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RESUMEN.

S¢ desconocen las razones Dbiolegicas de la selectiva
localizacidn de (Cysticercus cellulosae en cerebro, corazén y
misculo estriado. La presencia de elevadas concentraciones de
creatina cinasa (CK) en el ligquido intravesicular ha sugeride la
hipétesls de que el parasito absorbe swlectivamente CK del medio
para su supervivencis. Este trabajo presents la caracterizacién
electroforética de las diversas isoenzimus de CK: MM, MB y BB en
el liquido intravesicular con el objeto de esclarecer su posible
origen tisular. Los cisticercos colectados en los rastros de
Naucalpan y Ferreriu de cerdos masivamente infestados, después de
su separacidn quistica se lavarcon cuidadosamente con agua
destilada, se extrajo el 1liquido con jeringas de insulina y se
transportaron al laboratorio en frascos dmbar a 4 °C. Las
muestras se analizaron por los siguientes métodos: CK-CREATIRE-
KINASE ISOENZYME ELECTROPHORESIS de Lab. SECKHMAN y CE-BAC
ACTIVADO (prueba UV optimada) de Lab. MERCK aplicando 5 y 100-L
de muestra respectivamente., Después de la electroforésis se
tifieron las isoenzimas de CK con nitro azul de tetrazolium y
fenacina netosulfato y las proteinas con rojo de ponceau, cada
placa se cuantifico con un densitdémetrro Beckman., Las actividades
enzimiticas del liguido de cisticercos cerebrales fueron: CK-MM
con 42.17 UI/L en el 100% de las muestras y CK-BB con 38.48 UI/L
en el 17.6% ; musculares CK-HH con 473.05 UI/L en el 100X y CK~-NB
con 14.65 UI/L en el 5.35% ; cardiacos CK-MM con 61.22 UI/L en el
100%. Los resultados sugieren que la CK-BB y CK-MB representan
contanminacién tisular; la fraccién CK-MM es la uUnica isoenzima de
CK qQue s incorporada por el cisticerco, indicando una gran
selectividad de la membrana vesicular,



A). I NTRODUCC.IOR.

1.- IMPORTANCIA BIOLOGICaA.

A difercncia de la mayoria de otras células, los masculos
contienen compuestos diferentes del ATP que pucden almacenar
cantidades relativamente grandes en enlaces de fosfatos de alta
energia., Una de ellas es creatina, sustancia que contiene
nitrégeno y que se encuentra en los misculos de la mayoria de los
vertebrados y de algunos invertebrados. La creatina puede aceptar
el grupo -0°P del ATP y convertirse en creatina fosfato, gque se
considera como un reservorio de enlaces de fosfatos de alta
energla en: misculo, corazén y cerebre, generando ATP cuando
aumenta la demanda de este compuesto. Recientes estudios de
resonancia magnética nuclesar con 3P sobre musculo y corazén
intactos, hap comprobado esta funcidn (1).

Creatina cinasa (CK: sadenosina-5-"-trifoafato: creatina
fosfotransferasa, EC-2,7,3.2) es upna enzima que se encuentra
generalmente en todos los vertebrados, cataliza la siguiente
reaccién reversible, (2)

HsC NH?2 HyC NHz
L4 CK - ]
-02C-CH2-N~C + HgATP?-<«=ss=sz=sss=zs=>MgADP—+ 02C-CHz-N-C
\ |
NHz NHPOa
Creatipa Eosfocreatina

cuya constante de equilibrio es de 0,038-0.042 & pH 8.55 (3).
Lehnan (4.5), demostréd que el equilibrio de la reaccidén se
desplaza hacia la derecha conforme se eleva el pH.

La purificacién parcial de la enzima que cataliza ésta
reaccién fué reportada por primera vez por Banga (3) vy
Askonas (8).

La creatina cinasa (MM), especialmente la derivada de
misculo esquelético de conejo ha sido objeto de gran mimerc de
estudios en diversos laboratorios, utilizando métodos
fisicoquimicos para conocer la estructura del sitic activo ¥ el
mecanismo de transferencia del grupo fosfato (1).
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En la fig (1) sSe¢ @muesira el oecanismd de acCitn de 1a
entina, sugerido por Crane ¥y wmodificade posteriormente por
Hildvan y Cohn (7), el cual consiste en cos pasos separados: el
prisero involucra la transferencia <el grupo fosfato (3--22) y el
segundo un ntercarcbio de ligando en el petal, acoplado a un
c;nbio conformocional del complejo enzima-metal-nucleotido
{2--1>3).

La enzima se localiza principalmente en misculo, cora=és,
cerebro y en mencr cantidad en otros tejidos, esta encargada de
suzinistrar energia cuando alios niveles ce ATP son requeridos,
para ‘lu reacciones dependientes de ATPasa por ejenplo: la
creatini cinasa esta involucrada en el transporte idpico a
través de las meabranzs del reticule sarcopldszmica (8.8) ¥ de
superficie celular y participa en la fagocitosis de macréfages
peritoneales ce ratdn (10), en el control de la glicdlisis, en la
respiracidn mitocondrial durante la contiraccidén nuscular, en la
1ideracién de sustantias neurotranszisoras dependientes de ATP en
weabranas ainapicsomales ce Cerebro y un nuevo papel estructural
bha sido propuesto para explicar la unidn de =micfilameptos de la
linea ¥ de misculo )y de ias fibras de miosipa, lo cual sugiere
una funcidén fundamental de la creatina cinasa en el proceso de
contraccion muscular, ¥oons y colaboradores (11) localizan por
ipzuncoflurescencis a la creatina cinasa en los husor mitdiicos de
células no nusculares, estwo significa gque la creatina cinasa
suninistra cnergia para la mitdsis.

La creatina cinasa citopliasmica de tejidos de mamiferos es
un disero, comnstituido por 1aa subunidades: ipo nmuscular (M) y
tipo cerebral (3B) (L.\bla 1). De su conbinacidn resultan ires
iscenzimas: MM, EB, B3,cuyos tiempos de vida media son 15, 12 ¥y 3
horas respectivamente (12},

TABLA (1). TBSO NMOLECULAR FROMEDIO (Zlm‘) Dn Las
SUBURIDADES "M Y "B- DE "4 CINASA ER EL

AUNAND Y ER EL COREJO. ( ?e..: +9,10,11 )
-y -g-

HUBANO 42,750 42,500

CONEJO 41,800 4%,250




Fig. 1 MECANISMO DE ACCION DE CREATINA CINAS& PROPUESTO POR
. MILDVAN Y COHN (24).

1-2) Ocurre la transferencia del grupo fosfato. El metal
prompueve la electroficidad del fosfato.

2-3) 5S¢ 1lleva a cabo ¢l cambio conformacional en el
complejo enzima-metal-nucleoy do-sustrato asociado
a un cambio de ligando.

a) Grupo cationico, posiblemente un Erupo em-amino de
lisina,

B) Grupo sulfidrilo esencial.

(o) Grupo bdsico. Carboxilato 6 imida=zol.

M) Metal.



