



tratamiento, sin importar ni el momento en que se aplica al rebafio ni ¢l manejo
de los animales jévenes en los pastos tras su aplicacién. A juzgar por lo que Michel
y col. (1981)(Citado por Tarazona 1985)(109) seiiala, este uso inadecuado de los
antihelminticos no es s6lo un problema de nuestro pafs. En muchos casos, la
administracién de antihelminticos en tales condiciones no tiene més resultado que

el encarecimiento de la produccién por el coste del medicamento y el de la mano

de obra necesaria para su administracion.

Por otra parte, en pastos que admiten una carga ganadera alta, el riesgo de
que se presenten problemas parasitarios a niveles clfnicos y subclfnicos, ha obligado
a la administracién de los tratamientos con reiteracién y la consecuencia ha sido
la aparicién de cepas de parésitos resistentes a los antihelminticos, elimindndose
la poblacién sensible y aumentando la frecuencia y gravedad de las parasitosis. El
empleo controlado de los medicamentos, su utilizacién en el momento més
oportuno y las medidas de manejo del pastoreo adecuadas, dentro de las que deben
contar, el pastoreo mixto de ovinos y bovinos, y la disposicién de pastos limpios
especialmente en animales jévenes mds sensibles a los parasitismos, son las

orientaciones que se marcan actualmente en la explotacién en pastoreo de los

animales domésticos (Flores Lasarte , 1981) (40).

L.B. Objetivo del trabajo

El estudio de los parésitos de la ganaderfa espafiola ha tenido y tiene un
interés extraordinario por producir infestaciones en su mayorfa enzoéticas y en
bastantes casos en forma epizo6tica, dando porcentajes que oscilan del 68 al 78%,
ocasionando pérdidas cuantitativas por morbilidad, mortalidad, produccién y
econémicas aterradoras; pero al margen de estas pérdidas hay que considerar
también la predisposici6én y receptividad de los animales parasitados para contraer

otras muchas enfermedades tanto bacterianas y ricketsianas, como parasitarias. Por



lo tanto, la importancia del estudio de estos parésitos puede plantearse bajo
diversos dngulos:

-Desde el punto de vista clinico o patolégico.

-Desde el punto de vista de produccién o zootécnico.

-Desde el punto de vista bromatolégico.

-Desde el punto de vista sanitario.

La complejidad morfolégica de muchos helmintos parésitos, plantea un gran
problema para la distincién entre especies. Los ciclos de vida complejos,
frecuentemente, dan origen a una serie de formas larvarias y adultos distintas que
complican el establecimiento de relaciones entre distintos estados de desarrollo

entre las especies.

Hasta hace muy pocos afios, el estudio taxonémico de los nematodes se ha
basado en diferencias fenotfpicas, m4s o menos constantes, entre las distintas
especies. Asi, la taxonomfia, tradicionalmente, se ha basado en consideraciones
morfol6gicas externas de los individuos como base para su clasificacién. No
obstante, las caracteristicas morfolGgicas externas se encuentran sometidas a
cambios de muy distinta fndole que harfa, en algunos casos, dificil la diferenciacién

de especies alejadas entre sf y cuyos rasgos fenotipicos son, aparentemente, iguales.

Asi, el conocimiento de la estructura genética de las poblaciones parésitas
representaria un paso significativo para fijar la continuidad taxonémica entre
distintos estadios dentro de los ciclos de vida, tan bien como entre parésitos

similares que infestan varios hospedadores.

El estudio genético de D. filaria y D. viviparus ha sido llevado a cabo
mediante técnicas citogenéticas (Cutillas y col.,, 1985 (29); no obstante, el estudio
genético mediante técnicas electroforéticas de estas dos especies, no ha sido

abarcado hasta el momento.



Por todo lo anteriormente dicho, el primer y més inmediato objetivo de la
presente Tesina ha sido la utilizacién de técnicas electroforéticas para el estudio
del perfil proteico en las especies parésitas objeto de estudio como una nueva
técnica de estudio taxonémico no sélo entre especies distintas de nematodes
(pertenecientes al mismo género) sino también, en los casos en que nos ha sido

posible, entre cepas de distintas zonas geogréaficas de la misma especie parasita.

Asimismo, se ha llevado a cabo, un estudio de la relacién gen-enzima,
valorando el patrén isoenzimatico de la LDH y MDH observado en D.filaria
(procedente de ganado ovino y caprino de Espaia y Eslovaquia) y D.viviparus

recolectados a partir de ganado bovino de Eslovaquia.

Una vez obtenido un zimograma caracteristico, queremos determinar cuantos
genes cromos6émicos, o cuantos loci, son responsables del patrén electroforético
observado y como este patrén puede ser explicado en términos de genotipos

individuales.

Esta falta de informacion a nivel isoenzimético de estas dos especies, asi como
la necesidad y conveniencia de prestar atencién a los procesos parasitarios de
nuestra ganaderia, tan olvidados y en no pocos casos infravalorados, pero que
realmente representan un importante capitulo negativo en el balance econémico
de una explotacion, intenta justificar la realizacién de esta Tesina que viene a
significar el comienzo, o los primeros pasos, de un estudio més profundo a realizar

en un futuro préximo.
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IILA. Concepto de enzima.

Los enzimas son protefnas especializadas en la catélisis de las reacciones
bioldgicas. Se encuentran entre las més notables biomoléculas conocidas, debido
a su extraordinaria especificidad y a su poder catalitico, qtle es mayor que el de los

catalizadores hechos por el hombre (Lehninger, 1979)(65).

El nombre de enzima no se emple6 hasta 1977, pero mucho antes ya se
sospechaba que ciertos catalizadores biolégicos intervenfan en la fermentaci6n del
aziicar para la obtencién del alcohol (de ahf el nombre inicial de fermento). La
primera teorfa general sobre la catélisis quimica, publicada por Berzelius en 1835

(citado en Lehninger, 1979)(65), se realiz6 sobre la diastasa de la malta.

Aunque Luis Pasteur reconoci6 que la fermentacién es catalizada por enzimas,
postulé, en 1860, que éstos se hallaban ligados de modo inexplicable con la
estructura y la vida de las células de la levadura, Constituyd, por ello un logro
importante en la historia de la investigacién enzimaética, que en 1897, (citado por
Lehninger, 1979), Biichner consiguiera extraer de las células de la levadura los
enzimas que catalizaran la fermentacién alcoh6lica. Este hecho demostraba
claramente que estos importantes enzimas, que catalizan una ruta metabdlica
principal productora de energfa, pueden actuar independientemente de la

estructura celular (Citado por Lehninger)(65’).

Hasta muchos afios después, sin embargo no fue aislado, por primera vez, un
enzima en forma cristalina. Fue Sumner quien lo consigui6, en 1926(citado por
Lehninger, 1979) (65), con la ureasa aislada de los extractos de la alubia Cannavalia
ezyformis. Sumner, también demostré que los cristales se hallaban constituidos por

proteinasy llegé a la conclusién, contraria a la prevalencia por aquel entonces, que

los enzimas son proteinas.



Sus puntos de vista no fueron aceptados inmediatamente, y hasta el periodo
comprendido entre 1930 y 1936, durante el cual Northoop aislé la pepsina
cristalizada, y la quimiotripsina, no quedé bien establecida la naturaleza de los
enzimas. En la actualidad se han identificado cerca de 2000 enzimas diferentes.
Muchos de ellos se han aislado en forma pura y homogénea y alrededor de unos
200 se han podido cristalizar. Aunque se han identificado la mayor parte de los
enzimas relacionados con el metabolismo bésico de la célula, quedan por resolver
muchos problemas importantes, entre ellos el control genético de la sintesis
enzimética, los mecanismos moleculares mediante los cuales se regulan la actividad
enzimética y el papel de las formas mdltiples de algunos enzimas en el desarrollo

y en la diferenciacién (Lehninger 1979) (65).

ILB. Heterogeneidad de las enzimas.

Aunque puede haber ligeras diferencias fisicas en un enzima determinado
cuando es producido por diferentes células, estas circunstancias suelen ser poco
importantes y el enzima contintia siendo el mismo, en esencia. En efecto, 1o normal
en enzimologfa desde el punto de vista préctico ,es que el origen de un enzima sea
generalmente, un asunto un tanto secundario. Para el enzimélogo, el origen de un
enzima podré merecer poca consideraci6n, pero para el bioquimico clinico es de

importancia primordiial (King 1968) (58).

Es dificil encontrar identidad molecular o enzimética entre las enzimas
funcionales similares pero procedentes de distintas especies, por tanto, se deduce
que deben existir numerosas protefnas con funciones biolGgicas muy parecidas.
Aunque la existencia de enzimas funcionalmente similares, pero distinguibles entre
si, habfa sido aceptada provisionalmente. Este fenémeno no fue reconocido
universalmente hasta la demostracién, por Wieland y Pfeiderer (1957) (123), de la
presencia, en un mismo tejido, de varias lactodeshidrogenasas separables

fisicamente.
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Por medio de electroforesis de almidén, Vesell y Bearn (1957(117), 1958(118))
consiguieron la separacién en tres componentes cada una, de las lactato-
deshidrogenasas séricas humanas y Sayre y Hill (1957)(103) y Hill (1958)(50)
demostraron también la heterogeneidad de la lactato-deshidrogenasa sérica
humana, usando electroforesis en papel con flujo continuo y elucién con un
gradiente constante de sulfato amoénico, procedilnientos gracias a los cuales
consiguieron separar cuatro fracciones. Estos estudios sefialan la posible existencia

de formas orgédnico especificas de dichos enzimas, presentes por doquier.

Debido a que tales formas podrian ser de la mayor importancia diagnéstica,
esta posibilidad di6 un considerable impulso a nuevas investigaciones. Se sabe
actualmente que los tejidos humanos contienen cinco proteinas que manifiestan
actividad lactato-deshidrogenasa; aunque ninguna de ellas es especifica de un
determinado 6rgano, las concentraciones relativas de estas formas varfan de un

6rgano a otro y dan lugar a una regla 6rgano-especifica con potencialidad

diagnéstica.

Desde entonces, muchos de los trabajos realizados se han concentrado en el
fraccionamiento de la lactato-deshidrogenasa sérica, pero el principio de la
enzimoelectroforesis, es decir, la separacién y localizacién de enzimas por
procedimientos electroforéticos y la interpretacién de los consiguientes zimogramas

han sido ampliados a otros enzimas séricos (King , 1968) (58).

Wieland y Pfleiderer (1957)(123) han sugerido el nombre de heteroenzima
para las proteinas de diferente origen y que ejerzan la misma accién biolégica, pero
difieran en sus propiedades fisicas, qufmicas o bioquimicas y que el nombre de

isoenzima o forma multiple, sea dado a los enzimas del mismo origen con

propiedades muy similares pero distinguibles.

Market y Moller (1959)(72) propusieron el nombre de isoenzima para las

11



diversas formas moleculares en que puede presentarse las protefnas con la misma
especificidad, pero estos investigadores sefialaron que todos los isoenzimas de la

LDH eran semejantes en la eficiencia catalitica relativa que presentan para estos

diferentes sustratos.

Webb (1960)(122) indic6, ademds, que la distincién fuﬁdamental entre aquellos
que son reconocidos como enzimas e isoenzimas diferentes (Wroblewski y Gregory,
1960)(124) podria radicar en que los primeros son sintetizados bajo el control de
genes diferentes, en tanto que los isoenzimas serfan modificaciones del producto
de un sélo gen. Sin embargo, en nuestro estado actual de conocimientos no tiene
repercusién préctica ni esta definicién ni la dada por Augustinsson (1961)(12),
quien sugiere que el término isoenzima o isozima sea reservado para los enzimas
cuya estructura molecular difiera sélo en aquellas partes de la molécula que no

estén implicadas directamente en la reaccién enzimética.

La aspartato-transaminasa (Boyd 1961)(18) y la malato-deshidrogenasa
(Thorne 1960)(111) procedentes de extractos de tejidos simples, han sido separadas
en dos componentes cada una por medio de procedimientos electroforéticos. Una
de las formas de cada enzima estd localizada en las mitocondrias celulares y
probablemente se halla ligada a un componente lipoide, pero estos enzimas
mitocondriales manifiestan también diferencias en el comportamiento cinético
comparativamente con las formas solubles citoplasméticas. Webb (1960)(122) cree
que tales especies enziméticas pueden ser, razonablemente, consideradas como

enzimas diferentes.

La Comisién de Nomenclatura Bioqufmica exigié en 1971 que ademés de
diferenciarse las protefnas que catalizan la misma reaccién, por la carga eléctrica,
las constantes cinéticas, el pH 6ptimo, la termoestabilidad o incluso la accién sobre
un sustrato secundario, debfan ser determinadas genéticamente, de esta forma se

exclufa las variantes o alelos y las modificaciones post-sintéticas.
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Sin embargo, los términos de formas multimoleculares, formas multiples,
isoenzimas, isozimas, han sido empleados sin reglas precisas. Segin las tGltimas
recomendaciones de la Uni6n Internacional de Bioquimica en 1978, el término de
isoenzima se emplea para designar las formas maltiples que tienen por origen una
modificacién del genoma y que no pueden concernir a las modificaciones diversas

introducidas después de la sintesis de la molécula proteica.

Cuando la accién de dos o més loci son detectados mediante tinciones
enziméticas, cada uno de los genes involucrados corresponden a diferentes
enzimas, pero todos los enzimas tienen la misma funcién. Juntas constituyen un
sistema enzimético, el cual es revelado por el mismo protocolo, por ejemplo el
sistema lactato deshidrogenasa estd constituido por una serie de enzimas puestas
de manifiesto mediante tinciones: LDH1, LDH2, LDH3 ... etc. Para la Comisién
Enzimaitica cada sistema enzimatico es s6lo un enzima, teniendo en cuenta su
actividad fisiolégica. Para los genéticos, sin embargo, cada sistema es més una

categorfa de enzimas que un simple enzima (Pasteur y col. 1988)(88).
I1.C. Métodos de estudios de proteinas. Electroforesis y tipos de electroforesis.

