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RESUMEN

ATILANO LOPEZ, DANIEL. Determinacifn de prealbiminas Scidas de sue- ’
ros de ovino por electroforesis en gel de almidén, (bajo la direccién de:

Aurors VelSzquez Echegaray y Angel Retana Reyes),

‘Usando una técnica de electroforesis en geles de almidén en un siste-a de
amortiguadores discontfauo (pH 4.8 para el gel y 6.0 para el de electrodos)
con Ta adtctdn de urea, se trlhajaron un total de 70 muestras de suero de
ovino 22 de 1a raza Dorset, 19 de 1a Tarset, 18 de 1a Suffolk y 11 de la '
Tatiasco para 1a determinac{dn de preallidninas Scidas (Pr}, Esta té&cnica de-
‘mostrd pol tmorfismo Gloqutmico para el stistema Pr en las diferentes razas.
Los alelos detectados fueron el S, F y 0 y los fenotipos FF, S$, 00 y FS
' para cada una de las razas, no as? los fenotipos FO y SO.-
Las frecuenctas de Tos alelos para cada una de las razas fuercn los siguien-
‘ tes: raza Dorset F=Q.2045, 0=0.3636, $=0.4297; raza Tarset P=0.4736, 0=0.15
78, $=0.3684; raza Suffolk Fio.4722, 0=0,2222, $=0.3055; raza Tabasco F=0.
6363, 0=0.0908, S=0.2727,
Esta técnica resultd satisfactoria para demostrar al sistema Pr en suero

de ovtne y % polimorfismo para 1as cuatro razas antes menclonadas.



INTRODUCCION

Las técnicas de electroforesis en gel de almidén de papa hidrolizado
se usan ampliamente para la determinacidn de sistemas de protefnas san-
gufneas (marcad_ores bioquimicos) y estudio de sus variantes genéticas
en diferentes especies animales, razas e individuos.

Se ha relacionado a estos marcadores bioquimices con la predisposi-
cidn a ciertas enfermedades, caracterfsticas de produccidn, pureza de
raza, grado de consanguinidad, atribucién o exclusién de paternidad y
frecuencia de alelos en un hato, puesto que las protefnas de una especie
o un individuo se sintetizan bajo control genético.

Entre los sistemas se encuentran: las haptoglobulinas, transferri_
nas, postalbiminas (protefna fijadora de vitamina A), albiminas, prealbd-
minas anhidrasa carbdnica, catalasas,esterasas,fosfatasa dcida.glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa, leucinoaminopeptidasa, etcétera. (1, 2, 3, 4, 6,
11, 17, 18,19, 23, 24, 25, 28). ' -

Las prealbiminas son los componentes protefricos que migran mis rdpida
mente o se encuentran anteriores a la zona de la albimina en un sistema
de electroforesis contfnuo a pH alcalino de 8.6 .

Las Pr (prealbiiminas) han denostrado ser fijadoras y transportadoras
de tiroxina (T 4), inhibidoras de proteasas (tripsina, quimiotripsina,
elastasa, colagenasa, proteasa leucocftica, plasmina, trombina y cali-
crefna), sfendo esta Gitima funcién la que caracteriza a los sistemas
Pr por 10 cual el prefijo Pr tiende a ser cambiado por el de inhibidor
de proteasa {(Pi) o como alfa-antitripsina (AAT). (3, 5, 9, 12, 16, 22).

Las prealbdminas tienen un peso molecular de 60,000 a 61,000 se les
considera glicoprotefnas y algﬁnas de ellas tienen actividad estérica.
(18, 20, 22, 24). ‘

Cuando se usa Ta electroforesis horizontal con un sistema de amortigua
dores discontfnuos (gel a pH &cido de 4.8 - 5) se revelan un nimero ma-
yor_de bandas de prealbiminas (prealbiminas &cidas),ademis se pueden detec
tar otros sistemas de proteinas come son el de postalbiminas, alqunas frac_
ciones alfa y betaglobulinas y las alfazmacrog'lobulmas. los cuales © -



también son 1lamados prealb#minas. (3, 5, 9, 10, 12, 13, 14, 15, 16, 18,

24, 25, 26). .
El sistema de prealbiminas Scidas ha sido estudiado en caballos, cerdos

ovinos y humanos, Encontrindose que el sistema es controlado por alelos

) autosémicos codominantes (3, 4, 5, 7, 8, 15, 21, 25, 27).