Las isoenzimms (MM, MB, BB) son de gran importancia en
disgndstico clinico, sus niveles en el suerc humano se slevan en
una gran vuariedad de enfermedades necroszantes (caracterizadas por
células en condiciones de anoxia (16)), incluyende disurofia
muscular e infarto al miocardio y lesiones cerebrales. Las
determinaciones de creatina cinasa son més confiables que los
?i$cngo§;§diogrﬂmas en el diagnéstico de infarto al miccardio

.18, .

II1.- DETERMINACION DE CREATINA CINASA.

Un andlisis convenisnte de cresatins cinasa lo representa lu
desusparicidén de NADH cuantificada espectrofotométricamente a 340
nm., originslmente desarrollado por Tanzer y Gilvarg(20,21),
utilizando piruvaio cinasa y lactato deshidrogenasa, como enzimas
acopladas

CK

== =>MgADP + Fosfocreatina.

Piruvato cinasa

2).- MgADP + Fosfoenolpiruvatos=szz=zzcxzczzzz=z>MgATP + Piruvato.
Lactatoe deshidrogenasa

3).,- Piruvate + NADH + Hvc====

1).- Creatina + MgATP<=

>hactato + NAD

La reaccidn enczimstica puede ser determinada tambien por la
forwacion de NADPH, utilizando hexocinasa y glucosa-§-P
deshidrogensss como enzimus acopladas. Este anilisis estsd basado
en ¢l anidlisis espoctrofotométrico publicade por Qliver (22):

4).~ Fosfocreatina + MgADP<= =>MgATP + Creatina.

Hexocinasa
5).~ Glucosa + MgATPc==========>Glucosa-6-fosfato + MgADP.

Glucosa-6-P-deshidrogenasa

-6-FP + NADPH +H+



La existencis de tresz isoenzimas de creatina cinasa ha sido
reportads por varios investigadores utilizapdo, electroforésis en
gel de agarosa (17 ,23).Este tecnica separs 1ls actividad de
creatins cinassa de Suero en ilres zonas; cads une representando
una isoenziwma diferente. La fraccio, con 1a mayor movilided es
designada como CK: {BE), coen movilidad intermedia CKs (MB) y le
dltims con la menor movilidad como CHs (MM) (24).

Genoralmente se recurre & wslod Procecili=nles porque la
fosfocreatina es muy 1&bil y dificil de medir. HNo ohstante, se
puvden wooplear otras wecnicas Que mwiden el ADP, el ATP y el
fosfore inorganice directalwnle, como un procudimiento sensible
S8RlCUantitativo gue separa  Jlos proauctos fiversdos usando
cromatografia en capa fines con polietilenimino-celuloss (25) ¥y un
wérode que compite won Sensibilidad ¥ Que esLa acoplado con
luciferasa de luciérnaga (26,27).

I11.- SITUACION DE CK EN (. cwllulosge. Y EN CERDO

Los estudios existentes de . cellplospe son sn su mayorias
de tipo biologico coms el de Cahedo (28). Sin embargo las
investigaciones Sobre aspectos bioguimicos son escasos Yy se
refleren: & 18 identificacion histoguimica de ATPasas en los
microtricos sobre el tegumento del cisticerco , presencisa  de una
cublerts llamade glicocalix sobre la wswbrana vesicular exierna
del parédsito que tiene un papel importante en la supresidn de la
respueste inmune (25,830,331), composicion del fluido vesicular en
forma muy general (32), BryunL (33) y Berret (34) dan un panorama
guneral de los caminos metubdlicos a nivel celular necesarios
pare lua obtencidén de whwrgle de varies parassites helmintes.

Lu preswncias de las slgulentes enimas hias sido  descubieris

en varios custodos: malato deshidrogenasa, glutanato
deshidrogenasa, piruvato cinasa, fosforilasa, Iosfohexomutasa,
hexocinase, aldelasa, fosfoglicernldehidn des nscs Y

oxidasa lactica, fosfoenolpiruvate carboxiguinasa (34, 39)

En general no existe informaecion biblisgrafica especifica

agerca de la presencis ge la enzima CK en la  larve de
i . Barret (34) menciong que unos pocos invertebrados
presentan creatina (sustrato de CKj).

Ocho tipos diferentes de guanidinas han sido identificadas
como fosfagenos en la naturslers, aungue la mayoris son de tipo
arginina en invertebrados y creatina en vertebrados.

En un grab numerd de parasitos helmintos e  usual que no
poscan cantidades detectables de szfabch“ A1 menos solo trazas
se han encontrato en adultos de seio in Mopiazin

cxpansy ¢ Hrmenolepis diminuta.



La ausencia y presencia de fosfagenos y sus respectivas
enzimas biosintéticas en varios helmintos pardsites adultos tiene
iasplicaciones importantes para el control del octabolismo de
éstos . En demanda sibita de energia 1 ATP es desdoblado a ADP y
fosfate;, eon éstas condiciones ol ADP ©s inmediatawcnte
refosforilado por la via fosfotransferasa (34).

Si no hay reserva de enlaces de fosfatos de alta energia en
®l parasito una demanda subita deberia llevar a una caida
transitoria de la relacidn ATP/ADP.Los helmintos, viviendo en un
ambiente sin grandes cambios de demandas energéticas podrian ser
capaces de acelerar la glicolisis para aumentar su reserva de
fosfatos de alta energia. Vias alternativas para mantener la
relacidén ATP/ADP la representaria 1la reaccion de miocinasa,
catalizando la refosforilacidn de ADP (34,38)

Ademds se ha considerado que los helmintos y suas larvas son

incapaces de sintetizar colesterol, Aacidos grasos saturados e
insaturados, purinas, pirimidinas, esteroides y porfirinas
(34,38).

Recientemente se ha demostrado la presencia y sintesis de
tetrapirroles (37,38), por lo que se requlere mayor investigacién
para confirmar la existencia de vias biosintéticas del parasito.

En relacidn al hospederc porcino, cuatro cretina cinasas
séricas han ~sido separadas por técnicas electroforéticas;
BB{CK1), MB(CKz), MM(CKs) y CKe, datos experimentales sugieren
que esta ultims fraecidn puede ser de naturaleza BB y estar unida
& inmunoglobulinas {IaG) en  SuLLo. En muscule esquulético
estriado solo CKa 86 ha detectado: musculo cardiaco contiene
principalmente CK-MM (95%), asi como pequedlas cantidades de CK-
MB(5%). En el tejido cerebral (materia gris y materia blanca) la
fraccidn CK-BB domina, sin enbargo algo de CK-MM (20-57%) ha sido
detectada y adicionalmente en wateria gris ha sido encontrada CK¢
{24,39).

La actividad de CK ha sido encontrada ser diferente para
cada tejido del cerdo: La mas alta actividad de CK se presenta en
musculo esquelético, seguida por nmuscule cardiace y tejido
cerebral, mientras qQque las mis bajas actividades se han datectado
en la mucosa intestinal y gastrica y so0lo trazas en Organocs cCombo
rifién, suprarrenales, higade, pulmones y vasos (39).