- Las técnicas electroforéticas fueron usadas por primera vez por Tisselius (1937)
(Citado por Fondevila 1978)(41), para distinguir la fraccién miltiple de proteinas
del suero, migrando a través de una solucién bajo la influencia de una corriente

eléctrica.

Durante los 25 afios siguientes los avances en métodos electroforéticos y
conocimientos se centraron en tres frentes:
-Mejoramiento del medio de soporte, incluyendo el desarrollo de geles de empaque
(Smithies 1955)(106).
-Aplicacién de métodos de tincién histoquimica (Hunter y Market 1957)(54), los

cuales permitieron analizar las variaciones electroforéticas en proteinas enziméticas.
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Muchas protefnas catalizan reacciones enzimdticas; cuando se ponen en
contacto con el sustrato, en presencia de las diversas sustancias necesarias para su
actividad (coenzimas, iones, etc), transforman el sustrato de acuerdo a la reaccion

general:

SUSTRATO PRODUCTO

COENZIMA OENZIMA MODIFICADA

Si uno de los componentes de la reaccién enzimética es coloreado o puede
teflirse, puede determinarse la posicién a la que la proteina migra. En esto se basan
las técnicas de tincién para detectar la actividad enzimética de una proteina.

-Demostracién que muchas de las variaciones eran mendelianas.

Ya a mediados de 1960 las técnicas electroforéticas estaban suficientemente
refinadas para permitir examinar un gran nimero de proteinas en Drosophila
(Hubby 1963(51), Hubby y Throcknorton 1965(52), Hubby y Lewontin 1966(53),
Jhonson y col. 1966(57), Harris 1966(48)). Estos estudios multiloci fueron el inicio
de un nuevo y prolifero método de andlisis de niveles de variacién genética y

estructura de poblaciones.

Las primeras electroforesis de protefnas solubles se llevaron a cabo en un
medio liquido en los afios posteriores a la segunda Guerra Mundial. Las protefnas
eran identificadas por su absorcién de luz diferencial. La introduccién de medios
rigidos y porosos a partir de 1950, primero el papel y posteriormente acetato de
celulosa, agarosa, almidén y poliacrilamida, han hecho que el método de
electroforesis sea mucho més facil. El papel y el acetato de celulosa son medios
de soporte relativamente inertes y que se utilizan principalmente para minimizar

la convecci6n, y por tanto, la separacién de proteinas en estos medios de soporte
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se basa principalmente en la densidad de la carga de las proteinas al pH elegido.

Por el contrario, en los geles no sélo se previene la conveccion y se minimiza
la difusi6n sino que, en algunos casos, también participan activamente en el proceso
de separacion, interaccionando con las moléculas migratorias. Estos geles pueden
ser considerados como medios porosos, en los cuales, el tamafio de poro estd
relacionado con el tamafio de las moléculas proteicas, de forma que se produce un
efecto de tamiz molecular y la separacién depende tanto de la densidad de carga

como del tamaiio.

Los primeros trabajos de electroforesis de protefnas en gel se hicieron en
almidén. Posteriormente este medio de soporte fue sustituido por el gel de
poliacrilamida, teniendo en cuenta que éstos son altamente reproducibles y las
condiciones de polimerizacién estdn estandarizadas, ya que al ser un polimero
sintético de un monémero de acrilamida, puede ser preparado de forma
reproducible a partir de reactivos altamente purificados, mientras que en los geles
de almidén el éxito de la electroforesis depende en gran parte de la calidad del
almidén utilizado, ya que éste se prepara a partir de un producto biolégico que

puede contener contaminantes y por lo tanto afectar a los resultados obtenidos.

No obstante, Pasteur y col. (1988)(87) se muestran més partidarios del uso de
geles de almidén para el estudio de isoenzimas, utilizando geles de poliacrilamida
s6lo para la deteccién de amilasas. Las razones dadas para esta preferencia se
basan en las siguientes consideraciones: el gel de almidén es més facil de usar, ya
que puede cortarse el mismo gel en trozos pequeios y revelarse de esta forma
distintos sistemas enziméticos, (ahorrando as{ tiempo y dinero); su uso, ademés, no
envuelve ningiin aparato complejo, todo el equipo necesario puede encontrarse en
el laboratorio. Es més, a diferencia de la acrilamida, el almidén no es téxico. Por
tltimo, los resultados obtenidos con geles de almidén son tan buenos, con

frecuencia incluso mejores, que los obtenidos con acrilamida.
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Actualmente la electroforesis de proteinas es la inica técnica que nos permite
estudiar simult4neamente algunos genes en el mismo individuo de forma rédpida y
relativamente barata. A priori, se podrfa considerar que estos genes son una
muestra al azar del genoma estructural del organismo; la deteccién depende
solamente de la adaptacién de los métodos y, a veces, del coste. Las técnicas
electroforéticas (tanto en geles de almidén, como en acrilamida) nos permiten
procesar a la vez entre 20 y 30 individuos y por lo tanto estudiar de forma

comparativa las diferencias inter o intraespecificas.
IL.D. Relacién gen-enzima.

El soporte fisico del material genético son los 4cidos nucleicos: 4cido
desoxirribonucleico (ADN) en la mayoria de los seres vivos y 4cido ribonucleico
(ARN) en algunos virus. Un gen es una parte de 4cido nucleico que determina, a
través de un proceso complejo, el orden de los aminoécidos en la sintesis de las
cadenas polipeptidicas, las cuales constituyen las proteinas. Los genes pueden dirigir
también la sintesis de ARN que interviene directamente en el metabolismo celular.
La funcién de las proteinas es bésica, no s6lo por que constituye un importante
material estructural de los seres vivos, sino, sobretodo, porque ciertas moléculas
proteicas, los enzimas, permiten que lleven a cabo las reacciones metabélicas
(Lehninger 1979)(65).

Para un genético, el estudio de las protefnas representa la posibilidad de
estudiar funciones sencillas determinadas directamente por uno o pocos genes. De
este modo, la relacién entre fenotipo (proteina) y genotipo (gen) se hace més clara.
Para un genético de poblaciones, el estudio de la variabilidad proteica representa,
ademds, la posibilidad de cuantificar la variabilidad o no del locus a estudiar
(Fondevila 1978)(41).

La estructura genética de una poblacién es un conocimiento bésico para
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entender el mecanismo evolutivo, por esta razén la posibilidad de separar las
distintos variantes de un mismo enzima (isoenzima) mediante técnicas fisicas, abrié

a la genética evolutiva nuevas posibilidades de estudio.

. Las técnicas de estudios de protefnas, permiten distinguir no sélo los distintos
isoenzimas producto de loci diferentes, sino también reconocer las isoenzimas
determinados por alelos de un mismo locus (aloenzimas o alozimas). Mediante el
estudio estadistico de las frecuencias con que aparecen las bandas alozimicas en
una poblacién se puede hacer un recuento de la heterocigosis media para un

conjunto representativo de loci alozimicos (Fondevila 1978)(41).

La genética molecular ha descifrado que las mutaciones genéticas determinan
cambios estructurales en el ARN, que se traducen en cambios proteicos. Muchos
de estos cambios consisten en sustituciones de un aminoicido por otro. Por
ejemplo, el mutante que produce la anemia falciforme en el hombre provoca en la

hemoglobina la sustitucién del 4cido glutdmico por la valina.

Las mutaciones que provocan sustituciones de amino4cidos se producen
continuamente en la evolucién de los seres vivos y muchas consiguen fijarse en

homocigosis.

Algunas de estas sustituciones producen cambios en la carga superficial de las
proteinas que se detecta mediante las técnicas de electroforesis. Si estudiamos la
secuencia de aminodcidos de una misma proteina en distintos organismos
encontraremos distinto nimero de sustituciones. Es 16gico que cuanto més alejadas
evolutivamente estén dos especies, mayor niimero de amino4cidos diferentes
contendré la misma protefna en ambas. Utilizando estas diferencias moleculares se

pueden construir 4rboles filogenéticos (Fondevila 1978)(41).

La electroforesis ha sido utilizada por los genéticos desde el afio 1957, en el
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que Hunter y col.(54) tuvieron la idea de utilizar las propiedades cataliticas de los
enzimas para revelar su presencia con métodos histoquimicos (electroforesis de
zona). De esta forma, es posible identificar unas pocas moléculas con actividad
catalitica a partir de un extracto sin purificar, conteniendo miles de proteinas
diferentes. Tales sustancias se conocen como isoenzimas. En cada organismo, el
nimero de isoenzimas con actividad catalitica dada, es generalmente muy pequerio,
de forma que en el gel solamente aparecen unas pocas bandas coloreadas. Cada
una de estas bandas corresponde a una protefna diferente, cuya sintesis estd
controlada por 1, 2 o més genes. Los fenotipos enzimdticos observados en los geles
pueden, por lo tanto, ser interpretados en términos de genotipo, o lo que es lo

mismo, en términos de genes y sus alelos.

Los genes que codifican proteinas tienen dos propiedades bésicas que los hace
un material de eleccién para los genéticos. La primera de ellas es que una
importante proporcién de estos genes son polimérficos, de manera que existen en
la forma de uno o m4s alelos. Esta propiedad que fue descrita por Hubby y
Lewontin en 1966(53) en Drosophila y por Harris en 1966(48) en el hombre, se ha
encontrado presente pricticamente en todas las especies animales y vegetales que
se han estudiado (Pasteur, 1974(87), Tansktey y Orton, 1983(108)).

La segunda propiedad es que los alelos de los genes que codifican proteinas
son generalmente codominantes, es decir que ambos alelos se expresan en los
organismos heterozigdticos. Este fenémeno permite relacionar los fenotipos
observados con un determinado genotipo.

ILE. Antecedentes de estudios isoenzimdticos en parasitos.

Las técnicas usadas en los estudios de los tltimos afios para medir diferencias

genéticas entre especies son la secuenciacién de amino4cidos de una proteina,
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fijacién del complemento, hibridacién DNA-DNA y DNA-RNA y electroforesis en
gel (Lehninger 1979(65), Pasteur y col 1988(88)).

Esta tltima técnica realizada con geles de poliacrilamida se ha popularizado
como método taxonémico tanto de nematodes como de otros helmintos parésitos
de animales, debido a su extremada sensibilidad, f4cil manejo, rapidez y

reproductividad (Agatsuma y Takeuch, 1976)(6).

El estudio electroforético de la variacién de proteinas en poblaciones inici6
una nueva era con la comprensién de las bases genéticas de los procesos de
especiacién (Fondevila 1978(41), Freeman 1982(42)).

Realizando electroforesis de distintos individuos para enzimas especificos y
estudiando sus migraciones, podemos observar y deducir si son codificadas por el

mismo gen y si existen diferentes alelos en el gen que codifican esa proteina.

Los estudios electroforéticos de sistemas gen-enzima han hecho posible:
a) analizar los patrones de variacién genética en poblaciones naturales y
comprobarlos en diferentes biotopos, subespecies o especies en conexién con su
ecologia, sus modos de reproduccién, su variacién morfolégica y cromosdmica, su
historia evolutiva, etc.
b) estimar el incremento de divergencia genética entre poblaciones uniespecificas
y/o heteroespecificas,
¢) evaluar por medio de métodos alternativos relaciones filogenéticas y tiempo de
divergencia,
d) investigar genes e hibridacién natural entre poblaciones y especies evaluando sus
consecuencias evolutivas,
¢) analizar la tendencia genética y los fenémenos de seleccién natural, etc.
Todo esto es particularmente provechoso en el estudio de pardsitos y vectores
(Ayala 1972)(13).
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La técnica electroforética de estudios de enzimas se ha utilizado recientemente
para detectar variaciones genéticas en muchas especies de pardsitos (revisado en
Tait, 1985(107); Bryant y Flockhart, 1986(20); Nadler, 1987(78); Thompson,
1988(110).

Muchos de estos estudios, particularmente aquéllos relacionados con helmintos
parésitos, se han referido més a la diferenciacién de especies descritas o cepas, que

a la investigacion de la estructura genética.

La electroforesis multilocal, hasta el momento, es uno de los métodos mas
eficaces para la medida de la variacién genética, dentro y entre las poblaciones de
una especie. La principal ventaja de esta técnica es su capacidad para detectar la
variacién de un gran nimero de loci en uno solo aislado. La principal desventaja
es su incapacidad para detectar cualquier sustitucién de cualquier nucleétido que

no altere la carga neta del producto polipeptidico de un gen estructural.

Los estudios electroforéticos son pocos, pero muchas especies de helmintos
endoparésitos que han sido examinados mantienen niveles de polimorfismo y
heterozigosidad dentro de las poblaciones comparables a aquellas de organismos
de vida libre (Nadler, 1987)(78).

El uso de métodos bioquimicos para el andlisis de relaciones genéticas entre
taxones morfologicamente similares estd bien aceptado en sistemética (Oxford &
Rollinson, 1983)(86). Una de las aproximaciones titiles es el an4lisis de allozimas,
principalmente para la deteccién de especies pardsitas humanas, que estén
presentes en muchos grupos de animales incluyendo los helmintos (Bullini,
1985(22); Nascetti y col., 1986(81)).

Las primeras experiencias que tenemos registradas sobre electroforesis en

parésitos, son las realizadas por Bursey y col. en 1.960 (23). Estos autores
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analizaron las protefnas totales de diferentes especies del género Taenia, mediante
geles electroforéticos de poliacrilamida, encontrando marcadas diferencias en el

patrén de bandas de Taenia taeniformis, Taenia macrocystis y Taenia pisciformis.

