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SUMMARY

It has been determined the chalinesterase activity in Moniezia expansa
and Fasciola hepatica by the pH-Stat technique, a highly sensible, precise
and reproducible quantitative method.

We must point cut the presence of specific cholinesterase (acetyleholine
hydrolase EC 3.1.1.7) in both parasites, high levels of enzymatic activity in
Moniezia being observed against the acetylcholine subsirate (1,685 pm of
hydrolized substrate/minute/g of sample), being somewhat smaller (0,750 pm
of hydrolized substrate/minute/g of sample) in Tfaseiola,
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RESUMEN

Se ha determinado la actividad ecolinesterasa en Moniezic expanse y Fuas-
ciolg hepatice mediante la técnica piI-Stat, método cuantitativo altamente
sensible, preciso y reproducible.

Debemos destacar la presencia en los dos pardsitos de colinesterasa es-
pecifica (acetilcolina hidrolasa EC 3.1.1.7), observdndose altos niveles de
actividad enzimatica en Monlezia frente al sustrato acetileclina (1,685 pm de
sustrato hidrolizados/minuto/g de muestra), siendo en Fasciola algo meno-
res (0,750 um de sustrato hidrolizados/minuto/g de muestra).

Palabras clave: Colinesterasas, pH-Stat, Moniezia expansa, Fasciolu he-
patica.

251



INTRODUCCION

Las colinesterasas son un grupo de enzimas ampliamente dis-
tribuidas en el reino animal, cuya funcion fisiologica ha sido ex-
tensamente estudiada en vertebrados.

Asi como se sabe la existencia de este enzima en parasitos, se
desconoce en la mayoria de los casos el papel que desempefla en
ellos. Esto es debido a que la mayor parte de las veces el enzima
se ha detectado solamente por técnicas histogquimicas.

Las colinesterasas especificas (acetilcolinesterasas) y las inespe-
cificas (seudocolinesterasas), han sido descritas en numerosos tra-
bajos en Trematodes (LEWERT y HoPKINS, 1965; KRaLJ y Liu, 1967,
Ramisz y Szankowska, 1970; BRUCNER y VOGE, 1974; y otros) y Ces-
todes (Lee y col., 1963; ArmME, 1966; SHiELD, 1969, y otros).

El papel exacto de las diferentes colinesterasas es especulativo,
pero es posible que las colinesterasas no especificas regulen la
fransmision nerviosa intraneural, mientras que las especificas
regulan la transmisién en la sinapsis hidrolizando el sustrato
natural acetilcolina, conocido neurotransmisor quimico del sis-
tema nervioso (HuTcHISON Yy PROBERT, 1972).

Consideramos que el enzima colinesterasa puede desempefiar
un papel importante a la hora de combatir el parasitismo, ado-
leciéndose de una falta de conocimientos precisos de este enzima
en parasitos.

MATERIAL Y METODOS

Las muestras Dbiolégicas utilizadas como fuente enzimatica
han sido: Moniezia expansa (Cestode) y Fasciola hepatica (Tre-
matode), procedentes del Matadero Municipal de la localidad y
transportados al laboratorio en termos con solucién salina al
0,9 por 100, a la temperatura de 37° C. Estas muestras son ensa-
yadas inmediatamente o congeladas a — 20° C, realizando la me-
dida de la actividad en un plazo maximo de 15 dias.

Preparamos homogeneizados totales de los parasitos con so-
lucién salina al 0,9 por 100, a la proporciéon 1/4. Para ello utili-
zamos primero un homogeneizador mecanico tipo UMS con sis-
tema de refrigeracién simultdnea y a continuacion el Potter.
Posteriormente se someten a ultrasonido. Las muestras antes de
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ser analizadas se dializan en solucién salina al 0,9 por 100, a la
proporcién de 1/100, durante 24 horas, con agitacion continua
y en camara regulada a 4°C. La membrana utilizada es de tipo
Wisking.

La determinacién de la actividad enzimatica ha sido hecha
mediante la técnica pH-Stat (NaeB y col.., 1967) con las siguien-
tes condiciones: EHlectrodo combinado GIE 2320C; temperatura
37°C; punto final pH = 8,01; sosa 0,001 N (factor determinado
diariamente); volumen de muestra 0.5 ml; soluciéon salina 4,5 ml;
pH de la muestra ajustado a 8,03 con sosa 0,1 N; 0,2 ml de sus-
trato (cloruro de acetilcolina 4,2 x 10 M 6 iodwro de butirilcolina
4,2 x 10° M).

Para cada una de las muestras hemos realizado tres ensayos
en blanco y tres medidas de actividad enzimética.

La actividad queda definida por los micromoles de sustrato
hidrolizados/minuto/gramo de muestra.

A-B-N-1.000-f

Actividad
D
A —Numero de unidades registradas durante el periodo de titu-
lacidn.
B.—ml de titulador liberados por la jeringa, por unidad de re-
gistro.