Es un hecho bien conocido gque los cerdos son  @uy
susceptibles al estrés, incrementando la actividad sérica de
MM{CKi), por lo que =e han estudiado diversos factores que
influyen sobre ésta actividad en la determinacién de laboraterio:
la técnica de sangrado (aguja & cateter) (26,40), contaminacidn
de tejido muscular, bhendlisis, tiempo de almacenamiento en
refrigeracién a 4 *C, liofilizacidn, estabilidad a -20 "C y 70 °C
e influencia del estrés, demostrandose que el factor mas
importante lo representa la contamipacidén de tejide muscular y el
astrés (41,42).
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IV.- CICLO DE VIDA Y ANATOMIA DE Cyssticercus cellulgsae (fig. 2).
La forma adulta de Qyaticercus esllulosas s Tscpia aclium o

“la solitaria del hombre”. Es cosmopolita en distribucisn, sin
embargo es comun en Europa central, India, China, La Unidn
Soviética, Africa y México.

La tenia llega a medir hasta 7 metros de longitud, tiene un
escolex con un rostelo armade de dos coronas compuestas de 25 a
50 ganchitos cada una y cuatro ventosas. Kl estrébdile o cuerpo de
la tenia esta formada de 800 a 1000 progléotides. En seguida del
cuello estan los progldtidos inmaduros los cuales son cortos y
anchos, estan seguidos por proglotidos maduros mwas grandes y
cuadrados y finalmente por los proglétidos gravidos mas largos
que loa anteriores, son los mis viejos y proximos al extremo del
cuerpo de la tenia, en ellos los organos reproductores y denas
estructuras estan degeneradas. Los proglétidos gravides contienen
de 30 a 50,000 huevecilles, son desprendidos del esurébilo y
eliminados del cuerpo humano en las heces. Cuando los huevecillos

son comidos por suinos © humanos, la accidn de los jugos
g@astricos seguida de los Jugos intestinales causa la liberacidn
de las oncdsferas (de 30 a 43 micras de diametro), las cuales

penetran en la pared intestinal y entran en la vena portal
hepatica: son llevadas por el torrente sanguineo a través del
higado, corazdn y pulmones entrsndo en la circulacidén general. Por
Gltimo ellas dejan los vasos sanguineos y se desarrollan en
cisticerco ( )., alojandose principalmente en
los musculos estriados, particularmente del cuello, las
extremidades, los honbros y 1a lengua, perc tambien se le halla
algunas veces en el corazén, la pared abaominsl, el higado, los
pulaones, el cerebro y los oJjos. El ¢isticerco es un quiste
traslucido oval poseedor de un escédlex invaginado opaco con
cuatro ventésas y un circulo de ganchos. Generalmente estd
cerrado en un capsula adventicia resistente excepto &n £l humor
vitreo, en la pia madre o en los ventriculos laterales del
cerebro, donde puede no existir. Adquiere su tamafic midximo en
aproximadamente diez semanas, loa quistes son ovales, de 5 mm. de
largo por 8-10 mm de anche, pero en cerebro se pueden desarrollar
mas grandes. Cuando la carne de cerdo psrasitada es ingerida
cruda 6 poco cocida, el cisticerco queda libre, el excolex se
evagina y se desarrolla un gusano adulto & tenia (43,44,45).




Fig. 2 CICLO DE VIDA DE C. cellulosge (44)

A, huevo., B, cisticerco invaginado. C, cisticerco evaginado. D,
humano hospederc definitive. E, cerdo hospedero intermedio.

1, ese¢olex; 2, ventosas; 3, rostelo; 4, cubierta estriada del
huevo (embrioforo); &, oncosfers & hexacanto; 6, vesicula del
ciaticerco.

Descripcion,

4, céstodo 6 adulto on el intestino humano; b, proglétido gravido
desprendido; c, huavecillos sallendo del proglotido; d,
huevecillo libre; e huevo ingerido por suino; £, eclosidn del
huevo; g, oncosferas penetrando la pared intestinal y entrando a
la vena portal hepitica; h, oncosferss pasando a través del
higudo; J, oncosferas en pulmones; k, oncoesferas en el lado
inzquierdeo del corazdn; 1, oncosferas entrando a la circulacidn
Runeral; @, oncosferas enwrande a nmasculos esqueléticos; n,
cisticercos en misculos esqueléticos y cardiscos; o, cisticercos
en  jamones; P, cisticercos en embutidos; q, infeccidn en «l
humano por ingestion de cisticercos en carne de cerdos; r.
cisticerco evaginado; s, prog@lotido gravido llevado al estdmago
por peristalsis reversiva donde los huevos son liberades; t,
huevos en el intestino; u, oncosferas en intestino; v, oncosferas
ssliendo de los vasos sanguineos en el cerebro; w, cisticercos en
cerebro.



CICLO DE VIDA DE €. cellylosas. (CONTIHUACION).

Fig. 2
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Iv. CISTICERCOSIS.

La cisticercosis representa un grave problema de salud
piblica wendéwico wn  América Latina gque ha permanecide sin
variacién en los Qltimos 50 afios consecuencia del fecalismo

humane al aire libre y coprofagia de animales. La prevalecencia
de la 1teniasis y la cisticercosis se manifiests en los humanos
independientemente de su clase social. En la cisticercosis

porcina es evidente gue los sistemas de produccién determinan de
manera fundamental la presencia de la enfermedad. Los modelos de
produccidén donde las inversiones de capital se canalizan para
crear instalacicnes ideales para el habitat del animal se abate
considerablemente westa enfermedad. Lo que constrasta con les
establecimientos de produceidén porcina medianamente tecnificades
o con los establecimientos rasticos o de economia familiar, en
los que en muchas ocaciones se permite que los cerdos deambulen
libremente por el traspatio de la casa 6 por todo el pueblo.

El heche de gue los cerdos sean sacrificados en su primer
afio de vida podria explicar la aparente zusencia de reportes de
sintomas neuroldgicos. Varios autores han referido que durante la
cisticercosis existe dolor en el hocico del animal, movimientos
involuntaries, veértige, crisis epileptiformes, curvadura del
raquis, pleurcstotonia, opistotonia, excitacién signos y sintomas
generales de una encefalitis aguda e inclusive muerte sabiva. En
dgeneral, este céstodo en estado adulto reglstra principalmente
irrittacidén en la mucosa intestinal en los sitios de adherencia,

asi comdo delor abdominal sensacidn de hambre, indigestidn y
diarrea; en casos excepcionales puede presentarse oclusicn
intestinal, intoxicucion por absorcicén de sus descchos

mevabdlices y aun peritonitis al peforar al excdlex la mucesa
intestinal (45).

La deconmisacién e incineracién de los cerdos infestados
constituye un gran provliema econdmico que ocasiona cuantiosas
pérdidas anuales: mil millones de pesos en Héxico y 350 billones
en Latinoamérica (46).

La informacidén obtenida en el presente trabajo sobre la
distribucidn de creatina cipnasa en cisticerco puede contribuir a
comprender nmaejor las bases bioquinicas y metabélicas del
parasitismo en cerdos y se¢res humanos y ser de utilidad para el
diseflo de firpacos selectivos para la destruccidn del parasito.



Recientemwmente ha sido identificada upa intensa actividad de
Crestina cinasa en el liguido vesicular del wmetacédstodo
cellulpsue (47) gque requiere un estudio
sistemdtico para aclarar su origen y funcidn; (€3 una €nzia que
proviens del medio en que estd colocado el quiste & es
introducido por el aumento de permeabilidad del tegumento durante
el sufrimiento que ocurre en el sacrificio del hospedero porcino

O es sintetizado por el parasito?,




B) OBJETIVO GENERAL.