En 1.964, Rhodes y col. (97), estudiaron el patrén isoenzimético de la Malico
deshidrogenasa observando 3 isoenzimas en extractos procedentes de Ascaris suum.
Este misnio enzima, junto con la l4ctico deshidrogenasa, fueron investigadas por
Conde del Pino y col. en 1.966 (26) en Schistosoma mansoni. En machos, hembras
y cercarias, encontraron 2 isoenzimas de MDH y s6lo una banda de actividad LDH,

se detecté en machos y hembras, pero no en cercarias,

Estudios electroforéticos en almidén, revelaron que la MDH de Ascaris
suum est4 compuesta por 2 subunidades separadas genéticamente. Estos resultados
los obtuvieron Zee y Zinkhan en 1.968 (128), quienes al encontrar 3 bandas
anédicas y 1 banda catddica, postularon la naturaleza dimérica de este enzima en
esta especie pardsita. Zee y col. en 1.970 (129), confirman sus hip6tesis. La MDH,
de Ascaris suum se encuentra bajo el control de 2 loci separados genéticamente:

MDH, y MDH,.

Coles, también en 1.970 (25), realiza una comparacién de algunos isoenzimas
de Schistosoma mansoni y Schistosoma haematobium. Las pruebas electroforéticas
se realizaron para fosfatasa 4cida, esterasa no especifica, leucin-amino-peptidasa,
lactasa, malato deshidrogenasa, &-glutamato deshidrogenasa. Los patrones fueron
comparados entre sexos, adultos, cercarias y entre especies; encontrando diferencias

entre sexos y especies.

Diferentes proteinas se pusieron de manifiesto por focalizacién isoeléctrica
en geles de poliacrilamida en 4 especies de Diphyllobothrium. Los patrones
proteicos difirieron en nimero, posicién y densidad relativa de las fracciones

separadas. Estos trabajos realizados por Bylund y Djupsund en 1.977 (24),
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mostraron que la sensibilidad de los métodos quimiotaxonémicos puede ser usada

para ayudar a la caracterizacién y delimitacién de especies.

Vrijenhoek 1.975 (119), encontr6 mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida, isoenzimas adicionales, analizando tejidos de ojos de peces
(Poeciliopsis lucida) infestados con metacercarias de Neascus sp.. Exdmenes
histoquimicos posteriores revelaron que los isoenzimas adicionales eran
contribuciones del parédsito. Este mismo autor en 1978 (121), estudiando
electroforéticamente los enzimas producidos por 11 genes, estableci6 la existencia

de 2 semiespecies del género Contracaecum parésito de peces (Poeciliopsis sp. y

Cichlasoma baenil).

Bullini y col. 1.979 (21), utilizaron 27 loci enziméticos de Parascaris
univalens y Parascaris equorum; los resultados electroforéticos indicaron que estas
especies son el producto de un, muy creciente, proceso de especiacién el cual ha

afectado en gran parte al genoma.

Extractos de quistes hidatidicos recolectados de camellos, caballos, 0s0s y
ovejas, fueron comparados electroforéticamente para la glucosa fosfato isomerasa,
por Le Riche y Sewell en 1.978 (64) apareciendo diferencias en los patrones
isoenzim4ticos de quistes de Echinococcus granulosus, procedentes de camellos y

ovejas.

Nerad y Daggett en 1.979 (83), utilizaron los resultados de la electroforesis
isoenzimética de 7 enzimas, para comparar 24 cepas de Naegleria fowleri y 6 de

Naegleria gruberi.
Ese mismo afio, 1.979, Cordeiro y Gazzinelli (27), estudiaron las proteinas

totales del tegumento de Schistosoma mansoni estimando sus pesos moleculares

por medio de electroforesis en geles de poliacrilamida.
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Estatus taxonémicos y diferenciaciones genéticas de Ascaris lumbricoides y
Ascaris suum fueron investigados por Nascetti y col. 1.979 (79), por métodos
electroforéticos, realizando un seguimiento de loci enziméticos. Los resultados
mostraron que Ascaris lumbricoides y Ascaris suum son especies bien diferenciadas
con una distancia genética de 0.315. Esto indica un relativo proceso de especiacion

de aproximadamente 1.6 millones de afios.

Estudios similares se realizaron en Toxocara canis y Toxocara cati, en 1.981
por el grupo de Nascetti(79), calculando la distancia genética de estas especies en
1.145.

Agatsuma, (1.981) (1), encontré diferencias en la movilidad electroforética
de la fosfoglucomutasa en diferentes estadios larvarios de Anisakis spp, pudiéndose
utilizar por tanto, dicho enzima para la identificacién de formas inmaduras de

Anisakis spp.

También en 1.981 (2), Agatsuma demuestra electroforéticamente el
polimorfismo de la glucosa fosfato isomerasa en poblaciones de Paragonimus
miyazakkii y junto con Suzuki (5), compara el patrén isoenzimitico de

Paragonimus ohirai y Paragonimus miyazakkii.

Fletcher y col, 1.981 (37), analizaron cepas de adultos de Schistosoma
mansoni de alta o baja infectividad a cepas de caracoles, que actian como
hospedadores intermediarios (Biomphalaria glabrata). Diferentes extractos fueron
sometidos a electroforesis enzimética con marcadores asociados con genes para la

infectividad de caracoles.

El andlisis alozimico como método de estudio de la composicién genética de

Trichinella fue primeramente citado por Flockhart y col., (1982)(38).
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Cercarias y formas adultas de Schistosoma mansoni y Schistosoma rodhaini
fueron el tema de investigacién de Boissezon y Jelnes en 1.982 (17); quienes
estudiaron las movilidades isoenziméticas de la PGI, PGM, HK, AK, FK, MPI,
G6PD y MDH, apareciendo diferencias electroforéticas entre la PGl y la PGM de
Schistosoma mansoni y Schistosoma rodhaini, proponiendose estos enzimas para

la identificacién de las cercarias.

Leslie y col. 1.982 (66), compararon poblaciones de Ascaris suum por

electroforesis en geles de almidén, procedentes de Iowa, New Jersey y Margland.

Yarzabol y col. en 1.983 (126), investigaron los patrones isoenzimaticos de
fosfatasa 4cida en microfilarias de Onchocerca volvulus procedentes de Venezuela.

Distinguieron entre individuos recolectados a 20 y 90 metros sobre el nivel del mar.

Utilizando discos electroforéticos de geles de poliacrilamida en el estudio
de la malato deshidrogenasa de Schistosoma japonicum, Xiu-Zhen y col. 1.983
(125), obtuvieron 3 bandas de diferente movilidad MDH,, MDH, y MDH,.

Jelnes, 1.983 (56), tras investigaciones electroforéticas sobre la fosfoglucosa
isomerasa, sugiri6 que podrfa existir un polimorfismo controlado por los

cromosomas sexuales, pero debfa ser confirmado.

En 1.985, Esbenshade y Triantaphyllou (31), trataron de demostrar la
utilidad de los fenotipos enziméticos para la identificacién de especies de género
Meloidogyne. Sus resultados les llevaron a la conclusién de que el polimorfismo de
las esterasas, hacfa que se pudiesen considerar como los enzimas més ttiles para

la identificacién de esta eSpecie.

Paragonimus ohirai tiene 3 variantes electroforéticas: F;, FS y S de la

tetrazolium oxidasa. Estas fueron las conclusiones a las que llegaron el grupo de
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Zurita en 1.989 (130).

Onchocerca sp. fue el tema de investigacién de varios grupos; ese mismo afio
1.985 (3) Agatsuma y Habe compararon las movilidades electroforéticas de 4
enzimas (GPI, LDH, MDH y PGM) de Onchocerca volvulus y Onchocerca
gutturosa, procedentes de Guatemala. Flockhart y Biando 1.985 (38), analizaron
el patrén isoenzimatico de la GPI de Onchocerca volvulus y Onchocerca linealis,
comparando su valor diagnéstico; y el grupo de Cianchi en 1.985, estudi6 la
estructura genética de 2 poblaciones de Onchocerca volvulus procedentes de Mali,
la costa de Ivory y Zaire. El anélisis electroforético de 25 sistemas enzimaticos

mostré marcadas diferencias entre poblaciones del Zaire y del este africano.

Varias cepas del género Trichinella fueron evaluadas electroforéticamente
por Mydynski y Dick, 1.985 (77), con objeto de encontrar diferencias genéticas
entre cepas procedentes de diferentes hospedadores. Estas cepas se pudieron
agrupar en 3 patrones bésicos: especies de Trichinella procedentes de cerdos,

carnivoros salvajes y Trichinella spiralis var. pseudospiralis.

Pernin y col., 1.985 (91), utilizaron el método de focalizacién isoeléctrica

para investigar el zimograma de 16 enzimas distintas de Naegleria sp..

Estudios electroforéticos de enzimas diploides y tetraploides de Paragonimus

westermani, fueron realizadas por Agatsuma y Habe, (1.985) (4).

En 1.986 Flockhart (39), investig6 la especiacién de Trichinella sp.,
detectando diferencias al menos entre Trichinella spiralis y Trichinella
pseudoespiralis, para la actividad de enzimas respiratorios (lactato deshidrogenasa,

malato deshidrogenasa y PEP carboxilasa).

Este mismo autor y su grupo de investigacion en el afio 1.986 (39),
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analizaron poblaciones de Onchocerca volvelus de Liberia, la Costa de Ivory,
Burkina, Faso y Sudén, encontrando polimorfismo enzimético relacionado con la

procedencia de los parésitos de bosque o sabana.

El estudio de la variacién genética de Anisakis simplex A y B, por anélisis
electroforético de 22 enzimas en larvas y adultos, fue realizado por Nascetti y col,
1.986 (81). Posteriormente este mismo autor y su grupo, aportaron datos para la
identificaci6n electroforética de larvas y adultos de Anisakis procedentes del mar
Mediterrdneo y del océano Atldntico y més tarde tambien en 1.986 (81), analizaron

la estructura genética de Anisakis physeteris y Anisakis simplex complex.

También en 1.986, Rollison y col. (99), compararon enziméticamente
Schistosoma mansoni de ratas y humanos, procedentes de Guadalupe y
Schistosoma rodhaini aislado en Burundi. Analizaron la LDH, MDH, AP, GPM,

GPI, G6PD y HK por focalizacién isoeléctrica en geles de poliacrilamida.

Asimismo, los enzimas glicoliticos se han demostrado en diferentes filarias
parésitas como Onchocerca volvulus, Dirofilaria inmitis, Dipetalonema vitae,
Brugia panhagi, Litosomoides carinii, y adultos y estados microfilariales de Setaria
cervi. La lactato deshidrogenasa se asocia con la reoxidacién del NADH en estas
filarias parésitas y este enzima ha sido utilizado como blanco para la quimioterapia

en infecciones por Onchocerca y D. inmitis (Saxena y col., 1986)(102).

Las relaciones entre enzimas y evolucién en el género Meloidogyne fueron

probadas por Esbenshade y Triantaphyllou en 1.987 (32).

Comparando protefnas solubles y patrones isoenziméiticos de 8 enzimas
extraidos del musculo de larvas de Trichinella sp., el grupo de Fukumoto en 1.987
(44), comenz6 sus investigaciones, que concluirfan un afio m4s tarde(Fukumoto y
col, 1988(43)) con la publicacién del é4rbol filogenético del género Trichinella
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construido a partir de patrones isoenzimaéticos.

Pozio (1987)(94), y Murrel y col. (1987)(76) demostraron diferencias
alozimicas entre aislados de Trichinella de diferentes regiones geogréficas y

diferentes especies de hospedadores (La Rosa y col., 1992)(61).

Esbenshade y Triantaphyllou 1.988 (33), analizaron genéticamente el
polimorfismo de las esterasas de Heterodera glycinae, encontrando 3 lineas de

nematodes, cada una fijada para un fenotipo diferente de esterasa.

Mediante técnicas electroforéticas se investigd también, la variacién genética
de Echinococcus granulosus de animales domésticos en Australia (Lymbery y
Thompson 1.988) (68).

Cepas de Paragonimus westermani de Filipinas fueron utilizadas por el
grupo de Agatsuma en 1.988 (4), en sus investigaciones. Cuarenta enzimas de
Paragonimus westermani de 2 localidades de Filipinas se testaron mediante geles

electroforéticos.

Veintitrés loci enziméticos fueron establecidos por el grupo de Andrews,
1.989 (8), para la caracterizacién de 3 especies de Onchocerca (Onchocerca gibsoni,

Onchocerca gutturosa y Onchocerca linealis).

Bobek y col. 1.989 (16), analizaron los genes proteicos de los huevos de

Schistosoma haematobium y su expresion.

En la biisqueda de marcadores genéticos para la identificacién y clasificacién
de Giardia intestinalis, Andrews y col. en el afio 1.989 (9), utilizaron la técnica de
electroforesis aloenzimdtica, encontrando 26 loci como marcadores genéticos. A

raiz de los resultados, estos autores sugirieron que Giardia intestinalis es un
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complejo de especies.

G6PD, PGM y MDH de Schistosoma matteei, fueron testadas
electroforéticamente por Kruger, 1.989 (60).

Ortega y Valero, efectuaron en 1.989(85) un estudio electroforético de 14
loci codificadores de enzimas, en 2 poblaciones biométricas diferentes (A y B) del
complejo Bothriocephalus scorpii, parésito del rodaballo. Los resultados confirman
que ambas poblaciones son dos especies gemelas separadas por una distancia
genética de 0.892 segiin el indice de Nei (Nei, 1972 (82)).