E1 estudio electroforético de las Pr dcidas se realiza como prueba de
rutina en la deteccin de parentesco, veracidad de los registros y dis-

".tincibn entre dos caballos de 1a misma raza (3, 25, 27).

Debido a su alto polimorfismo el locus Pr se considera ser el dnico y
mis efectivo sistema en 1a deteccidn y exclusién de parentesco en el ca-
-ballo (21). Ademfis como inhibidor de proteasa los Yoci Piy ¥ Piz Tos cua
les también son polim8rficos pueden proporcionar un método poderoso para

“1a identificacidén y caracterizaci6n genStica de diferentes poblaciones
y razas de caballos. También se ha asocfado con enfermedad obstructiva
pulmonar ¢rénica en esta especie (16, 21, 22).

En humanos variantes en los fenotipos antiproteasa predisponen a enfisg
ma pulmonar y cirrosis juvenil, siendo por esta razén que el sistema Pi
ha recibido m8s atencifn en su estudio que cualquier otro polimorfismo
de sistema protefnico plasm&tico,

Los Pi s8rica humana por estudios familiares se encontr8 que tiene una
unibn intermedia (recombinacién de 6-22%) con el gen estructural para las
cadenas pesadas de fmmunoglobulina de la clase gamma (Gn) {15, 21, 22).

- 'Egorov y Ni (8), detectaron tres fenotipos de prealbgminas (Pa) en ovi-
"nos el AA, el AB y e! BB, los cuales son controlados por-dos alelos auto-
sbmicos codominantes denominados Pa“ y PaB. También demostraron que no se
detecta ningin fenotipo en animales recién nacidos.
Efremov et al.(7) informaron de dos sistemas de prealbiminas &cidas en

- ovinos, al m&s r&pido le denominaron Pr, el cual es controlado por tres

alelos autos@micos codominantes PrF. Prs y Pro, este ﬁltimo se caracteri-
~za por la ausencia de bandas en los animales hmioc‘tgos. Al m&s lento e
denominaron sistema “"X".



Por 1o ya mencionado se considerf de inters presentar un trabajo rela-
cionado con el sistema de prealbhdminas, puesto que en México no se ha no-
tificado 1os fenotipos de las razas que se explotan.

El mismo describe una nueva técnica para 1a deteccibn de) sistema (Pr),

" Ja cual permite observar pol imorfismo de éstas en los sueros de ovinos de
las razas Dorset, Tarset, Suffolk y Tabasco.

Este trabajo podrd servir comb base a futuros estudios relacionados con
e} sistema Pr y su funcibn de inhibidor de proteasas.




MATERIAL Y METODOS

Se estudfaron un total de 70 muestras de suero de ovino de cuatro dife-:
rentes razas (Dorset, Tarset, Suffolk y Tabasco), las muestras se sometie-
ron a electroforesis en geles de almid6n tomando como base la técnica des-
crita por M. Braend (4), a la cual se le realizaron modificaciones.

Las muestras de sueros fueron embebidasen cuadros dobles de 0.8 x 0.8
cm de papel filtro 1 MM sometiéndose a electroforesis en gel de almidén
(Connaught Laboratories, Ontario Canada), con un pH de 4.8, déndosele un
voltaje inicjal (fuente de poder CAMAG tipo 6315 de 0-5000 V) de 200 con
un miliamperaje de 25 por 30 minutos para que penetraran 1as muestras al
“- gel, segdn Efremov et 'al. (7). '

Después de este tiempo se quitaron los trozos de papel filtro aumentén-
dose el voltaje a 300 hasta que la 1fnea de boratos migrara 7.5 cm mis

- al18 de 1a zona de insercion (3 hrs.).,

Al gel se le agregb urea al 0.5 M durante 1a fase de coccién.