Caracterizar el tipo de isoenzimas de Creatina cinasa {CK-
MH,CK-MB y CK-BB) que presenta el lliguide intravesicular de
Cyaticercus cellulosas

L (LIC), aislado de diferentes drganos de
cerdo; corazén, cerebro y misculo; para determinar el posible
origen de las miamss., Por npedio de electroforesis en gel de

agarosa y espectrofotometria.




c

HIPOTESIS.

S2 postula que el parasito ebsorbe  l&s  isoenzioas  de
Creatina cipnass (MM & @uscwiar ¥y  6b v  verebral) de acuerdc &l
WiLio de enguisluxicihto, almacenandaly pars sus requerikientos de
AYE: vitales para su desarrslile ¢ Supervivandia. En estas
cogpdiciones los gquistes cardiacos deberdn conlener principalpernte
la fraccion HM{CKa}, el cerebral BE(CK:) y el de miuisculc estriads
HHICKa ).




D) METODO.

I.- OBTENCION Y CONSERVACION DEL LIQUIDO INTRAVESICOLAR Y DE
SURRO POBCIND.

Material y Reactivos.

Centrifugs €lijicy BHG ROTO UNI Instrumenta S.4. mod. §01.
tubos para centrifuga de 50 ml., Jeringas de insulina de 1 ml.
con agujas calibre 21 o 22, frascos &mbar de 10 ml, estuche de
diseccidn, &agus Gestilada.

Procedimiento.

Sc obtuvo en los rastiros de Nsucslpan y Ferrerls muestras de
sangre porcina y carne parasitada, provenliente de  cerdos
masivamente infestados con Qystigsrcus eellulosze. Una vez
localizados los parasitos en misculo, Corazén y cCerebro el
tejido que se encontraba sobre cllos fué eliminade descubriende
una de #us caras (la muyor parte de los quistes fueron aislados
completanente del tejido), enseguida fueron lavados con agua
destilads ¥ el liguide vesicular fué extraido con ayuda de
Jeringas de 2nsulins, (fig. 3) clasificandolo en funcidn del
tejido proveniente. Las muestras se transportaron en frascos
ampbar &4 4 “C al laboratorio (fig. 4) (48)}. El liguido vesicular y
el suero colectado después de la centrifugacidn de la sangre &
5000 rpno. 5 ain., se mantuvieron en refrigeracion (2 a 8 °C)
hasta <l momento de utilizarse (15-27).
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Fig. 3 OBTENCION DEL HATERIAL BIOLOGICO.

Los elsticercos: fueron lavados con ayuda de un cuadazo?
durante 30 seg. antes de extraer =1 liguide vesicular
con jeringas de insulina.

al
b)
<l

=y
5

A

Fig. 4 CONTENEDOR UTILIZADO PARA EL TRANSPORTE DE MUESTRAS
(TEMP. INTERIOR 4 oC).

Envase térmico.

Refrigerante para vacunas (congelado)
Termdmetro,

Envase 2pbar para muestras.

Soporte para ¢nvase de muesiras.
Muestra.

we DLOOE
o
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11.~- METODD ESPECTROFOTOMETRICO ($8).
(Prueba UV optinsda}

La actividad de CK total fué medida espectrofotomérricamante
en base a las reacciones siguientes (22):

=> Creatina + ATP

ATP + D-Glucosa <= z=> ADP + D-Glucosa-6-Fosfato

Glucosa-6-P-Deshidrogenasa

D-Glucosa-6-Fosfato « NADF¢

-6-Fosfato + NADPH + He

Se mide la velocidad de aparicion de RADPH fotométricamente
a 340 nm; los valores de absorbancia son directamente
proporcionales a la actividad de creatina cinasa en el material
de muestra: actividadwabsorbancia ; actividad=z K (absorbancia).

MATERIAL Y REACTIVOS.

Celdas espectrofotométricas de 1 cn de espesor,
especrrofotdmetro Perkin-Elwmer 35, pipetas de 2 y 5 ml y
crondmetro.

Material biologico: suero porcino y liquido intravesicular.

Kit CK-NAC-activado prueba UY optimada de Diagnostica HERCK
contaniende: Solucidén amortiguadora de acetato-imidazol 100
mol/L, pH 6.7, Mezcla reaccionante (enpzimas, coenzimas vy
SuUSLrato) compuesto por: Fosfocreatina 30 nwol/L,Glucosa 20
nol/L; N-acetileistelna 20 wmmol/L; acetato de magnesio il
nwol/L:; EDTA 2 mmol/L; ADP 2 mmol/L, NADP 2 mmol/L, AMP 5 nmol/L
Adenosina-5"-pentafosfo-5 -adenosina, 10 v¢ mol/L, Glucosa-§-
fosfato deshidrogenasa > 1.5 kU/L; Hexocinasa 2 2.5 kU/L.

Se disuelve la mezcla reaccionanta liofilizada con 2.5 ml de
la solucidén amortiguasdora.

- 17 -



PROCEDIMIENTO.

A 2.5 ml de solucieg 4o 14 mezcla resccionante se pipetearen
0.10 ml de liquido intravesicular &  plasni, se hezclaron y se
mantuvieron s temperaturs constante durante tres minutes (23 a 25
“C). El sumento de densidad 6ptica se registrd durante 5 min. a

una longitud de onda de 340 nm.. Si durante la medicidn las
diferencias de extincién nolar (absorbancia) por minuto (AE/min)
a 340 nm ersn  mwayores gue 0,250 se repitid ls delerminacién con

€l material problems diluide 1:10 con solucion de clorure de
sodio (NaCl) y el resultado se multiplico por 10.

Calculo.

Datos experimentales denuestran que existe una relacidn
directa entre la sactividad de CK y ¢l AE. Esta relacidn describe
URa Curva cuya ecuacidn es y=mx + b, siendo b= 0 y la pendientes
4127 a 25 °C.

Se promediaron los canbios de densidad dptica por minuto
(AE/min) y se aplicd & la siguiente férmula:

Actividad = AE/min x 4127

el resultado se expresa en unidades por litro (UI/L).
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I11.- METODO ELECTROFORETICO (50,51,52).

Se utilizo g1 de agarosa Paragon Beckman para la separacién
electroforética de las  isoenzimus de creatina <cinasa; 1la
visualizacion del paLrén electroforéiico s efectud
colorimétricamente utilizando Fenazina metosulfato (FMS) y Nitro
4szu} de Tetrazolium (N-ATZ) (53,54). La técnica se basa en la
tincion modificads por Rosalki para CK (57).

Material y Reactivos.

1. Caja para incubacidn, pipetas graduadas de 2, b y 10 ml,
Plantilla para aplicacidn de muestras, plantillas para secar el
exceso de muestra de la plantillas de aplicaciédn, plantilla para
secar las placas, fuente de poder de 100 volt y 30 mh por gel,
celdas de electroforésis para placas de 3 x 4 pulg. (76.2 x 101.5
mm), pipeta micronétrica de 54 L, incubadora & estufa (45 °*C),
secador mantenido a 75 “C.