En 1.990 Pasteur y col. (89), compararon cercarias de Schistosoma
haematobium, Schistosoma intercalatum y Schistosoma bovis y sus hibridos.
Analizando patrones isoenziméticos encontraron diferencias significativas entre

ellas.

Las técnicas electroforéticas sirvieron también, para que Esbenshade y
Triantaphyllou 1.990 (34), estudiaran las esterasas del género Meloidogyne.
Pocos estudios se han llevado a cabo en estrongilidos del tracto digestivo
(Baker y Fisk, 1976(14); Andrews y Beveridge, 1989(8)) y en estos casos la
electroforesis se llevé a cabo a partir de pools de varios gusanos. Gasnier y col.,
1992(45) estudiaron la variacién alozimica entre cepas de laboratorio y poblaciones

salvajes de Teladorsagia circumcincta, parésito intestinal de la oveja.

Por tltimo en Espaia se ha llevado a cabo estudios isoenziméticos en
Trichuris ovis (Hermoso y col, 1983(49); Rodriguez y col., 1991(98)), Ascaris suum
(Cutillas y col., 1992(28); Cautillas y col.,1993(30)), Bothriocephalus scorpii (Ortega
y Valero, 1989)(85), asf como estudios mediante técnicas electroforéticas del perfil
proteico de Hymenolepis nana fraterna y H. diminuta (Valero y col.,1984)(115),

Dipylidium caninum, Neoctenotaenia ctenoides, y Paranoplocephala cuniculi
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(Valero y col., 1983)(114).
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MATERIAL Y METODOS



IIL.A.- Material
ITL.A.1.- Parésitos
IILA.1.a.- Dictyocaulus filaria (Rudolphi, 1809) Railliet y Henry, 1907.

Un total de ciento noventa individuos (48 machos y 142 hembras) de
Dictyocaulus filaria se recolectaron de pulmones de Capra hircys y Ovis aries
sacrificadas en distintos mataderos de las provincias de Sevilla y Huelva, Espaia.
Asimismo, se recogieron pulmones procedentes de Q. aries sacrificados en
Eslovaquia. Una vez en el laboratorio se procedia a la extraccién del material
parasitario con la ayuda de agujas enmangadas; posteriormente, los nematodes eran
depositados en cajas de Petri conteniendo solucién salina fisiolégica al 0.9%, siendo
lavados repetidamente en solucién salina al 0.9% (w/v), con el fin de eliminar, en
lo posible, todos los productos procedentes del hospedador. A continuacién, los

gusanos eran congelados y almacenados a -80°C hasta su posterior uso.

IILA.1b.-Dictyocaulus viviparus (Bloch, 1782) Railliet y Henry, 1907.

Un total de 258 individuos de la especie Dictyocaulus viviparus han sido
recolectados a partir de pulmones procedentes de Bos taurus sacrificados en

Eslovaquia.
Posteriormente, con ayuda de pinzas, tijeras y agujas enmangadas, eran
extraidos los nematodes del pulmén y depositados individualmente en placas Petri

de pequefio didmetro, conteniendo solucién salina al 0.9% (w/v).

Los gusanos eran inmediatamente lavados y desprovistos de restos
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procedentes del hospedador, y, asf mismo, eran clasificados y separados por sexos,
siendo depositados individualmente en tubos Eppendorf que eran almacenados y

congelados a -80°C hasta su posterior estudio electroforético.

IIL.B.- Métodos: Técnicas electroforéticas,

Las técnicas electroforéticas utilizadas en el presente trabajo, han sido
diversas debido a los dos objetivos de estudio que se han pretendido cubrir. Asf,

podrfamos enumerar las distintas técnicas utilizadas atendiendo a los diferentes

objetivos cubiertos:
1.- Estudio del perfil proteico de cada especie parésita. Estos se han llevado

a cabo en geles desnaturalizantes homogéneosde poliacrilamida, con un sistema de

tamp6n discontinuo (Laemli, 1970)(62).
2.- Estudios isoenziméticos de la LDH y MDH de Dictyocaulus filaria y

Dictyocaulus viviparus. El patrén isoenzimético de la LDH en D. filaria se llev
a cabo tanto en geles de poliacrilamida como en geles de almidén; mientras que

la MDH s6lo se ensay6 en geles de almidén.

IILB.1.- Estudio del perfil proteico en las distintas especies parisitas
El estudio del perfil proteico de cualquier organismo conlleva un paso previo
de determinacion cuantitativa de proteinas. Es decir, el célculo de la concentracién

proteica presente en cada uno de los extractos individuales. Esta determinaci6n se
ha llevado a cabo mediante el método de Bradford (1976)(19).
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II1.B.1.a.- Determinacién de la concentracién proteica: Método de Bradford (1.976)
(19).

Se realizaron los siguientes pasos:

1.- Valoracién cuantitativa de las protefnas presentes en cada uno de los
extractos, utilizando como patrén una solucién de albdmina bovina (1mg/ml) en
Tris-CIH ph 7.1.

2.- Preparacién de diluciones a partir de 1a solucién patrén de albimina:
dilucién a: 100 pl solucién madre + 900 ul de Tris-CIH ph 7.1
dilucién b: 300 ul de dilucién a + 100 pl de Tris-CIH ph 7.1
dilucién c: 200 ul de dilucién a + 200 ul de Tris-CIH ph 7.1
dilucién d: 100 pl de dilucién a + 300 pl de Tris-CIH ph 7.1
dilucién e: 100 pl de dilucién a + 900 pl de Tris-CIH ph 7.1
blanco: 200 1 de Tris-ClH ph 7.1

3.- Adici6n a 200 pl de cada una de las diluciones preparadas anteriormente,
de 2 ml de reactivo Bradford.

4.- Preparacién de diluciones de la muestra problema:

Tanto en Dictyocaulus filaria como en D. viviparus los extractos se

prepararon por homogenizacién del gusano en 200 ul de Tris-CIH pH 7.1.

A continuacién, los extractos obtenidos se centrifugaron a 4°C durante 10
minutos, a 10.000 r.p.m.. Los sobrenadantes recogidos se utilizaron como soluciones

madre de cada especie parésita.
De cada una de las soluciones madre referidas, se prepararon 3 diluciones
distintas: 1/10, 1/50 y 1/100; y de cada una de ellas se tomaron 200 gl, a los que

se afladieron 2 ml de reactivo Bradford. Se agit6 y se esperé 5 minutos.

5.- Preparacién de 3 tubos con 200 ul de Tris-CIH ph 7.1, que se utilizaron

como blanco.
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La lectura se realizé en un espectrofotémetro SHIMADZU UV-160 A UV-
VI SIBLE RECORDING SPECTROPHOTOMETER leyendo a 595 nm.

Primero se hizo la lectura de los 3 tubos que se utilizaron como blanco y

posteriormente se realizé la curva patrén.

IIL.B.1.b.- Preparacién de extractos de las especies parédsitas para el estudio del

perfil proteico.

Una vez conocida la concentracién proteica de los distintos extractos, se
procedi6 al calculo del volumen necesario para que la concentracion proteica total
en las muestras ensayadas electroforéticamente para el estudio del perfil proteico,
fuese de 50 ug. El volumen final se mezcla en una proporcién 1:4 con tampén
mizzel (ver reactivos) y se calienta a 95°C durante 4 minutos (Bio Rad Laboratories
Manual) (15). Mediaﬁte este procedimiento al tratar con agentes desnaturalizantes,
se rompen los puentes de enlace entre los péptidos, y al tratar con SDS se consigue

que las protefnas migren exclusivamente por su peso molecular.

IILB.1.c.- Técnicas electroforéticas utilizadas para el estudio del perfil proteico de

las distintas especies pardsitas.

El estudio del perfil proteico de las distintas especies pardsitas se llevd a
cabo en geles discontinuos de poliacrilamida constituidos por un gel homogéneo al
10% de resolucién o separacién (abajo) y un gel de empaque (arriba). El gel de
empaque actia concentrando grandes volimenes de muestra y por lo tanto se
consigue una mejor resolucién de la banda que la que se consigue utilizando el
mismo volumen de muestra en un gel sin empaque. Las moléculas se separan

completamente en el gel de resolucién. El sistema de tamp6n discontinuo més
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utilizado es el de Laemmli (1.970)(62).
I11.B.1.c.1.- Preparacién del gel

Preparacién de soluciones stock:

- 30% Acrilamida

Acrilamida .......cceuu. 29 g.
NN’- metil bis-acrilamida . 1 g.
H,O hasta .....coeuece. 100 ml.

La acrilamida contenida en un gel puede variar desde el 30% al 3%. Los
geles son muy frégiles al 3%, pero pueden ser fortalecidos por la adicién de
agarosa. Los geles de poliacrilamida de més bajo porcentaje son utiles para la
separacion de protefnas grandes (de peso molecular del orden de 1.000.000.000).
Las proteinas pequefias se resuelven mejor en geles de poliacrilamida de alto
porcentaje, pero el minimo tamafio es alrededor de 5.000 daltons y para péptidos

més pequeiios es mejor utilizar electroforésis en capa delgada o en papel.

Las soluciones acuosas de acrilamida y bis-acrilamida juntas o separadas, son

estables durante algunos meses a 4°C en oscuridad.

- 3% Amonio persulfato
Amonio persulfato .. 0,3 g.
H,O hasta .......... 10 ml.

La solucién debe almacenarse a 4°C durante perfodos no superiores a 1

semana.
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- Tampén de electrodos
Tris (hidroximetil) Aminometano .. 6 g.

Glicocola purfsima ............... 28,8 g.
) B 1 S 20 ml
H,O destilada hasta .............. 2 litros

Esta solucién se prepar6 en el momento de su utilizacion.

Preparacién del gel de resolucion

Los volimenes utilizados para el sistema en placa PROTEAN II de Bio-Rad

fueron los detallados en la Tabla 1.

Gel de resolucién (10%)

Gel de empaque (5%)

Acrilamida-Bis 53 ml 1.5 ml
Tris CIH 8.8 4ml | e
TrisCIH68 | == 224 ml
Agua destilada c.s.b. 16 m] 9 ml
PSA 160 pl 90 ul
TEMED 5ul 4 ul
SDS (10%) 160 nl 90 pl

Tabla I. Volimenes de reactivos a utilizar por un gel en placa procesado en un

sistema Protean II de Bio-Rad para el andlisis del perfil proteico de las distintas

especies parésitas.

Una vez mezclado se procedia a la desgasificacion de la mezcla de
acrilamida-bis, Tris-CIH ph 8.8 y H,O destilada.
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El desgasificador utilizado fue un aspirador EYELA, Tokyo Rikakika,

Selecta, manteniéndose este paso hasta la total eliminacién de burbujas.
Preparacién de las placas de cristal.

Para ello fueron lavadas en solucién de detergente caliente y aclaradas bien
en agua del grifo y en agua destilada; finalmente las placas electroforéticas fueron

desengrasadas mediante tratamiento con etanol y dejando secar al aire.

Los geles de poliacrilamida son utilizados generalmente bajo alguna de las
2 formas bésicas siguientes: en tubo (cilindro estrecho) y en placa. La diferencia
més importante entre ellas es el nimero de muestras que pueden ser procesadas
en cada sistema. En un gel en tubo el nimero es sé6lo 1 o 2, mientras que en placa
el nimero estd determinado por el tamaio del aparato. En nuestro caso, se
desarrollaron simultaneamente 15 muestras en una placa de 16 cm de ancho. El
sistema en placa suele ser més econémico y permite la comparacién de distintas
muestras bajo idénticas condiciones de electroforesis y, en consecuencia, es el més

frecuentemente utilizado.

Una vez lavadas, las placas se cargan con el gel desgasificado, adicionado
de la cantidad de PSA segiin la Tabla I y 30 ul de TEMED por 100 ml de gel
desgasificado, bien con una pipeta Pasteur o con mezclador, si el gel se realiza en

gradiente de concentracién.

Es necesario conseguir una correcta estanqueidad de las placas de vidrio
para evitar la salida del gel por los bordes de las placas. Para ello se ponen entre
las dos placas de cristal unos separadores de pléstico o de otro material. Estos
separadores pueden fijarse para evitar que se muevan, con vaselina de petréleo.
Para la electroforesis en vertical las placas son selladas con silicona pasta B

(Panreac) o con cinta o tira de pléstico, para retener el liquido mientras
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polimeriza. Este sellado se retira antes de procesar el gel.

Finalmente, y una vez que se ha introducido el gel entre las placas de vidrio,
se cubre inmediatamente con alcohol isobutilico para evitar el contacto con el aire
y conseguir una buena superficie de gel. Cuando ha polimerizado se retira el
alcohol isobutilico y se lava con tampén de corrido, quedando el sistema preparado
para recibir el gel de empaque. Este se prepara al 5% de acuerdo con lo indicado
en la Tabla L

Una vez incorporado el gel de empaque sobre la superficie del mismo se
mete un "peine” destinado a marcar los pocillos para la muestra. El "peine"
utilizado permite formar pocillos para la muestra de unos 3 mm de anchura,

separados entre si por 2 mm.

Tras este paso, se deja polimerizar el gel de empaque a temperatura

ambiente.

Después de polimerizado el gel, se quita el "peine" y se lava inmediatamente
con agua destilada, siendo finalmente rellenados los pocillos con tampén de

electrodos.

Tras depositar las muestras en los pocillos correspondientes, las placas se

colocan en una cubeta Bio-Rad Protean II TM.