N.—Normalidad del titulador {(sosa 0,001 N).
F —Factor de la sosa utilizada.

C.—Tiempo de tifulacion en minutos.
D.—Volumen de muestra utilizada.

RESULTADOS
Concentracién 6ptima de sustrato. Graficas 1, 2.

Actividad enzimAtica frente a los sustratos acelilcolina y buti-
rilcolina. Tablas I, II. Graficas 3, 4, 5, 6.
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TABLA T

ACTIVIDAD COLINESTERASA EN HOMOGENEIZADOS TOTALES
(ULTRASONIDO) FRENTE AL SUSTRATO ACETILCOLINA, EXPRESADA
EN pMOLES H. SUST./M/G DE MUESTRA

SUSTRATO ACETILCOLINA

N.° de ensayos X SD
Monieziag expansa ... ... ... 10 1,685 0,0545
Fasciola hepatica ... ... ... 6 0,750 0,0189
TABLA II

ACTIVIDAD COLINESTERASA EN HOMOGENEIZADOS TOTALES
(ULTRASONIDO) FRENTE AL SUSTRATO BUTIRILCOLINA, EXPRESADA
EN (MOLES H. SUST./M/G DE MUESTRA

SUSTRATO BUTIRILCOLINA

N de ensayos X SD
Moniezig eTpansa ... ... ... 10 0,161 0,0055
Fasciola hepatica ... ... ... 6 0,281 0,0110
DISCUSION

El método pH-Stat para la determinacion de la actividad coli-
nesterasa ha sido utilizado por numerosos autores (STAVINOHA
y col., 1969; HormsteEpT, 1971; Vway y WILLARD, 1975, y otros)
concluyendo que es un método altamente sensible, preciso y re-
producible. Presenta las siguientes ventajas: las concentraciones
de sustrato y enzima pueden ser ajustadas y mantenidas a niveles
en los cuales la actividad enzimdatica es optima; utilizacion de
sustrato natural; registro grafico simultdneo; pH constante en el
punto optimo seleccionado sin necesidad de tampoén. Todo ello,
unido a la no interferencia de la turbidez de los homogeneizados y
detectar bajos niveles de actividad enzimatica hace que el pH-Stat
sea una técnica muy adecuada para la determinaciéon de la acti-
vidad colinesterasa en parasitos.

En principio determinamos la actividad enzimatica en los sobre-
nadantes obtenidos tras la centrifugacién de los homogeneizados
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(Graficas 3, 4, 5, 6; C). Posteriormente analizamos 10s precipitados.
Comprobamos (Graficas 3, 4, b, 6; B) tanto en Moniezia como en
Fasciola que una gran parte de la actividad enzimatica queda en

) —— acetilcolina — acetilcolina
c —=putirilcolina —= butirilcoling

[ Moniezia ol IF'ascioln
by = L T Tk r g '.uL-; T STaT b s a g", T
WET vt et e listrato TS e efe Sk trato
’ .
Grafica 1 Grafica 2

Moniezin Fasciola

Grafica 3 Gralica N

Moniezin Fascioln

Gralica 5 Groficn 6

Graficas 1-2.—Concentraciéon éptima de sustrato,
Grafleas 3-4—Actividad colinesterasa frente al sustrato acetileolina,
Graficas 5-8.—Actividad colinesterasa frente al sustrato butiriicolina,

A) Ensayo en blanco; B) Precipitado; C) Sobrenadante; D} Homogeneizado
total: ) Homogeneizado total (Ultrasonido).
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la fraccién de precipitado. A continuacién observamos que la me-
dida de la actividad enzimatica en los homogeneizados totales
(Graficas 3, 4, 5, 6; D) presenta un aumento considerable, por ello
utilizamos en ambos pardsitos el homogeneizado total.

Nos parecié interesante ver la influencia que la aplicacién del
ultrasonido podia tener sobre la medida de la actividad, pudién-
dose comprobar (Graficas 3, 4, 5, 6; E) un aumento claro de ésta.

Una concentracion optima del sustrato cloruro de acetilcolina
de 4,2 x 10° M (Gréaficas 1, 2) y la muy baja hidrélisis de ioduro
de butirileolina (Tabla I), nos hablan claramente de la presencia
en estos dos parasitos de una colinesterasa especifica, acetileolina
hidrolasa EC 3.1.1.7 (NACEMANSOHEN y WILSON, 1851).

Esta diferencia clara de actividad enzimadtica frente a los dos
sustratos (Tablas I, II) es mas acusada en Moniezia, parasito que
presenta un alto nivel de acetilcolinesterasa, estando todo ello de
acuerdo con la funcion que el sistema nervioso tiene en la conti-
nuidad de este parasito en el hospedador, donde el neurotransmisor
acetilcolina juega un papel fundamental (REEs, 1966).
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