2. Material bioldgico; muestras de suero porcino y liquido

intravesicular,
3 Kit BECKMAN Paragon para electroforésis de CK
conteniendo: Gel de agarosa Paragén, conservado a temperatura

anbiente entre 18 “C y 25 “C (no se debe congelar o refrigerar),
Buffer de acetato imida=zol pH 7.S5olucién sustrato compuesta per!
Fosfocreatina 15 mmol/L, Adcnosina-5°-difosfave (ADP) 4 mmol/L,
Adenos ina-5 "-monofostate (AMP) &L nmol/L, Magnesio 15 mmol/L, D-
Glucosa 20 mwol/L, Nicotinamida-adenina-dinucleotido fosfato
(NADP) 4 nmmol/L, N-acetilcisteina 20 wmol/L, Hexocinass 6650
visL.
4. Solucién colorimétrica compuesta r:

u#) Fenacina metosulfato (FMS) (Sigma Chem.), 2mM en
buffer morfolino pH 7.

b) Nitro-azul de tretrazolium (N-ATZ) (Sigma Chem.), Z2mM
on butffer morfolino pH 7.

Sc merelan 1 ml. de &a ¥y b al momento de utiliszarse.

s 5. Solucion Rojo de Ponceau de Beckman Instruments: Ponceau
v 1%,
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6. Solucion slcohol-acide acétice: 10% de acido acético

(Merck grado analitico), 60% de sianol(Merck &rado analitica}l,
30X de agua.

7. Selucidn de scido acético {(Merck grade analitico) al 5% .

PROCEDIMIENTO (¥ig. 5

Cada compartvimiento de la celda de elecuroforésis se lleno
con 50 mwl de buffer acetato-imidazol pH 7, despues de secar la
placa de gel con 1la plantilla secadora; se colocd la plantilla
para aplicacién de muestras sobre el mismo (alineandola con las
marcas de la placa);se sagregd b5 L de la solucidn problema (susro
é LI} en los canales de la plantilla, despues de 5 win. tiempo
pucesaric para qQue se difundiera la nuestrs sobre el gel, se seacd
lz plantilla y se coloco la placa de gel en  la celda de
electroforésias con la marca (-) en el cdtodo; la celda se conectd
a la fuente de poder calibrada a 100 volt y se coxrrié durante 35
min: una vez terminada la electroforégis el gel se cubrid con una
plantillc secadora embebida en 2 ml, deé solucidn sustrateo y se
incubd a 45 *C durante 20 min: &l término de la incubacidn se
removid la plantilla secante de la superficie del gel y se le
agregd la solucidn colorimétrica (N-ATZ-FMS}, despues de observar
las bandas de cresatina cinasa de color violeta se lavo el gel con
buffer acetato-imidazol pH 7 y se secd perfecramente a 75 *C, A
continuscidén se tifieron las proteinas con solucidn de Rojo de
Ponceau durante 10 min. despues se lavo la  placa  con acido
acético al 5 %, haciendo varios cambios de ésta soluciop, Por
dleimd se secd la placa a 765 “C. La concentracién de proteina y
CK se cuantified en un densitémerirc Beckman CDS-200.

EVALUACION DE LOS CROUMATOGRAMAS.

Para la identificacion de las distintss bandas de CK en cada
patrén  elecrtrofarético se calcularaon los Rx {factor de
corrimiento con respecio al compuesto de migracldn més rdpida)
atilizando la sigulente férmula (58

Rx = ________distancia recorrida por la suswangia. . .

distancia recorrida por el compuesto de referencia
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5 TECNICA DE ELECTROFOKESIS. EQUIFO PARAGON BECHMAN {(50}.

Colocacidn de la plantilial PAra muestras.
Aplicacién de la muestrs en el 8512 con nicropipetal.
Colocacidn del gel en la celds de cleciroforésist.
Fuente de poder® y celda de wlectroforesis,
Lensitdmelro Becknon CDS-200.




IV. - DETERMINACION DE PROTEINAS.

La cuantificacios; (¢ proteinas se realizé de acuerdo a las
recomendaciones del laboravorio de anélisis cliaicos del 1HSS
(58).

MATERIAL Y REACTIVOS.

Centrifuga BHG ROTO UNI Ins vrumenta 5.4A. wod. 801,
espectrofotémetro Perkin-Elmer 35, celdas espectrofotométricas de
1 cm de espesor, pipetas de 1 y 5 ml, croncmetrs.

Haterial biolégico.

Liquido inuravesicular de C gellulp=ae, suero porcino obtenido de
la centrifugacidn de la sangre a 5000 rpm. durante 10 min.

Sclucidn estandard de proteinas preparada con albimina de suero
bowvino 0.1 /160 ml ( JT Baker, grado reactivo), solucion de RaCl
al 0.9% (IMSS, grado reactivo), d4dcido sulfosalicilice al 3%
(Sigma chemical,grado reactivo), NuOH al 32 (Sigma chemieal,
grado reactivo), reactivo de Benedict (1MSS, analisis clinicos),

A). En el liquide inuvravesicular de C. g¢pliulosae.

La cuantificacion se realizd por el método del &cido
sulfosalicilico (60) Se elabord una curva patrén con
concentraciones de 1 a 10 mgsl100 ml de proteina, obteniendo una
grafies (fig. 6 a) cuya ecuscidbn es y= 0.4 x;

Concentracion mg/10 ml= 0.50 x (absorbancia).

1. - Se colocaron en celdas especirofotométricas :

a). Solucion patrdn compuests por: 0.1 mwml de solucidn
eatandard de proteinas, 0.9 ml de sclucién salina al 0,9% , 3 ml.
de acido sulfosalicilico.

L). Blanco CcompussLY por. 3 wl. Jdo acido sulfozalieflice, 1
ml. de solucidén sulina fisioldgica.

€). Solucién problema compuesta de: 0.1 ml. de liquido
intravesicular del parasito, 0.9 ml de solucién salina

fisiologica, 3 ml. de &cido sulfosalicilico.

- 22 -
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Z2.- B¢ dejo reposar 1U min. y se leyd la absorbancia del patrsén
(Ap) ¥ del problema (Ax) frente sl blanco de reactivos a 445
nm,

3.« Céalculo:

g. de proteina/100 wl.= Copcentracion del patron(g/i00ml) x Ax
Ap

B). En suero porcino.
La cuantificacion se realizéd por el método de Biuret (81).

Se elaboro uns curva patrén con  cohcehtraciones de 1 a 15
€/100 ml. de proteina, obleniendo uwua grafica (fig. 6b) cuya
ecuacion os:

€. de proteinaslo0 mi.= 30,31 x (abserbancia) - 0,38

Los datos experimentales muestran Qque la concentrsclon de
proteina tiene una relacidn lineal con asbsorbancia dentro del
intervalo empleado (1 a 15 @a/7100 wl). A concentraciones de
Proteina meneores de 1 g/l00 mi. la relacién es de tipo
exponencial.