- El aparato bésico para realizar una electroforesis consta de dos recipientes,
un(‘)‘ para el tampén y otro donde se colocan las placas con el gel. Cada uno posee
un electrodo, que se conecta directamente a una fuente de alimentacién, que
proporciona el campo eléctrico.La fuente utilizada en el presente trabajo fue Bio-
Rad Model 100/5000 Power Supply. (Fig. 1).
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I11.B.1.¢c.2.- Desarrollo electroforético

Tan pronto como la muestra se coloca en el gel, comienza la electroforesis
aplicando el campo eléctrico, que puede ser a voltaje o a amperaje constante. La
movilidad electroforética est4 directamente relacionada con la fuerza del campo
eléctrico. De esta forma, un alto voltaje causar4 una electroforesis més répida que
un voltaje bajo, asi se puede evitar una pequefia pérdida de resolucion, la que
origina al difundir las bandas durante un tiempo largo de corrido. Sin embargo, si
aumentamos la fuerza del campo eléctrico se calienta més el gel, lo cual
incrementa la velocidad de difusién. Enfriando el gel se evita este problema ya que

retrasa la electroforesis.

El desarrollo electroforético se realizd a una corriente constante de 30 mA

y se detuvo la electroforesis al llegar el frente a la parte final de éste.
III.B.1.c.3.- Localizacién de las proteinas en el gel

Debemos considerar una serie de puntos en la localizacién de las proteinas
en el gel. Lo més comiin es usar un colorante especifico, que tifia las bandas pero
no el gel de poliacrilémida. La elecci6én del colorante dependerd de una serie de
puntos tales como:

L.- El colorante debe teiiir las protefnas en el tipo de electroforesis usado.

2.- La tinci6n deber ser sensible, para detectar la minima cantidad de

proteina en el gel.
3.- Si se quiere cuantificar la protefna presente, serd necesario utilizar un

colorante que se una cuantitativamente a la proteina.
Las bandas proteicas se pusieron de manifiesto empleando la tincién de azul

de Coomassie. Como marcadores de peso molecular se emplearon los de los

laboratorios Bio-Rad para bajos pesos moleculares. (SDS-PAGE Molecular weigh
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standars low range), con un rango de pesos moleculares de 14.400 a 97.400 daltons,

incluye fosforilasa b, albtimina de suero bovino, ovoalbimina, anhidrasa carbénica,

inhibidor de tripsina y lisozima.

Para tedir el gel se introduce este en la solucién colorante (azul de
Coomassie) adecuada y se deja durante un perfodo de tiempo suficiente para que
difunda (aproximadamente 15 minutos). Esta operacién se realiza a temperatura

ambiente o bien se introduce en una estufa a 30°C.

Finalmente, los geles se fotografiaron en un transiluminador.
Los geles pueden conservarse en tamp6n acético al 10% o pueden ser secados en

un papel soporte para evitar la distorsién del gel.

II1.B.2.- Estudio de la actividad de la LDH en las distintas especies objeto de

estudio

II1.B.2.a.- Estudio espectrofotométrico de la LDH. Técnica de Hertejp (Recogido
por Peces,1987 (90)).

El estudio de la actividad de la LDH en las distintas especies parésitas
objeto de estudio fue llevado a’ cabo, inicialmente, mediante medidas
espectrofotométricas, calculando la actividad absoluta de la LDH en cada uno de
los extractos, por el método de Herztejp. Con esta técnica, y aplicando la ley de
Lambert-Beer, se obtiene la actividad enzimdtica, en unidades por mililitro (
U/ml). Por Acuerdo internacional, 1 unidad de actividad enzimética se define:
como la cantidad de protefna que origina la transformaci6n de 1 micromol

(1/1.000.000) de sustrato por minuto, a 25°C, en condiciones 6ptimas de medida.

La actividad especffica es el nimero de unidades del enzima por miligramo,

que aumenta durante el proceso de purificacién, y llega a ser méxima y constante
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cuando éste se halla en estado puro. La actividad molecular o molar, que
antiguamente se llamaba nimero de recambio, es el nimero de moléculas de
sustrato transformado por minuto, por una sola molécula de enzima (o por un sdlo

centro activo), cuando el enzima es el factor limitante de la velocidad.

La actividad se define como la relacién: actividad absoluta/ mg de proteinas
totales.
La determinacién de la actividad absoluta, mediante la técnica de Herztejp , se
lleva a cabo por la reaccién siguiente:
PIRUVICO + NADH + H ----- > LACTATO + NAD
Los materiales necesarios para la determinacién de la medida espectrofotométrica
de la enzima son:
-Enzima (gusano).
-Tampén fosfato 67 mM (9.118 g/1) pH 7.2.
-Piruvato solucién 25 mM (2.75 mg/ml).
-NADH solucién 1 mM (11 mg/ml).

Preparacion de la cubeta para el extracto a ensayar (problema); afiadir:
1.- 950 pl de tampén Fosfato. |
2.- 20 pl de solucién de Piruvato.
3.- 20 pl de solucién de NADH.
4.- 10 pl extracto objeto de estudio.
Los extractos se preparan por homogenizacién en frio del gusano en Tris-CIH

ph 7.1, posterior centrifugacién y recogida del sobrenadante.

Seguidamente, de cada uno de los extractos se preparan 3 diluciones (ver
preparacién de extractos). La lectura se realiza a una longitud de onda de 340 nm.
La medida dada por el aparato se divide por 6.22 y se multiplica por la diluci6n,

aplicando la ley de Lambert-Beer, obteniéndose la actividad absoluta en U/ml.
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El célculo de la actividad especifica para cada uno de los extractos ensayados
se obtiene tras la aplicacién de la férmula descrita anteriormente, en la que las
protefnas totales son calculadas mediante la técnica cuantitativa de Bradford

(1.976) (19), ya descrita en el apartado anterior.

II1.B.2.b.- Preparacién de extractos de las especies parésitas para el estudio

electroforético de la LDH y MDH.

El estudio de la actividad de la LDH y MDH mediante técnicas
electroforéticas se llev6 a cabo a partir de las especies pardsitas clasificadas,

aisladas por sexos y almacenadas a -80°C para evitar la pérdida de la actividad.

Tanto en D. filaria como en D. viviparus se afiadié 50 u1 de Tris-CIH ph 7.1

W

por individuo y se procedié a su homogenizacién en frio. A continuacién s
centrifugron a 4°C y 10.000 r.p.m., tras lo cual se recogi6 el sobrenadante y se pasc
a un tubo Eppendorf conteniendo 5 ul de Azul de Bromofenol, utilizado como

indicador de la marcha de la electroforesis. Finalmente las muestras fueron

A=A

colocadas en los pocillos practicados en el gel a tal efecto.

IILB.2.c.- Técnicas electroforéticas utilizadas para el estudio del patrén

isoenzimético de la LDH y MDH en las distintas especies par4sitas.

Los estudios del patrén isoenzimético de la LDH se han realizado tanto en

geles de poliacrilamida como en geles de almidén.

Método electroforético para el estudio del patrén isoenzimético de la LDH en

Dictyocaulus filaria en geles de poliacrilamida.

Gel homogéneo de poliacrilamida al 8%
El sistema tampén utilizado se preparé a partir de una solucién stock
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compuesta por:
- Tris 0.188M y 4cido citrico 0.063M ph 6.8 en 1 litro de agua destilada.

- Sistema tamp6n del gel: dilucién de la solucién stock en una proporcion

1:19.
- Sistema tamp6n de electrodos: dilucién 1:9 de la solucién stock indicada

anteriormente. (Vrijenhoek 1.978) (121).

Los geles se prepararon segiin lo indicado en la tabla II. Asi mismo, la
electroforesis se llevé a cabo a una corriente constante de 30 mA, manteniéndose
el proceso hasta que el marcador (Azul de Bromofenol) desaparecia por la parte

inferior del gel.

Tabla II: Gel homogéneo al 8% de poliacrilamida utilizado para el estudio del

patrén isoenzimético de la LDH en D. filaria:

Acrilamida al 30% 13.3 ml
Tampoén Tris-Citrato (1:19) 5ml
Agua destilada 30.6 ml
Persulfato aménico al 3% 1.05 ml
TEMED 15 pl

Los volimenes se han calculado para dos placas procesadas por el sistema
Protean II de Bio-Rad.

La actividad de la LDH se puso de manifiesto por incubaci6én de los geles en
177.6 ml de Tris 0.2 M pH 8 (4.3 g), 0.044 g de NAD, 7.92 ml de solucién de
Lactato (0.6 ml de 4cido D-L lactico 85%, 49 ml (5.19 g CO Na ) de CO H ONa
1M, agua destilada para 100 ml, 8.88 ml de MTT (0.0444 g), 0.01776 g PMS y 144

ml agar 2%. La tincién se realiz6 en incubaci6én a 37°C hasta que las bandas azules
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aparecfan en el gel (Shaw y Prasad, 1970 (105)).

Finalmente, los geles se lavaban con agua destilada, se fotografiaban y se

desecaban al vacio para su almacenamiento.

Controles utilizados en el estudio del patrén isoenzimético de la LDH y MDH en

el material objeto de estudio.

Una vez seleccionadas las condiciones ideales de electroforésis, con objeto
de descartar posibles contaminaciones del hospedador, se prepararon extractos de
pulmén del hospedador, para determinar en él el patrén isoenzimético de la LDH

y MDH.

Asi, en el caso de Dictyocaulus filaria se prepararon extractos a partir de
pulmén de ovejas y cabras sanas; mientras que en Dictyocaulus viviparus se
prepararon a partir de pulmén de vaca parasitada. La preparacion de estos

extractos se llevé a cabo por homogenizacién de la muestra en Tris-CIH ph 7.1.

Por otra parte, la especificidad de la tincién fue comprobada preparando

mezclas de tincién (ver reactivos) en ausencia del sustrato y del coenzima.

Para comprobar el efecto que tenfan las proteasas en nuestros ensayos, se
realizaron estudios paralelos de actividad de la LDH y MDH en presencia y en
ausencia de inhibidores de proteasas. Para ello, se prepararon geles simétricos con
individuos homogeneizados en tampén Tris-CIH 7.1 e individuos homogeneizados
en presencia de inhibidores de proteasas. Los métodos de preparacién de los geles

y las tinciones efectuadas fueron las mismas que las descritas anteriormente.

El coctel de inhibidores utilizado fue: Tris (Hidroximetil aminometano),
EDTA, DTT, Benzamidina, PMSF, STI, H,O destilada y CIH c.s.p. hasta ph 7.4-7.5.
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La preparacién de éste viene reflejada en el apartado de reactivos.

111.B.2.d.- Estudio del patrén isoenziméitico de la LDH y MDH en geles de

almidoén.
I11.B.2.d.1.- Introduccién

El gel de almidén es un medio de soporte que permite una buena
separacioén de protefnas y lipoproteinas. Resuelve fracciones que pueden ponerse
de manifiesto mediante tincién e inmundifusién, radiois6topos u otros métodos,
(Lewis, 1.966) (67). Esta técnica fue descrita por primera vez por Smithies en 1.955
(106). Usaba un hidrolizado parcial de almidén de patata, con el que formaba una
lamina, que utilizaba como medio de soporte en la separacién electroforética de
macromoléculas, incluyendo proteinas y lipoprotefnas. La electroforesis horizontal

con almidén-gel de Smithies se realizaba con un sistema tampén continuo de

borato.

Una modificacién de esta técnica se produjo en 1.957 por Poulik (93), que
utilizé un sistema de tampdn discontinuo, en el que el tampén libre, localizado en
los compartimentos exteriores (borato), eran diferentes del tamp6n en el que se
hace el gel (Tris-Citrato). Poulik descubrié que con esta disposicién se obtenfan
mejores separaciones y resoluciones que con el sistema de tamp6n continuo de

borato.

En 1.955 Smithies (106) puso a punto la electroforesis vertical con geles de

almidén, especialmente disefiada para su aplicacién con muestras grandes.
Latner y Skiller, 1.961 (63), utilizando un tampén Tris y una modificacién del

procedimiento de almidén-gel vertical de Smithies, y un gradiente de potencial de

10-12 voltios/cm, obtuvieron separaciones satisfactorias después de 2 horas y media
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de desarrollo electroforético.

Fine y col., (1.962) (36), describieron un procedimiento para la separacién
de protefnas, en el que usaban el aparato de Wieme pero sustituyendo el agar-gel

por almidén-gel. Estos investigadores hallaron los mejores resultados con el sistema

de tamp6n discontinuo de Poulik (93).

La cubeta empleada para la realizacién de una electroforesis horizontal
consta, basicamente, de un recipiente con 3 compartimentos, uno interior donde se
coloca el almidén-gel, limitado por dos trampillas que le separan de los otros dos
compartimentos exteriores. Los electrodos estdn situados en estos tltimos

compartimentos y se conectan directamente a una fuente de alimentacién, que

origina el campo eléctrico.

El sistema de cubetas utilizado en el presente trabajo es la mini-gel
horizontal Unit model M60-100, mientras que la fuente de alimentacién es el

modelo 500/1000 de Bio-Rad, (Fig. 2).
I11.B.2.d.2.- Método de preparacién de geles de almidén
Basado en el método de Smithies 1.955 (106).

A, Reactivos para el estudio isoenzim4tico de la LDH en gel de almidén.

1.- Tampén Tris-Glicina ph 8.8, tanto para el gel como para los electrodos.
2.- Gel de almidén: 12.5g de almidén hidrolizado para electroforesis, Merck,
en 100 ml de tampén Tris-Glicina ph 8.8,

B. Reactivos para el estudio isoenzimético de la MDH en gel de almidén:

1.- Tamp6n de gel; 0.6 g Tris, 0.288 g de 4cido citrico con agua destilada para
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500 ml.
Tampén de electrodos: 9.39 g Tris, 4.13 g 4cido citrico con agua destilada
para 500 ml.
2.- Gel de almidén: 7.5 g de almidén hidrolizado para electroforesis, Sigma,

en 100 ml de tampén Tris-Citrato pH 6.8

En un vaso de precipitado calentar con suavidad al bafio Maria hasta que se
gelifique y quede un gel transparente y liquido. Verter sobre la cubeta con las
trampillas levantadas hasta conseguir una l4mina de 1 cm de espesor y colocar un
peine aproximadamente a un tercio de la longitud del gel, a partir del extremo
catédico, con dientes de 3 mm para la formacién de pocillos para cargar las

muestras individualmente.