E1 amortiguador del gel consistif de una mezcla de 14 ml de solucibn A
(8&cido cftrico al 0.05 M) con 4 ml de soluci6n B (trishidroximetilaminome-
tano al 0.19 M) para dar el pH requerido de 4.8 .

€1 amortiguador de electrodos se prepar§ con &cido bbrico al 1.5 M e hi
‘drBxido de sodfo al 0.05 M para obtener un pH de 6.0 .

Tanto el amortiguador de electrodos como el del gel se prepararon de

“acuerdo a la técnica de M. Braend (4).

© Finalizado el corride (7.5 cm) los geles se cortaron horizontalmente por
1a mitad, tifiéndose una mitad con amido negre al 0.1% en una solucifn de
metanol :aguasac.acético (50:50:10) y 1a otra mitad con tincibn para estera-
sas, Ta cual sonsisti6 en mezclar en 50 ml de agua destilada, 1 m! de alfa
- naftil acetato al 1% en acetona, mSs 50 mg de Fast Blue RR Salt, La mezcla
se agreg$ a2l gel, ¥ncubfndose a 37°C durante 1 a 2 horas.

. Una vez tefiidos se colocaron en soluci6n lavadora (metano):agua:ac.acé-
tico, 50:50:10) durante 72 horas con varios cambios de esta soluci6n, has-
ta que 1as bandas de Pr se hicleran visibles.

La lectura de los geles se realizé utilizando un negatoscopio y bas&ndo
se en los patrones de Pr &cidas descritos por Efremov et al. (Fi. 4).



RESULTADOS

Mediante 1a técnica de electroforesis horizontal con un sistema de amort}
guadores discontfnuos (pH 4.8 para el gel y pH de 6.0 para el amortiguador
de electrodos) en geles de almid6n mds la adicién de urea al 0.5 M fue posi
ble separar la zona de prealbiminas (Pr) de los sueros de ovino, encontrén-
dose polimorfismo para las razas Dorset, Tarset, Suffolk y Tabasco.

Los fenotipos observados fueron: el FF, FS, SS y el 00, no detect&ndose
los fenotipos SO y FO-en las cuatro razas.

El fenotipo FF (homocigo) es el m&s r&pido y se presenta como una sola
banda bien definida y gruesa, el fenotipo SS (homocigo) es el mss lento y
se presenta también como una sola banda bien definida y gruesa, el fenoti-
por FS heterocigo) se presenta como dos bandas; una migrando en la posi-
cibn de 1a banda répida del FF y 1a otra banda migrando en la posicién del
fenotipo SS, siendo 1as bandas no tan densas como los homocigos. E1 femoti
po 00 {homocigo) se caracteriz6 vor la ausencia de bandas. (Fig. 1, 2, 3
ya).

Las frecuencias de fenotipos y de alelos para cada una de las razas fue-
ron 1os siguientes:

Raza Dorset. De un total de 18 muestras de suero trabajadas, 3 mostraron
ser del fenotipo FF, 8 del fenotipo 00, 8 del fenotipo 5SS y 3 del fenoti-
po FS, Stendo las frecuencias fenotfpicas de: FF=0.1363, 00=0.3636, SS=0.
3636; y las de alelos de: F=0,2044, 0=0.3636 y S=0.4297, (Cuadro # 1 ).
Raza Tarset. De un total de 19 muestras de suero trabajadas, 8 mostraron
ser del fenotipo FF, 7 del fenotipo 00, 2 del fenotipec SS y 2 del fenotipo
FS. Siendo las frecuencias fenotfpicas de: FF=0,4210, 00=0,3684, S55=0.10
52, F$=0,1052; y Tas de alelos de F=0.4736, 0-0.1578, 5=0.3684 (Cuadro #
2).

Raza Suffolk, De un total de 18 muestras de suero trabajadas, 6 mostraron
ser del fenotipo FF, 4 del 00, 3 del SS y 5 del FS, Siendo las frecuencias
fenotfpicas de FF=0,3333, 00=0.2222, SS=0,1616, FS=0.2727; y las de alelos

‘de: F=0,4722, 0=0,2222 y $=0.3055. (Cuadro # 3).