1. 5¢ c0loce en celdas espectrofotomerricas:

a). Solucidn patrén  compuesla nl  de solueidn

estandard de proteinas, 4.9 ml de NaOH al 3

wo
e

b). Blanco compuesto de: 5 ml de NaOH al 3 %

a). Solucidn problemwsn: 0.1 wml de Suero porcino, 4.9 ml de NaOH
al 3% .

z. Se¢ agregd® innediatamente a cada tubo 1 ml de reactivo de
Benedic y se mezclo,

3. Despues deo 15 min. s= leyd la absorbancia del patrdn (Ap) ¥
del problema (Ax) frente al blanco de reactivos s L45 nm.

4. Cajlgculo:

&- de proteinas/100 ml.= Conceptracidn Ad;) Dairén (g7100 ml) x Ax
P
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RESULTADOS.

Durante la colecta de muestras la localizacio, de1 parasito
fué mwas frecuente en misculo esquelético y aun cuando este tejido
estaba musivamwente infestado en la mayoria de 1los casos se
sncentrd que cerebro y corazon no presentaban cl miswo grado de
infestacidn. Estos datos estan de acuerdo con los publicados por
otros autores {62,83) respecte al sitio do preferencia para
enquistamients e¢n el cerde; estando el musculo en  primer lugar;
despues corazén y cerebro.

El patrén electroforético de las 1isoenzimas de CK en el
liquide intravesicular de =l}lnlosse  enguistado en misculo,
corazoén y cerchbro {(fig. 7 a,b y ¢ respectivamente) mostrd la
pPreschcia $0lo de una banda que se locslizd en la  regidn
globulina, correspondicnte & la 1scoenzima CHK-MM. En muestras de
LIC proveniente de misculo y cerebro se observd la aparicion de
una segunda banda localizada en el primer caso en la regidn oy -
globulina y en el segundo caso en la regidn de albumina que
corresponden a las fraccliones CH-MB y CHE-BB respectivamcate. La
aparicidn de estas bandas ocurrid una vez en €l LIC on misculo y
tres veces en el LIC en cerebro.

En la fig. 7¢ se presenta el corrimiento de dos muestras de
LIC localizado en cCerebro: una fue colectada sin separar al
cisticerco del tejido donde se= localizaba, la otra fue tomada del
cisticerco aislado del! tejido de enguistamiento y separado de su
guiste. Se observd que la fraccidn CKE-BB aparecié solo cuando la
wuestra se ¢olecid sin aislar al pardsivo.

En suero de cerdo fueron detcctadas las tres isoenzimas de
CK (fig. 7d4), encontrando una mayor proporcion de CK-MM que de
CK-MB y de ésta mas qQue de CK-BB (tabla 2).

La activicaad promedio de CK en suero de cerdo (tabla 3,
£ig.8) resultd ser mids elegvada gque en las distintas nuestras de
LIC y de estas las localizadas en nldsculo presentaron la mayor
actividad;, despues con valores scmejantes corazén y cerebro, esto
se probo estadisticamente (tabla 4).
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Ta PATRONES ELECTROFORETICOS LE LAS ISOENZIMAS DE CH Y

Fig.
PROTEINAS EN SUEKRO PORCINO Y LIC REALIZADA EN GEL DE
AGAROUSA DURANTE 35 MIN. A 100 VOLTS.
+ Indica el sitic de aplicscioy de la mussira, el movimiento
de las p_t-ndas @5 a purtir del catodo (-) hacia el &nodo (+).
CK se tiic gon tH5-HNATZ y protelnas con rojo de ponceau.
{A) Esquems normal del patrdn electrofordtico

de proteinss en suero humsnoe (54),

Los patrones electroforéticos de las .
isoencimas de CK se presentan de color violeta y

proteinas de color rojo en

{B) Suero porcino.

(C-L) Liquido intravesicular de diferentes
cisticercos localizados en miasculo. Notar
la presencia unicamente de CH-HM.
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Fig. 7b. PATRONES ELECTROFORETICUS DE LAS ISOENZIMAS DE CK Y
PROTEINAS EN SUERO PORCINO Y LIC REALIZADA EN GEL DE
AGAROSA DURANTE 35 MIN. A 100 VOLTS pH 7.
{CONTINUACION) .

K : {A) Esquema normal del patron clectroforético
de proteinas en Suerc humano (55).

Los patrones electroforéticos de las
- isoenzimas de CK se presentan de color violeta y
proteinas de color rojo en:

(B) Suero porcino.
(C-H) Liquido intravesicular de diferentes
cisticercos localizados en corazén
porcino.




Fig. 7e

ta)

(B)
{C-H)

{1-J)
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PATRONES ELECTROFORETICOS DE LAS ISOENZIMAS DE CK Y
PROTEINAS EN SUERO PORCINO Y L1C HEALIZADAS EN GEL DE
AGAROSA DURANTE 35 HMIN, A 100 VOLTS, pH 7.

(CONTINUACION).
Esquema normal del patron e¢lectroforérico de proteinas

en suero humano (55).

Loz patronez electroforéticos de las isoenzimas de CK
se presentan de ¢olor violetsa y proteinas de e¢olor rojo

Suerce porcino.

Liguido intravesicular de diferentes
cisticercos cearebrales separados del
sitio de e¢nguistamiento.

Liquido vesicular de distintes
cisticercos cerebrales sin
separarlos del sitjo de
enguistamiento.
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Fig. 74 PATRONES ELECTKOFORETICOS DE LAS ISOENZIMAS DE CK ¥
PROTEINAS EN SUERO PORCINO Y LIC REALIZADA EN GEL DE
AGAROSA DUKRANTE 35 MIN. & 100 VOLTS, pH 7. (CONTINUACION)

(&) Esquems normal del patro; glectroforéticoe de proteinas
cn suero humano (55).

(B-D) Patirones electroforeticos de las isoenzimas de CK
{color violeta) y proteinas {color rojo) en diferentes
muestras de sSuero porcine. Observese la gran

concentracion de CK-HM.



TABLA 2 RESULTADOS DEL PATRON ELECTROFORETICO DE LAS
ISOENZIMAS DE Ck EN EL LIC AISLADO DE TRES
TEJIDUS Y SUERO DE CERDO.
NUMERC DE INTENSIDAD INDIVIDUAL DEL
HUESTRAS COMPONENTE ISOENZIMATICO.
HUESTRA, ANALIZADAS M MB BB
SUERO 5 1T+ T+ +
LIc, EN 13 +rr @ &
MUSCULO.
LIC EN
CORAZON. 8 ++ - @
LIC EN
CEREBRO. 15 -+ @ ES

INTENSIDAD DE TINCION DE L& ISOENZIMA DE CK:

+++ Fuerte

++ Intermedio .+ Débil = Presencia @ Ausente
variable.
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TABLA 3 VALOKES DE ACTIVIDAD DE CK TOTAL EN SUEKRG Y EN LIC
LOCALIZADO EN DIFERENTES TEJIDOS DE CERDO.