La solucién caliente de almidén se deja en reposo durante 3 horas para que
solidifique bien. Como solucién puente se utilizé el mismo tampén que el empleado

en la fabricacién del gel, Tris-Glicina ph 8.8.

Con una micropipeta Hamilton, inyectamos de 5 a 10 ul de muestra en los
pocillos. La electroforesis se desarrollaba aplicando una intensidad de corriente

constante de 30 mA, durante 2-3 horas.

La solucién tampén utilizada en la fabricacién del gel de almidén puede
variarse ampliamente en cuanto a pH y constituyentes, dependiendo de la enzima
que se esté ensayando. Ademés el tampén puente, localizado en los
compartimentos externos, puede diferir del empleado en la fabricacién del gel

(sistemas discontinuo'é).
La movilidad electroforética dependerd, igual que en los geles de

poliacrilamida, del campo eléctrico, es decir, un alto voltaje causard una

electroforesis més répida.
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Fig. 1.- Sistema electroforético Protean Il y fuente Bio-Rad 500/1000 utilizada en

el estudio del perfil proteico de las especies parésitas.






Fig.2.- Sistema de cubetas horizontales utilizadas en el estudio isoenzimético en

geles de almidén.






III.C. TINCIONES

Tincién de la LDH.- (Shaw y Prasad 1.970) (105)

NAD+ 44 mg
NBT 44 mg
PMS 17 mg
Lactato s6dico 7.92 ml
0.5M Tris-CIH 8 177.5 ml

Agar 2% 144 ml

Dejar tefiir hasta que se observen las bandas. Posteriormente lavar con agua

destilada y conservar en frio.

Tincién de 1a MDH,

NAD + 10 mg
NBT 10 mg
PMS 2 mg
Acido L-Mélico 40 mg
buffer Tris ph 8 25 ml

Incubar a 37°C hasta que se observen las bandas, después lavar con agua

destilada y conservar en frio.

Tincién de Azul-Coomassie.

Metanol 50% 100 ml
Acético 7.5% 15 ml
Azul Coomassie 0.5% 1ml
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Dejar teiiir durante 1 hora, después destenir con Acético al 10%.
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IIL.D.- REACTIVOS
Tampones.-

- Tris-Glicina-SDS ph 8.8 (Laemmli 1.970) (62)

Tris (Hidroximetil) Aminometano 6g
Glicola purfsima 288¢g
SDS 20 ml
H2O0 destilada c.s.p. 21

- Tamp6n de la muestra (Mizzel) (Bio-Rad) (15)

H20 destilada 4 ml
0.5M Tris CIH ph 6.8 2 ml
Glicerol 1.6 ml
10% (w/v) SDS 32 ml
2B mercaptoetanol 0.8 ml
0.05% (w/v) azul de bromofenol 0.4 ml

- Tris Glicina ph 8.8 (Laemmli 1.970) (62)
Tris (Hidroximetil) Aminometano 6g

Glicocola purfsima 288 g
H20 destilada c.s.p. 2 litros.

55



Inhibidores de proteasas.-

Tris (Hidroximetil) Aminometano
EDTA

DTT

Benzamidina

PMSF

etanol)

STI

H,O destilada

CIH c.s.p. pH 7.4-7.5

Reactivo de Bradford.- . ¢

Coomassie blue Brillant (G-250)
Metanol 95%

H3PO4 85%

Agua destilada

0.093 g
0,019 g
- 0.0190 g

0.0436 g
250ul (300 mM de PMSF en

0.0025 g
250 ml

100 mg

50 ml
100 ml
850 ml

Filtrar a través de tres capas de papel de filtro.

Colorante Azui de Bromofenol.-

Azul de bromofenol
Xileno-Cianol
Ficol tipo 400 en agua

0.25%
0.25%

Guardar a temperatura ambiente,
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IV.A. Estudio del perfil proteico en las distintas especies parésitas objeto de

estudio.

IV. A. 1. Estudio del perfil proteico en Dictyocaulus filaria.

El estudio de las proteinas totales de D. filaria, se ha llevado a cabo tanto en
la cepa procedente de Espafia como en la de Eslovaquia; en ambos casos la
cantidad de proteina cargada en el gel fue siempre la misma, calculandose la
concentracion proteica total para cada extracto individual mediante el método de
Bradford,(1976)(19) (Tabla I); siendo posteriormente calculado el volumen de
muestra necesario para que la cantidad de proteinas en todas las muestras

ensayadas fueran 50 ug.

En la cepa de D. filaria procedente de Espaiia, el perfil proteico se caracteriz6
por la presencia de un total de 53 bandas tanto en el macho como en la hembra

de esta especie (Fig. 3A).

Un total de 11 bandas correspondian a protefnas con peso molecular superior

a 97.400 Da, de las cuales 3 se presentaban més fuertemente tefidas.

Con pesos moleculares comprendidos entre 97.400 Da y 66.200 Da se
revelaron 8 bandas. De ellas s6lo 3 destacaban por su intensidad, estando el resto

debilmente tefidas.
Entre los pesos moleculares 66.200 Da y 42.699 Da se encontraban 14

proteinas, de las cuales 7 se presentaban con una mayor concentracién, mientras

que el resto se observaba més dificilmente.

Un conjunto de 10 bandas podian observarse con un peso molecular

comprendido entre 42.699 Da y 30.000 Da, siendo dos de ellas las més
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caracterfsticas por su mayor intensidad.

Con pesos moleculares comprendidos entre 30.000 Da y 21.500 Da se
detectaron 8 proteinas, estando 3 de ellas més fuertemente tefiidas. Finalmente

pudieron observarse 2 proteinas de peso molecular inferior a 21.500 Da.

Por otra parte, el perfil proteico de la cepa de D. filaria procedente de
Eslovaquia no vari6 practicamente del ya observado en la cepa espaifiola (Fig.4A),
asi s6lo pudo observarse la ausencia de la banda de migracién menos anddica,
siendo, por lo tanto, el nimero de bandas presentes de 52 y siendo la distribucién
de ptoteinas segiin su peso molecular exactamente igual al de la cepa espafiola
(Fig. 4 Ay B).

IV. A. 2. Estudio del perfil proteico en Dictyocaulus viviparus.

El estudio del perfil proteico de D. viviparus se ha realizado a partir de cepas
procedentes de Eslovaquia, no habiéndose podido recolectar esta especie en

Espafia.

El nimero de bandas totales observado fue de 56 bandas (Fig. SA). La

descripcién de éstas segin su peso molecular fue la siguiente:

Con un peso molecular superior a 97.400 Da se observaron un total de 12

proteinas.

Entre 97.400 y 66.200 Da se pudieron detectar un total de 8 bandas proteicas,

destacando 3 de ellas m4s intensas.

14 proteinas presentaban un peso molecular comprendido entre 66.200y 42.699

Da, estando 6 de ellas més fuertemente teiidas.
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Entre los pesos moleculares 42.699 y 30.000 Da se observaron un total de 12

proteinas destacando 2 de ellas m4s concentradas.

Las 10 restantes protefnas fueron las mismas ya observadas en D, filaria,
estando 8 de ellas comprendidas entre los pesos moleculares 30.000 y 21.500 Da y

presentando 2 de estas protefnas un peso molecular inferior a 21.500 Da (Fig. SA

y B).
El estudio comparativo de los tres perfiles proteicos vienen esquematizados en

la figura 6. A la vista de ésta puede observarse unos perfiles proteicos muy

similares viniendo expresadas las bandas diferenciales en la figura 7.
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ABSORYV. | CONCT. CONCT. | ul PARA 50
dilucién MUESTR | ug PROT.
1:10 A ug/ml

D. filaria (ESP) 0.303 81.086 810.86 25
Hembra 1

D. filaria (ESP) 0.100 26.488 264.8 75.5
Hembra 2

D. filaria (ESP) 0.234 62.700 627 31.8
Hembra 3

D, filaria (ESP) 0.079 20.929 209.29 95.5
Macho 1

D. filaria (ESP) 0.045 11.621 116.21 172.1
Macho 2

D. filaria (ESP) 0.202 54.17 540.17 37
Macho 3

D. filaria (ESL) 0.473 89.328 893.28 22.4
Hembra 1

D. filaria (ESL) 0.428 69.549 695.49 28.75
Hembra 2 _

D. filaria (ESL) 0.534 116.16 1161.6 17.22
Macho 1 v

D. filaria (ESL) 0.571 132.31 1323.1 15.11
Macho 2

D. viviparus 0.478 91.519 915.19 21.85
Hembra 1

D. viviparus 0.330 26.515 265.15 75.42
Hembra 2

D. viviparus 0.575 133.97 1339.7 14.92
Macho 1 )

D. viviparus 0.357 38.650 386.5 51.75
Macho 2

Tabla I. Método de Bradford (1976)(19 para calcular el volumen de muestra que
contiene 50 ug de proteina.
ESP=cepa espafiola; ESL=cepa eslovaca.



Fig. 3:
A.- Perfil proteico del macho y la hembra de la cepa de D. filaria procedente de
Espaiia.

B.- Marcadores de Peso Molecular.
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Fig. 4:
A.- Perfil proteico del macho y la hembra de la cepa de D. filaria procedente de
Eslovaquia.

B.- Marcadores de Peso Molecular.
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Fig. §:
A.- Perfil proteico del macho y la hembra de la cepa de D. viviparus procedente
de Eslovaquia.

B.- Marcadores de Peso Molecular.
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Fig. 6: Esquemas de los perfiles proteicos observados en las especies parésitas
objeto de estudio.

A.- Dictyocaulus viviparus

B.- Dictyocaulus filaria (cepa eslovaca)

C.- Dictyocaulus filaria (cepa espaifiola)
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Fig. 7: Esquema de las bandas diferenciales observadas en las especies objeto de
estudio.

A.- Dictyocaulus viviparus.

B.- Dictyocaulus filaria (cepa eslovaca).(No tiene bandas especificas).

C.- Dictyocaulus filaria (cepa espaiiola).

M.- Marcador de Pesos Moleculares.
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IV.B. Estudio del patrén isoenzimstico de la LDH en las especies parasitarias

objeto de estudio.

IV.B.1. Dictyocaulus filaria.

Para el estudio de la LDH en Dictyocaulus filaria se han utilizado un total de
127 ejemplares (49 hembras y 78 machos) procedentes de ovejas y cabras
sacrificadas en el Matadero del Sur (Camas), Sevilla, asf como 65 ejemplares de
Présor (Eslovaquia) procedentes de pulmones de ovejas. Como control positivo se

ha utilizado pulmén de cabra y oveja.
IV.B.1.1. Patr6n isoenzimé4tico de la LDH en D. filaria (cepa espaiiola)

El patrén isoenzimético de la LDH en ejemplares machos y hembras
procedentes de cabra se caracteriz6, en un principio, por la presencia de tres
bandas de migracién anédica, estando el isoenzima menos anddico més fuertemente
tefiido (Fig. 8 A); sin embargo, el patr6n isoenzimatico de los ejemplares de ambos
sexos procedentes de ovejas se caracterizé por la presencia de S isoenzimas: 4 de
ellos con migracién anédica (el segundo isoenzima menos anédico se presentaba
fuertemente teiiido) y un isoenzima de migracién cat6dica. Este tiltimo patr6n se
correspondia con el observado en el extracto de pulmén utilizado como control
(Fig. 8 A).

No obstante, se realizaron distintos ensayos, con el fin de corroborar el patrén
observado anteriormente. Para ello, se aument6 la concentracién de los extractos
procedentes de cabra que habfan sido ensayados previamente, mientras que se
diluyeron los extractos de D. filaria recolectados de oveja. Los resultados obtenidos
quedan reflejados en la figura 8 B. A la vista de ésta puede comprobarse la
presencia de S isoenzimas en la hembra de D. filaria procedente de cabra, aunque

los isoenzimas de migracién catédica y menos anédica se observaba muy
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débilmente tefiidos, siendo en el caso del macho practicamente imperceptible. El
ejemplar hembra de D. filaria procedente de oveja (previamente diluido) exhibia
un patrén isoenzimético compuesto por 5 bandas que aparecfan tefiidas con mucha

menor intensidad que la observada anteriormente.

Posteriormente, y con el fin de corroborar los resultados obtenidos, se
ensayaron machos y hembras de D. filaria procedente de Qvis aries que llevaban
mucho tiempo de almacenaje. El patr6n observado en este caso viene reflejado en

la figura 8 C.

Por 1ltimo, se ensayaron individuos de ambos sexos procedentes de cabra y
ovejas recientemente sacrificadas quedando reflejado su patrén isoenzimatico en

la figura 8 D.

IV.B.1.2. Patrén isoenzimético de la LDH en D, filaria (cepa eslovaca).

Todos los ejemplares machos y hembras de D. filaria (cepa eslovaca)

procedian de pulmones de Qvis aries sacrificadas en Présor (Eslovaquia).

También en esta cepa se observaron los dos posibles fenotipos ya vistos
anteriormente en la cepa espaiiola (Fig. 9). Asf, de igual manera, los individuos més
activos mostraban un patrén isoenzimético caracterizado por la presencia de 5
bandas isoenziméticas (Fig. 9 A) que coincidian en su migracién con las observadas
en el pulmén utilizado como control (fig. 9 C) y de las cuales la tercera se
observaba més fuertemente tenida (Fig. 9 A), mientras que otros ejemplares
(machos y hembras) mostraban tres bandas (Fig. 9 B) que podian convertirse en

S cuando se aumentaba la concentracién de estos extractos (Fig 9 D).