Raza Tabasco. De un total de 11 muestras trabajadas, 6 mostraron ser del



fenotipo FF, 1 del fenotipo 00, 2 del fenotino S5 y 2 del FS, Siendo 1as
frecuencias fenotfpicas de: FF=0. 5454. 00+0.09039, $S=0.1818, FS=0,1818; y
las de alelos de F=0,6363, 0=0.0909 y $<0.2727. " (Cuadro # 4 ).

Los geles tefiidos para esterasas no mostraron nirgdn patrén elect.rofo-
" rético,



DISCUSION

Mediante el uso de la técnica de electroforesis en ge! de almidén con
un sistema discontfnuo (gel a pH 4.8 , amortiguador de electrédos a pH 6.0),
" Ta adicién de urea al 0.5 M, con un voltaje inicial de 200, subiéndolo pos-
teriormente a 300 después de quitar Tos papeles de las muestras y mantenien
do este voltaje hasta que 1a 1fnea de boratos migrara 7.5 cm m&s all& de la
zona de insercifn, fue posible demostrar polimorffsmo de Pr Scidas en sue-
ros de ovino de Tas razas Dorset, Tarset, Suffolk y Tabasco. Por 1o que se
considera que esta técnica es adecuada para determinar al sistema Pr &cidas.

M. Braend (4) encontré que al usar un gel a pH de 4.8 se pueden detectar
a los sistemas Pr en sueros de caballos, Efremov et al1.(7) demostraron que
usando un gel con pH 4.7 se pueden detectar los sistemas Pr en el plasma
de ovino. De hecho la té&cnica descrita en este trabajo es una combinaci6n
de ambas sin que se hubiesen modificado en gran manera.

La adici6n de urea se hizo pensando en su accibn disociativa, ya que las
Pr tienden a migrar en la zona de la albdmina (24), y el efecto que &sta
pudiese haber causado result6 en 'a demostracién y mejoramiento en 1a . de-
teccifn del sistema Pr. Aunque no se detectS el sistema "X" descrito por
Efremov et al. (7).

A. G. Matthews (20), R.K. Kumar Juneja et al. (16), mencionan gque el.sis
tema Pi (inhibidor de proteasas) es el que tiene funci6n de esterasa y que

. éste puede ser detectado en 1a zona de la albimina o Jigeramente catGdico
a é&sta.

R.K. Juneja y Bo Gahne (12), mencionan que el sistema X" de Pr es el
mismo que e! sistema Pi2 del plasma ovino, asumiendo que este Pi son alfa
globulinas. Por 1o tanto se deduce que para identificar al sistema "X" es
necesario trabajar con muestras de plasma, esto explica ademfs el por qué
no se pudo detectar la funcifn estérica de 1a Pr cuando los geles se tifie-
ron_part esterasas.

" La tdentificaci6n de los fenotipos FF, $S, 00 y FS, indican que el sis-
tema  puede estar codificado por tres alelos autosSmicos codominantes: el
F.el SyelO.



El no haber detectado los fenotipos FO y SO no indica que estos no exis
“tan en la poblacién estudiada ya que en un momento dado pueden ser confun
didos con los fenotipos FF y SS. Puesto que estos migran en la misma zona,
diferencisndose los fenotipos FO y SO de los FF y SS en que los primeros
se presentan como bandas menos densas y los dltimos como bandas m&s densas
(7). Aunque la densidad o grosor de las bandas. también puede estar influen
ciada por 13 cantidad de muestra aplicada, aunado a esto la falta de expe-
riencia para detectar los mencionados fenmotipos.

Al comparar las frecuencias de alelos obtenidas en este tr;ba'_jo con las
de otros (Cuadro 5). Se observa que el alelo F en las razas Dorset, Tabas ~
co, Tarset, Suffolk y Merino de L'est (7), es el que se presenta con ma-
yor frecuencia y el de menor frecuencia es el 0.

También se aprecia que las razas Dorset y Karakul (8) presentan el alelo
F con 1a menor frecuencia. . .

Estas comparaciones indican que puede existir relacién filogenética entre
estas. razas, Ademis de una variaci6n de frecuencias para los alelos en
l@s mismas. Concluyéndose que el sistema Pr podrd ser usado como marcador
genético.
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Cuadro ¢ 1.