RUM. DE ACTIVIDAD

MUESTRAS CK TOTAL INTERVALO
HMUESTRA ANAL1ZADAS X (U1/1). (0I/L).
SUERO 7 1174. 41 568.49 - 1828.80
»SUERQ 5 357.60 270.01 - 43%0,00
»»SUERO £ 649. 60 180.00 - 1080.00
L1C EN
HUSCULO 13 466. 87 69.80 - 1478.80
LIC EN
CORAZON. 8 61,22 16.92 - 139.¢8
LIC EN
CEREBRO. 15 50.30 2.987 - 340,24
Se presentan valores reportados por T. Tolling (31), obtenidos de

suere coleciadu de cuerdos diferentes:
* sin introducir el estres y
*%* en animal estresado.
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Para graficar se utilizd valores promedio. Como puede verse
la actividad de CK en sueru de cerdos de matanza resultd ser
bastante elevada {1173 UI/L); comparuda con ja reportadas por:

* Thopren=Tolling L35} con valores ac Ck av saloe UL para
Puestras de sangre colectadus sin introduclr factures como el
estrés y la exitacidn del cerdo durante el procedinmiento Jde
ruestrec.

En el LI1C ¢! valor mas alto Se presenta cuande el pardsito se
localiza en misculo tejids donde se ha detercinado la mayor
actividad de CK correspondiente a la fraccidn CR-MR (28)



TABLA 4 PRUEBA ESTADISTICA FARA DETERMINAR S1 LAS MEDIAS DE
LAS MUESTRAS SON DISTINTAS (64).

MUESTRAS ACLIV1DAD t° (VALORES t° OBSERVA-
COMPARADAS X31-z2 51-5z CRITICOS). CALCULADA CIOHNES,
SUERO vs. 1174. 41~ 441.47- * 1.73 5.78 D»
MUSCULO 466.87 374,79

HMUSCULO vs. 466.87- 3T4.79- + 1.78 3.86 Ds
CORAZON §1.22 41.70

CORAZON vs. 81.22- 41.70- + 1.71 0.41 Is
CEREERO 50.30 85.43

SUERO vs. 1174.41- 441.70 + 1.89 6.82 Da
CORAZON 61.22 41.70

Se utilizo la pruebs t student paras poblaciones con distribucién
normal y varianca poblacienal desconocida.

P¢ 0.05.

. = D= Difcrencia significativa.
4 I= Difevrencia no significativa
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El apalisis densitomérrico (fig.9 ) confirmd la presencia de
la isoenzima (o &3 1. M independientencute del sitio de
enquistamiento (tabla b). La fraccidén CK-MM constituyd el 100 %
de composicién en el liquido intravesicular del cisticerco. En
suero la fraccion CK-MM localizada en el sitio de aplicscion
representé cerca del 8L A, la isoenzims migrando anddicamente
(CK-BB) constituyo cerca del &% y la fraccidén intermedisa & estas
dos (CK-MB) cerca del 10 %,

Los valores de Ex pars las fracciones de CH fueron ( tabla
6): CKi1-BBz1, CKp-MB=0.60 y CKs-ri estos valores son iguales
en las muestras de LIC, Suero y honogenados de misculo y cerebro
de cerdo en donde aparecicron.

Los niveles de proteina en =1 fluido vesicular del parasito
variaron de 0,32-10.4 mg/lul ml y en sucro de cerdo el contenido
estuvo en el intervalo de 7.40-10.47 g/100 ml (tsbla 7).
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de cisticercos localizado en muaculo

registrados & 600 nm.

- b

Perfiles densitomérricos de CK en suero de cerdo y

liguido vesicular

corazon y eerebro,

SUERO

9.

Fig.




TABLA 5

RESULTADOS DEL ANALISIS DENSITUMETRICO.

MUESTRA
SUERO

L1C ER
HUSCULO

LIC EN
CORAZON

LIc EN
CEREBRO

NUM. DE
MUESTRAS.

1

13»

15%»

ISOENZIHA
PKESENTE.

CR-HM
CK-MB
CK-B3

CK-HH
CK-1B
CK-BB

CK-HMM
CK-1B
CK-BB

GK-hn
CK-HHB
CK-BB

ACTIVIDAD
FRACCIOR
DE CK (%)

83.87
16.70

5.27

100. 00
B.70
0. 0u

100. 00
0.00
4. 00

100. 00
0.00
27.20

ACTIVIDAD
PROMEDTO
{Ui/1).

857.87
106. 38
56.34

473. 09
14.21
0.00

61.22
0 00
0.00

42.17
0.0u
40.10

* Una muestra presents CK-MB.

*» Tres muestras presentaron CK-BB.




TABLA 6 FACTORES DE CORRIMIENTO ELECTROFORETICO (Rx) PARA
LAS FRACCIONES DE CK ER MUESTRAS DE LIQUIDO VESICULAR
DE CISTICERCO, SUERO, HOMOGENADO DE MUSCULO Y
CEREBRO CON RESPECTO A ALBUMINA DE SUERO PORCINO.

( Rx )
PaRA LaS FRACCIONES

MUESTRA CRa-HM CRz-MB CKi1-BB
Sueroc 0.00 0.60 1

LIC en musculo 0.00 L4 *

LIC en corazon 0.00 » x

LIC en cerebro G. 00 ~ ES
Homogenado

de musculo. o.00 0.60 *
Homogenado

de cerebro. 0.00 - 1

Observese que CK1-BB presente unicamente en suero y
homogenado de cerebro tiene semejante corrimiento que albumina;
CK3-MM detectada en el punto de aplicacion tiene identicos
valores de corrimiento en las muestras.

* no se presento,
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TABLA No. 7 PROTEINAS EN EL LIQUIDO INTRAVESICULAR DE C_
cellulosge Y EN SUERO DE CERDO.

LIC SUERQ
MUESTRA CONCENTRACTION CONCERTRACION
. BNo. mi/100 ml. £/100 ml.
1 2.28 7.40
2 6. 16 8.1%
3 0.32 10,47
4 2.84 B.68
5 5.90 B.48
] 10.40 7.58
7 4.26 8.02
8 0.94 9,02
9 5.68 8.26
10 9.18 8.2
11 2.9%
12 3.z27
MEDIA 4,52 .54
DESV.EST. E 2.95 E 0.83
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DISCUSION. .

La creatina cinasa es una enzima de gran iwmportancia dentro
de los mecanismos celulares para la produccio, 4. ATF. La
importancia de las propledades de las iscenzimas de CK ha venido
incrementandose recievntemente ya que estudlos realizados por
varios autores (15-19) demuestran qQue Se lncrementan los valores
séricos vn alpunus enfermedades por lo que su  vulor en el
diagnéstico clinico es importante

Thoren~Tollin (39) en un  estudio realizado en 1981 indica
que en =l hombre la isoenzima caracteristica de musculo es CK-MM,
en cerebro CK-BB y en tejido cardiaco CK-MB, que comparade con la

distribucidn de isoenzimas de CKk  en cerdo tiens semejanza; la
diferencia es qQue en corazdn la isoenzima predominante es CR-HH.
Hartine: Zedillo en 1964 ¥ 1986 (47,65} identificd la

pzesenc;u de gZran actividad de CK en el fluxdo vesicular de C
postulando que el parasito la absorbe del cerde y la
unilxza como  fuente de ATP en combinacidn con otras rutas
metabdlicas. La aceleracidn de la glicdlisis y la reaccidn de la
miocinasa son ejemplos de vias alternativas para la obtencidn de
energia de metabolismo, propuestas por Barret (34). Este autor
indica que para invertebrados la rescrva de fosfatos de alta
energia 1a COompone arginina, auya fosforilacidn '
desfosforilacidn ea catalirada por arginina cinasa

Ho existe evidencia biblioprafica de la existencia de tal
enzima en (0. cellulosoe Los estudios realizados con el pardsito
ﬁstan encaminados basicamente al diagnéstico de la cisticercosis

umana.