Este mismo estudio se ha llevado a cabo en geles de poliacrilamida,

observandose, en todos los casos ensayados, un solo fenotipo caracterizado por 4
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bandas anédicas, estando ausente la banda catédica debido al propio sistema
electroforético utilizado (Fig. 10 A). Como control se utiliz6 extracto de Ascaris
suum, cuyo patrén isoenziméatico venfa definido como una mancha de migracién
menos anédica (Fig. 10 B). De estas 4 bandas, la segunda de migracién menos

anddica se presentaba més fuertemente teiiida.

IV.B.2. Dictyocaulus viviparus

El estudio del patr6n isoenzimatico de la LDH en D. viviparus se llevé a cabo
a partir de 73 individuos (48 hembras y 25 machos) recolectados a partir de Bos

taurus sacrificados en Kaprisany y Présor (Eslovaquia).

El patrén isoenziméitico de la LDH observado més frecuentemente en las
hembras de esta especie se caracterizé por la presencia de una sola banda de
migracién anédica, cuya localizacién en el gel era intermedia entre la 32 y 42 banda
més anddica del pulmén utilizado como control (Fig. 11 A y B). Esta banda
tampoco coincide en su migracién con ninguna de las presentes en D. filaria (Fig.
11 C). En algunos casos, cuando el extracto se preparaba mds concentrado (doble
concentracién) se podia detectar la\presencia de un 22isoenzima débilmente teiido
y de migracién anédica més répida que el primero (Fig. 11 D); asimismo, si este
extracto doblemente concentrado se dejaba sobreteiirse, se podfa observar la
presencia de otra banda muy débilmente tefiida y de migracién anédica,
préicticamente impercéptible y més lenta que la primera, ademés de una banda de

migracion cat6dica (Fig. 11 E).

Por otra parte, en los machos de D. viviparus el fenotipo mds frecuentemente
observado para la LDH se caracteriz6 por la presencia de 2 bandas: una de
migracién anédica y otra de migracién catédica, present4dndose esta tiltima menos
tefiida (Fig. 11 F). En los extractos mas concentrados o sobretefiidos se pudo

observarunisoenzima débilmente tefiido de migracién anédica mas rapida(Fig 11G).
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TABLA DE ACTIVIDAD

ABS/MIN | VOL. VOL. | ACTIVIDAD

MUESTRA' | TOTAL

(ml) * (ml)
D. filaria (Esp) | 0318 10-10° 1 9.55-10°
HEMBRA
D. filaria (Esp) 0.392 10-10° 1 11.7-10°
MACHO
D. filaria (Esl) 0.093 10-10°¢ 1 2.8:10°
HEMBRA
D. filaria (Esl) 0.0762 10-10° 1 2.28-10°
MACHO
D. viviparus 0.1056 10-10° 1 3.17.10°
HEMBRA
D, viviparus 0.096 | 10-10° 1 2.9-10°
MACHO

Resultados obtenidos tras la aplicacién de la técnica de Hertjep al estudio
espectrofotométrico de la actividad de la LDH en machos y hembras de D. filaria

y D. viviparus.



Fig. 8.- Patrén isoenzimético de la LDH en D. filaria procedente de Qvis aries y
Capra hircus.

A.- Patrén de bandas observado tras la homogenizacién del parésito en 50 ul de
Tris- CIH pH 7.1.

B.- Patr6n isoenzimatico de la LDH en D. filaria tras concentrar los extractos
procedentes de cabra y diluir los de oveja.

C.- Patr6n isoenzimdtico de extractos de D. filaria procedente de Qvis aries tras
largo tiempo de almacenaje.

D.- Patrén de isoenzimas observado en ejemplares machos y hembras de D. filaria

procedentes de Ovis aries y Capra hircus recientemente sacrificadas.

C, -> Capra hircus
O -> Qvis aries
O"-> individuos machos

Q -> individuos hembras






Fig. 9: Patrén isoenzimatico de la LDH en D. filaria en:
A.- Extractos recientes

B.- Extractos almacenados durante mucho tiempo

C.- Patré6n isoenzimatico de la LDH en pulmén de cabra
D.- Extractos concentrados

o -> Origen






Fig. 10:

A.- Patr6n isoenzimético de la LDH de D. filaria procedente de Ovis aries y Capra
hircus observados en geles de poliacrilamida.

0> macho

Q-> hembra

B.- Patr6n de la LDH observada en Ascaris suum utilizados como control.

o -> Origen
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Fig. 11: Patrén isoenzimdtico de la LDH en:

A.- Extractos de D, viviparus hembras.

B.- Extractos de pulmén de cabra.

C.- Extractos de D. filaria.

D.- Extractos concentrado de D. viviparus hembra.
E.- Extractos de D. viviparus tras sobretincién del extracto D.
F.- Extractos de D. viviparus machos.

G.- Extractos de D. viviparus machos concentrados.
o -> Origen

+ -> Anodo

- -> Catodo
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IV.C. Estudio del patrén isoenzimético de la MDH en las especies parasitas objeto

de estudio.

IV.C.1. Dictyocaulus filaria.

El estudio de la MDH en D. filaria se caracteriz6 por la existencia de un s6lo
fenotipo tanto para los individuos procedentes de Espafia como los de Eslovaquia.
Asimismo, no se observaron diferencias a nivel del sexo. Una sola banda de
migracién anddica lenta, respecto al extracto de pulmén utilizado como control,

pudo ser detectada en todos los individuos ensayados (Fig. 12 A).

IV.C.2. Dictyocaulus viviparus.

El estudio del patrén isoenzimatico de la MDH en D. viviparus se ha llevado
a cabo a partir de 70 ejemplares (44 hembras y 26 machos) procedentes de pulmén

de Bos taurus sacrificados en Présor y Kaprisany (Eslovaquia).

El patrén isoenzimético de la MDH en D. viviparus se caracterizé por la
presencia de 2 fenotipos: uno de ellos (fenotipo A) caracterizado por la presencia
de una sola banda de migracién anédica més lenta con respecto a la observada en
el extracto de pulmén utilizado como control. Este fenotipo se observé en
practicamente la totalidad de los individuos(43 hembras y 26 machos)(Fig. 12 B,
13).

El 22 fenotipo (Fenotipo B) (Fig. 13) s6lo se detect6 en una hembra de las 44
ensayadas y se caracteriz6 por 1 banda de migracién anédica més lenta a la

observada en el fenotipo A (Fig. 12).
Asimismo, el fenotipo A de D. viviparus coincidia exactamente con el patrén

isoenzim4tico de la MDH observado en D, filaria (Fig. 12 A y B).

En ninguna de las 2 especies se detectaron diferencias en el sexo.
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Fig. 12: Patr6n isoenzimético de la MDH observado en machos y hembras de:
A.- Dictyocaulus filaria

B.- Dictyocaulus viviparus (Fenotipo A)

o -> Origen

O-> Machos

Q-> Hembras

P -> Patrén isoenzimdtico de la MDH en pulmén de cabra.






Fig. 13: Fenotipos observados en el patrén isoenzimitico de la MDH en D.
viviparus.

A.- Fenotipo observado en la mayorfa de las muestras ensayadas.

B.- Fenotipo observado en una hembra de D. viviparus.

o -> Origen






DISCUSION



V.A. Discusién del perfil proteico de las especies parasitas objeto de estudio.

El patrén proteico obtenido mediante electroforesis en geles de poliacrilamida
en las distintas especies pardsitas objeto de estudio ha revelado la existencia de un
total de 52 bandas proteicas en D. filaria (cepa eslovaca), 53 bandas en D. filaria

(cepa espafiola) y 56 proteinas en D. viviparus.

No se han detectado diferencias muy significativas en el patrén de proteinas

de machos y hembras en ninguna de las 2 especies.

Si bien tanto las 2 cepas de D. filaria como D. viviparus mostraron un patron
proteico muy similar, las 2 cepas de D. filaria se diferenciaron por la presencia de
1 banda de gran peso molecular en la cepa de Espaiia. Lo anteriormente indicado
no parace ser propio de D. filaria pues los estudios intraespecificos del perfil
proteico en distintas especies pardsitas, parecen indicar que las cepas de algunas
especies de Platyhelminthes pardsitos tienen patrones proteicos muy similares (Ruff
y col.(101), 1973; Arme, 1975)(11). Asi, en el caso de Schistosoma japonicum,
se piensa que la similitud de patrones proteicos observados entre cepas de esta
especie, viene a ser un reflejo de las filogenias similares existentes entre cepas de
las especies de caracoles que actian como su hospedador intermediario (Ruff y

col., 1973)(101).

En nuestro caso parece 16gico que los perfiles proteicos de ambas cepas de D.
filaria sean précticamente el mismo, teniendo en cuenta que la diferencia entre
ambas cepas no estriba en la existencia de distintos hospedadores, que podrian
justificar una mejor o mayor adaptacién a ellos, sino simplemente en la distinta

localizacion geografica de aquéllas.

Por otra parte, el perfil proteico de D. viviparus es muy semejante al de D.

filaria (ambas cepas), hecho que vendria justificado por la pertenencia de esta

87



especie, no solo a la misma familia sino al mismo género.

Asimismo, Hermoso y col (1984)(49) llevan a cabo un estudio de las proteinas
solubles de algunos nematodes de la superfamilia Oxyuroidea en geles de
poliacrilamida, destacando un perfil especifico para cada especie estudiada, si bien
se pone de manifiesto una similitud de bandas proteicas, hecho que cabria esperar
si se tiene en cuenta que todas ellas se incluyen dentro de la superfamilia
Oxyuroidea. Por todo ello, estos autores concluyen que existe una mayor semejanza
en el perfil proteico de aquellas especies que desde el punto de vista taxonémico

se encuentran m4s préximas entre si.

A esta misma conclusién llegan Kumaratilake y Thompson (1979)(59) en su
estudio comparativo, mediante geles de poliacrilamida, de las proteinas solubles de
distintas especies de cestodes. Asi, estos autores, encuentran perfiles proteicos
especificos para Taenia crassiceps, Mesocestoides corti, Echinococcus granulosus
y Spirometra erinacei, no sorprendiéndose por estas diferencias en la constitucioén

génica de estos organismos que vendrian justificadas por su separacién taxondmica.

Evans (1971)(35) estudi6 la estabilidad de los patrones proteicos y enziméaticos
de especies de Aphelenchus bajo distintas condiciones ambientales y procedentes
de distintos hospedadores. Concluy6 que "los patrones proteicos y enziméticos de
extractos de tejido de nematodes tienen el potencial de ser usados como caracteres
taxonomicos estables". Hussey y col (1972)(55) cit6 perfiles proteicos y enzim4ticos
muy similares para distintas poblaciones de la misma especie de Meloidogyne,
aunque las poblaciones procedieran de regiones geogréficas muy separadas y

tuvieran distintos hospedadores.

Los resultados obtenidos por Yoshimura (1979)(126) también indican una gran
estabilidad de los caracteres bioquimicos de los parésitos frente a las condiciones

ambientales. Investigé las proteinas totales de distintas especies de Paragonimus
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procedentes de distintas especies de hospedadores, como por ejemplo, perro y
gato, encontrando perfiles proteicos précticamente idénticos, no existiendo
diferencias significativas en el perfil proteico entre gusanos procedentes de distintas

regiones geogréficas.

V.B. Discusién del patrén isoenzimético de la LDH en Dictyocaulus filaria y
Dictyocaulus viviparus.

La LDH cataliza la interconversién de piruvato a lactato en la ruta glucolitica
y sirve como una importante reserva del coenzima oxidado (NAD) durante

periodos transitorios de anaerobiosis (Market & Urspung, 1962)(74).

Se han observado dos posibles fenotipos tanto en el patrén isoenzimético de
la LDH en D. filaria procedente de Espafia como de Eslovaquia. El primer
fenotipo se caracteriza por la presencia de 5 bandas de las cuales 4 presentan
migracién anédica y 1 de ellas migracién catédica apareciendo la banda intermedia
fuertemente tefida. Este tipo de patrén fue observado en la mayoria de los
individuos ensayados, no habiéndose detectado, en ningiin caso, ningtn individuo
con una sola banda; por lo tanto, y teniendo en cuenta, la ley de equilibrio de
poblaciones de Hardy-Weinberg, no podrfa considerarse este patrén como un
estado heterozigoto de un gen codificando una proteina tetramérica, ya que en
ningiin caso se observé estado de homocigosis para ese gen. Este patrén observado
en D. filaria coincide con el patrén presente en aves y mamiferos, donde la enzima
(LDH) est4 constituida por 2 subunidades A y B codificadas por 2 loci génicos
separados. Las subunidades A y B se asocian al azar para formar 5 formas
moleculares tetraméricas que pueden ser visualizadas como 5 bandas distintas
mediante electroforesis en gel. Parece que estos dos loci se produjeron por
duplicacién génica de un ancestro comén y que los productos de los 2 loci son atin

capaces de reconocerse el uno al otro y entre ellos mismos con igual afinidad
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(Ohno y col., 1968)(83). Ohno y col. concluyeron que en la evolucién de los
vertebrados, la primera duplicacién de un locus génico para una subunidad LDH

se produjo en estado amandibulados.