13

Frecuencias Fenotfpicas y de Alelos Encontradoes

en Sueros de Ovinos de 1a Raza Dorset.

Fenotipos Nimero de Animales §z§32$3f:: Fr:f:fggia
FF 3 0.1363 F=0,2044
00 8 0.3636 0=0,3636
ss 8 0.3636 5=0.4297
Fs 3 0.1363
FO o 0.0000
SO 0 0.0000

Total 22
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Cuadro # 2. Frecuencias Fenotipicas y de Alelos Encontrados

en Sueros de Ovinos de 1a Raza Tarset.

- Frecuencia Frecuencia
Fenotipos Namero de Animales Fenotfpica Alelos
FF 8 0.4210 F=0.4736
nnp 7 0.3684 0=0.1578
SS 2 0.1052 $=0,3684
FS 2 0,1052
FO [¢] 0.0000
¢ 0 0.0000
Total 19
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Cuadro 3. frecuencias Fenotfpicas y de Alelos Encontrados

en Sueros de Ovinos de la Raza Suffolk,

p Frecuencia Frecuencia
. Fenotipos Nimero de Animales Fenot fpica Alelos
FF 6 0.3333 F-0.4722
" 00 4 0.2222 0=0,2222
ss 3 0.1616 $=0,305%
S 5 0.2727
I FO 0 0.0000
50 ] 0.0000
Total 18

L
{
P
!
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Cuadro l‘ 4. Frecuencias Fenotfpicas y de Alelos Encontrados

en Sueros de Ovinos de 1a.Raza Tabasco.

i . .
Fenotipos Nimero de Animales ;::‘o'ﬁ:"::: ) F':ﬁ:ﬁ::"

FF 6 0.5458 F=0.6363

00 1 0.0209 0=0.0909

sS 2 0.1818 5$+0.2727

FS C 2 0.1818

FO 0 ©.0000

SO 0 0.0000

L Total 11
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Cuadro ¥ 5. ' Restimen de 1as Frecuencias de Alelos Encontradas en
este Trabajo y de 1as Publicadas por Efremov et al.

{7) , Egorov y Ni.(8).

Raza Erec:x:encia(sl de Alelos
Dorset 0.2044 '0.3636 0.4297
Tabasco' 0.6363 " 0.0909 0.2727
Tarset 0.4736 0.1578 0.3684
" suifolk 0.4722 0.2222 0.3085
Sharplantna 0.077 {7) 0,532 0.390
‘. Ovchepole . 0.042 (7) 0.515 0.435
- Mering de L'est 0.a00 (7) 0.283 - 0.316
Karakul 0.301*(8) NP 0.699**

NP= NO PUBLICADA
* = Mencionado como alelo A {r&pido}

**- Obtenido de la sustracciSn 1,00-0.301




18

Figura # 1.

SS FS SS SS FF FF SS SS FF SS S5 FF FS

Fotograffa que muestra los fenotipos FF, SS y FS, de Tos
sueros de ovino de las razas Dorset, Tarset, Suffolk y

Tabasco.
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Figura # 2.

5SS 00 SS 00 oo 00 OO0 FS 00 00 OO SS 00

Fotograffa que muestra los fenotfpos 3S, 00 y FS, de los
sueros de ovino de las razas Dorset, Tarset, Suffolk y

Tahasco.
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Figura # 3.

Pr

Alb.

SS FS SS SS FF 00 00 SS FF FS FF SS Fenotfpos

Diagrama que muestra los fenotfpos de prealbiminas dcidas
‘encontradas en sueros de ovino de las razas Dorset, Tarset,

Suffolk y Tabasco.
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Figura # 4.

* Pr
**x
Alb
Linea
de
inser-
cidn.
FF F0 FS S0 SS 00 * Fenotfpos
prealb, P
MS Ss MM FF M FS **Fenotipos
Sistema X

Diagrama de los sistemas de protefnas presentes en la region
prealbiminas, en las razas Sharplanina, Ovchepole y Merino

de |'est.

Tomado de Efremov G., et. al. (7)
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