Este pardsito no posee un  Lragto digestivo para el
transporte de nutrientes y metabolitos. Es a través de una
membrana vesicular compuesta de! tegumento, nembrana plasmatica y
pared externa que se lleva a cabo esto, Sosa y col. (23) sefalan
que esta membrana  es el drgano principal que establece
interrelaciones fisiologicas entre el parasito y los tejidos del
hospedero.

La presencia del glicocalix en el tegumento de Q.
ha sido demostrado por Sosa y col. (29) indicando Que Jueda un
puapel determinante en  las  interrelaciones hospedero-parésite,
principslmente  on el transporte y absureion selectiva de
sustancias.




Mariipes Zedillo y col. {65} sugiricron que el estudia de
las isoenzimas de CK en el <cisticerco tomsado de diferentes
te jidos de cerdo: corazdn, cerebre y misculo, podria ayudar a
evaclsrecer su origen dentro del LIC, yd que se ha comprobado la
existencia de diferentes isoenzimas de €E en cada uno de los
Lejido antes wmencionados (38). D¢  acuerdo a esto los quistes
deburfan contener principalmente la fracceién de CR caracteristics
del tejido de enguiztamiento.  Los  resultades oblenidos en el
Presente trubajo ipdican que el cisticerce no absorbe todas las
isoenzimas de CK, sino que seleccions wespecificamente a la
Tfraccion CR-MM, & pusar de encontrarse en tejidos cuya presencia
de CE esta dowminada por BB cowo en el caso de cerebro.

Sewejansas bicgquimicas vatre sl suero de cerdeo y el fluido
vesicular de C cellulesasr y =) quiste hidatidico ban sido
reportadas por algunos autorus (68,08). Cancdo {¢B) coppara la
conposicidn gquinica del LIC y del suerc de cerdo; indick gque la
congentracion de carbohidratos  totales, lecitina, colesterol,
s0dio ¥y cloro tiecnen valores semejantes. En el presente estudio,
el andlisis espectrofotomdétrico reveld que el fluido vesicular de
N wellulosas Soltiele WUy  pPeducihbas  cantidades de protucinas
(0.32-10.45 m/100 wl) en comparacidn con el suere del cerdo
(7.40-10.47 g/3100 wl),los valores tienen secwwjanza con  los
niveles totales de proteina reportados para el quiste hidatidico:
Magath (67) reporta 1.4 wg/iuU ml. y Vidor (68) 34 wgr/i00 =l. Sin
cobargo Hebolledo en 1985 (37V) reporta una concentracidn de 1,23
&/100 ml. de proteina en el LIC.

Con base cn wl analisis electroforético en gel de agarosa,
los patrones de 1a isoenzith de CK-MM en el liquido
intravesicular y el suero Jdel hospedero revelaron movilidades
identicas {(tabla 7):10 cual indica Que el parssito presenta la
misma isoenzima que su  hospedero y permite creer que CK-MM del
hospedero puede estar penetrande las membranas del mpetacesiodo de
Taspia s 5, y aue 1a perncubilidad selectiva del tegumento del
parasite determine 1a presencia especifica de CR-UM. Tal ves
represente para <1 ung via alternativa para Rantener su relacidén
ATP/ADP en niveles oprimos. En estudios realjirados en suerp de
cerdos sometidos &l estrés se ha detectado un significante
incremento de la fraceidn de mdsculo esquelético (CR-HM) (41) por
1o que existe la posibilidad de que al incrementarse la actividad
de CK sérico durante <l sacrificio violento del hospedero ésta
penetre a traves de la membrans del <isticerso, ¥ qQue los

a
sistemas de trineporte en membrana son dependientes del estado
fisice de la misma.



La presencia de la fraccien CK-MM en el LIC sugiere algunas
preguntas: (por qQué no se introducen las fracciomes CK-MB o CK-BB
al interior del parasito?; iel mecanismo a traves del cual esta
enzima penetra es real & debido a artefactos?; y si la iscenzima
estd presente en condiclones normales, (cual €S el mecanismpo de
entrada?.

En las muestras colectadas sin aislar al parasito del tejide

de eqquiscumieuto ocurrid 1la aparicidén esporadica de  las
frucciones CK-MB y CK-BB, situacion gque no se repitid cuando 1a
muestra se colectd aislando al cisticerco del tejido de

enquistamiento, sugiriende que ocurris la contaminacidn de la
mugatra por tejido circundante, factor importante qQue influye wun
la determinacién de la actividad de CK (41) y en consecuencia de
su presencia en los patrones electroforéticos.

Para tomar una desicién mas confiable ton respecto a si la
actividad de CK entre las distintas muestras estudiadas era
distinta o igual se utilizé la pruebs de vt 'student. Cuando en uns
investigacidn s¢ desea saber si  es razonable concluir gque las
medias de dos poblaciones son distintas se utiliza la prueba de
hiporesis, en la cual existen tres diferentes contextos; en el
presente estudio el muestreo se considerd a partir de poblaciomnes
con distribucidén normal y varianza desconocida. En estas
condiciones se establece que cuando la hipdtesis nula es
verdadera, la estadistica de pruebs sigue la distribucidén tu’
student (64).




CONCLUSIGR.

La carascvericacion de las isosnzimas Qe CK en el LIC
aislados de diferentes tejidos del <erdo realizado en dste
trabajo indics gue é&ste countiune s510 la Iraccion muscular de
€sta enzima.

Los estwudios sehalan que vsta fraccidn provieng del
hospedero porcino;: 6o we realitaron estudios inmunologicos ni de
incubacién "in vitro' jora  spoyer csts  evidencia. El mecanismo a
itraves del Cual  penetra sl  integior de 1z vesicula del
cisticerco e5 descenocida.

La cantidad de proteina en el LIC con ruspecto al suero de
cerdo es dos mil veces wmwas  baja, lo que indica wuna gran

salectividad de iu nembrana vesicular gel cisticerco

La contaminucidn por enzimas del hospeders fué un grave
problema durante 1l wxtracgién del waterial bloldgice. Se
reconienda tener extremo cuidado en la obtencién de las muestras,
porgue la contaminacidén de la superficie por adherencia de
material del hospedero a las microvellosidades puede influir en
el andlisis de CK.

Es necesario realizar analisis en condiciones mas
controladas en las que factores como el estrés por el manejo y

sacrificio vielsnto del cerde ne influyan ca la determinacisén de
CK en =1 LIC.

La incubacidn "in vitre” de {. cellulssas en Suerc porcine vy
soluciones de distintos metabolitos seria de gran ayuda para
comprender lo mecanismos metabdlicos Y de transporte.
Conocimionto Qque 3se¢ puwde aprovechar para ser aplicado ean la
elaboracidn de farmacos que interfieran ern los procesos

metabdlicos.
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