Por otra parte, los invertebrados, protistas y bacterias tienen una variedad de
LDH, algunas especificas para D-lactato y algunas especificas para L-lactato; estas
LDH presentan un peso molecular cuyo rango oscila desde 70.000 hasta
aproximadamente 140.000 y presentan una variedad de propiedades cinéticas
inusuales (Long y Kaplan, 1968)(70). Selander y Yang (1970)(104) encontraron que
la D-LDH en Limulus polyphemus se produce en 6 formas isozimicas que se
presentan como grupos de 2 triadas en gel de almid6n y sugieren que la D-LDH
es un dimero y que las subunidades polipeptidicas de las 2 triadas de isoenzimas
estdn bajo distinto control génico. No obstante, las relaciones evolutivas entre
muchas LDH de organismos inferiores y, por lo tanto, su posible relacién con la

LDH de vertebrados se desconoce hasta el momento (Agatsuma y Tsukii, 1980)(7).

Este tipo de patrén isoenzimético de la LDH observado en D. filaria no
parece ser frecuente en invertebrados, pues segiin Pesch (1972) (92) la LDH en
Mercenaria se presenta con 1 o 2 bandas sin diferencias fenotipicas entre sexos y
controlada por 1 solo gen. Se ha encontrado 1 sola banda de actividad en la LDH

del gusano de seda, Hyalopora cecropia y 3 bandas de actividad en un gusano
relacionado, Samia cynthia.

Por otra parte, Rechesteiner (1970)(95) sugiere 1 o 2 bandas de la LDH en
Drosophila.

En especies parésitas como Schistosoma mansoni, tanto los machos como las

hembras mostraban 1 sola banda de actividad LDH (Conde del Pino y col,,
1966)(26).
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En protozoos, tales como Paramecium caudatum, Agatsumay Tsukii (1980)(7),
han descrito patrones de 1y 3 bandas sugiriendo una estructura dimérica para este
enzima, mientras que La Rosa y col. (1992)(60) han encontrado patrones de bandas
sencillas para la LDH en Trichinella, detectdndose 2 alelos distintos. Por otra
parte, se ha descrito un patrén de 1y 5 bandas para la LDH en Onchocerca
volvulus sugiriendo una estructura tetramérica para la LDH codificada por 1 solo

gen.

La presencia de un 22 fenotipo caracterizado por la presencia de 3 bandas de
migracién anédica, apareciendo la 12 y la 3* més fuertemente tefidas, nos hizo
sospechar en un principio si éstas eran debidas a la distinta procedencia de las
muestras; no obstante, este fenotipo se detecté tanto en muestras procedentes de
cabra como de oveja y asimismo en cepas de Eslovaquia y Espaiia. El hecho de que
al aumentar la concentracién de estas muestras pudieran observarse débilmente las
isoenzimas ausentes nos confirmaron que los individuos presentando este fenotipo
habfan sufrido algin tipo de contratiempo (aumento de temperatura, mala
conservacién, problemas de transporte, etc.) que hizo que la actividad de estos
isoenzimas decayera, hecho que fue corroborado posteriormente. Por lo que en D.

filaria, a la vista de nuestros resultados, s6lo existe un fenotipo para la LDH.

Teniendo en cuenta todo lo anteriormente dicho podriamos denominar los
distintos isoenzimas de la LDH observados en D, filaria como LDH 1, LDH 2,
LDH 3, LDH 4, LDH §, siendo los isoenzimas LDH 1, 2y 3 los de migracién m4s
anddica y a la vez més resistentes a las condiciones adversas. En la figura 14 se
representa esquemadticamente la estructura cuaternaria que sugerimos para cada

uno de los isoenzimas LDH presentes en esta especie parésita.
El estudio del patrén isoenzimético de la LDH en D. viviparus se ha llevado

a cabo a partir de cepas procedentes de Eslovaquia. El patrén observado en

hembras de esta especie muestra 1 banda de actividad fuertemente tedida y de
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migracién anddica (Fig. 11 A). Esta banda de actividad no coincide en su migracion
con ninguna de las isoenzimas de D. filaria (Fig 11 C), por lo tanto podrfamos
considerar a la LDH como un enzima de valor diagnéstico entre las especies de
Dictyocaulus. No obstante, cuando los extractos se concentran, se observa en D,
viviparus una 22 banda anddica ligeramente tefiida (Fig 11 D). Este mismo patron
ha sido también observado en S. mansoni por Conde del Pino y col. (1966) (26)
que encontraron una sola banda compacta de actividad LDH, més una zona de
migracién an6dica observada en machos y hembras de esta especie. Esta zona
podria haber representado més isoenzimas que se producfan en cantidades tan
pequefas que no se separaban por los métodos utilizados por estos autores. Este
mismo hecho fue citado posteriormente por Viyanant y Upathan en 1985(119),
quienes encontraron que los patrones enzimiticos de machos y hembras de
esquistosomas son similares, pero difieren en la intensidad de la actividad
enziméitica. Estos mismos autores piensan que puede ser debido a la variacién en
la cantidad de enzima en los extractos. Ross (1976)(100) encontré que los extractos
de 3 machos de Schistosoma producian un nivel de actividad LDH superior a la
obtenida en los extractos del mismo niimero de hembras, y la actividad enzimética
6ptima se obtenfa cuando se utilizaban extractos conteniendo 3 machos o 4

hembras.

Este mismo hecho ocurre en los machos de D. viviparus, cuyo patrén
isoenzimético de la LDH se caracteriza por la presencia de 2 bandas, una de
migracién anddica (igual que la hembra) y otra de migracién catédica (Fig.11 F),
esta ltima sélo podfa ser observada en las hembras tras extractos concentrados y
dejando tiempos de tincién superiores a los utilizados normalmente lo cual iba en

detrimento de la nitidez en la observacién de otros isoenzimas (Fig.11 E).
Por lo tanto, tanto en machos como en hembras de D. viviparus parece

factible suponer que los isoenzimas de la LDH serfan presumiblemente 5, al igual

que ocurria en el caso de D. filaria, s6lo que algunos de ellos estdn en cantidades
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tan infimas que no pueden ser detectados mediante ensayos a partir de extractos
individuales y sin concentracién. Esta presuncién nos llevaria a sugerir una
estructura tetramérica de la LDH, estando esta proteina codificada por 2 genes

distintos.

Este hecho podria ser explicado mediante la hip6tesis de la subunidad dada
por Market y Ursprung (1962)(74) segtin la cual se asume que el gen A es el
primeramente activo en el embrién temprano y da lugar a la LDH-5 (migracién
catddica). Posteriormente el gen B va aumentando su actividad y va a ser
responsable de la LDH-1 (migraci6én mas anédica). Ajustando las contribuciones
relativas de ambos genes para los polipéptidos A y B, pueden generarse la mayoria
de los patrones isoenziméticos, simplemente por asociacién al azar de estos
polipéptidos en grupos de 4. Por ejemplo, los patrones para el rifién y el corazén
en ratén (predominio de la LDH-1, LDH-2, LDH-3) se obtiene si la subunidad B

es 3 0 4 veces més abundante que la A.

Si aceptamos esta hipétesis, en el caso de la LDH en D. viviparus, el patréon
isoenzimdtico se ve favorecido por una mayor proporcién de genes B que de A,
siendo la proporcién de este gen B aiin mayor en el caso de la hembra que en el

macho.

~ Este asumpcién nos lleva a sugerir, al igual que en el caso de D. filaria, una
estructura tetramérica de la LDH, estando esta proteina codificada por 2 genes
distintos A y B. Solamente quedarfa sin aclarar por qué en D. viviparus es la LDH-

2 la més frecuentemente observada, en lugar de la LDH-1.
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Fig. 14: Representacién esquematica de la éomposicién monomeérica propuesta para
cada una de los isoenzimas (LDH 1 a LDH-S) observados en el patrén
isoenzimético de la LDH de D. filaria.

O -> Cadena polipeptidica codificada por el gen A.

@-> Cadena polipeptidica codificada por el gen B.
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V.C. Discusién del patrén isoenzimético de la MDH en Dictyocaulus filaria y D.

vivipar

El estudio del patr6n isoenziméatico de la MDH se ha llevado a cabo en cepas de
D. filaria procedentes de Espafia y cepas procedentes de Eslovaquia. Ambas cepas
presentaron el mismo comportamiento isoenzimdtico, presentando un caracter
totalmente monomorfico (Fig. 12 y 13). La tinica banda de migracién an6dica
estuvo tanto en machos como en hembras de esta especie siendo su migracién mas
lenta que la correspondiente al extracto de pulmén utilizado como control. Por lo
tanto solo se ha detectado un alelo en el patrén isoenzimético de la MDH en esta
especie presentdndose el gen codificando la protefna en estado homocig6tico. Este
cardcter monomérfico de la MDH ha sido citado en otros nematodes paréasitos. Asi,
La Rosa y col.(1992)(61) cita este caradcter en la MDH de distintos especies de
Trichinella. Asimismo, Viyanant y Upatham (1985)(119) describen la MDH en
Schistosoma mansoni y S. japonicum como un patrén sencillo en el cual se detecta

una banda bien teflida y una zona no definida entre pI 7.1-7.2.

Tanto la Lactato deshidrogenasa como la Malato deshidrogenasa (LDH vy
MDH, respectivamente) se sabe que existen en distintas fracciones isoenziméticas
en tejidos animales y humanos (Vessell & Beam, 1961(116); Market & Ursprung,
1962(74); Lindsay, 1963(69); Thorne y col.,1963(112)). Estas formas miltiples de
la LDH y MDH también han sido observadas en tejidos invertebrados (Goldberg
y Cather, 1963 a(46); Goldberg y Cather, 1963 b(47)). En 1964, Rhodes y col.(97)
estudiaron la MDH Ascaris suum citando la presencia de 3 isoenzimas mediante

electroforesis en gel de almidén.

El estudio de la MDH en Echinococcus granulosus llevé a Lymbery &
Thompson (1988) (68) a concluir que la MDH producia bandas miiltiples, pero en
ausencia de una variacién independiente, estas bandas se interpretaban como los

productos de un locus sencillo.
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El patrén isoenzimético de la MDH en D.viviparus presenté 2 fenotipos
distintos consistentes cada uno de ellos en una sola banda de migracién anédica
m4s lenta que la observada en el extracto de pulmoén utilizado como control (Fig.
13). Ambos fenotipos fueron interpretados como los 2 alelos de un mismo gen en
estado homocig6tico. No se observé heterocigosis, por lo que no podemos sugerir
nada respecto a la posible estructura de este enzima en D.viviparus, si bien los
estudios llevados a cabo por otros autores apuntan hacia una estructura dimérica

para la MDH en invertebrados.

Por otra parte, el fenotipo A de D. viviparus coincidia exactamente con el
tnico fenotipo observado en D. filaria (Fig. 12) por lo que esta enzima no tiene

ningiin valor diagndstico entre especies distintas del género Dictyocaulus.
En Telodorsagi:i circumcincta, Gasnier y col. (1992)(45) describieron 3

fenotipos distintos para la MDH-1, dos de ellos con bandas tnicas y un tercero

constituido por tres bandas, sugiriendo una estructura dimérica para esta enzima.
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CONCLUSIONES



Las conclusiones a las que hemos llegado a partir de los resultados obtenidos

son:
1.- Tras el estudio del perfil proteico en distintas cepas de Dictyocaulus
filaria mediante técnicas electroforéticas podemos concluir, que no existen

diferencias significativas entre ellas.

2.- El estudio del perfil proteico de Dictyocaulus filaria y Dictyocaulus
viviparus mediante técnicas electroforéticas, revel6 la presencia de tres bandas

diferenciales poco significativas en esta dltima especie.

3.- A la vista de los resultados obtenidos, podemos concluir que el estudio
del perfil proteico entre cepas de Dictyocaulus filaria, asi como entre especies del
género Dictyocaulus no debe de utilizarse como una técnica de gran valor

diagnéstico.

4.- Tras el estudio del patrén isoenzimético de la LDH en Dictyocaulus
filaria podfamos concluir que éste es el mismo tanto en individuos procedentes de
Capra hircus como de Qvis aries. Asimismo no se observaron diferencias

isoenzimaticas entre los dos sexos.

5.- El patr6n de isoenzimas de la LDH en Dictyocaulus filaria se caracteriz
por la presencia de S isoenzimas: 4 de migracién anédica y 1 de migracién catddica

tanto en la cepa espafiola como la procedente de Eslovaquia.

6.- Los ensayos llevados a cabo en los geles de poliacrilamida corroboran los
resultados obtenidos en geles de almidén observandose en aquellos la presencia de

4 bandas de migracién anddica, para la LDH en Dictyocaulus filaria.

7.- Tras el estudio del patrén isoenzimatico de la LDH en Dictyocaulus

viviparus podemos concluir que existen diferencias isoenziméticas entre machos y
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hembras de esta especie.

8.- El patr6n isoenzim4tico de la LDH en machos de Dictyocaulus viviparus
se caracterizé por la presencia de dos bandas: una de migracién anédica y otra de

migracién cat6dica, ésta ltima més débilmente tefiida.

9.- Un sélo isoenzima de migracién anédica se observé en las hembras de
Dictyocaulus viviparus, por lo tanto, y a la vista de los resultados obtenidos
podemos concluir que el patr6n isoenzimético de la LDH en Dictyocaulus viviparus

se ve influenciado por el sexo.

10.- El patré6n de isoenzimas de la LDH observado en Dictyocaulus filaria
y Dictyocaulus viviparus es netamente diferente, por lo cual podemos concluir que

esta enzima es de gran valor diagnéstico entre estas especies.

13.- El estudio de la MDH en Dictyocaulus filaria nos permite concluir el

carfcter monomorfico de esta enzima en ambas cepas.

12.- Tras los estudios llevados a cabo en Dictyocaulus viviparus, concluimos
que existen dos fenotipos en el patrén isoenzimético de la MDH, caracterizado
cada uno de ellos por una s6la banda de migracién anédica, coincidiendo uno de

éstos con el observado en Dictyocaulus filaria.
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