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ltESUMEN 

Se ha demostrado la existencia de diferente metabolismo energético en mitocondrias de 

algunos helmintos parásitos. El metabolismo aerobio o anaerobio obedece al estadio en que se 

encuentre el parásito y se ve reflejado en la estructura mitocondrial la cual depende en gran 

medida del tipo celular, la localización y la disponibilidad de los sustratos a metabolizar como el 

oxigeno. El cestodo Taenia crassiceps en el estadio de cisticerco es un parásito de roedores, 

mientras que la forma adulta habita en el intestino de cánidos. Los estudios histológicos y 

bioquímicos han mostrado que el cisticerco tiene una gran cantidad de mitocondrias y presenta un 

metabolismo energético activo; asl mismo, se han identificado las enzimas y complejos proteicos 

necesarios para llevar a cabo tanto la vía metabólica aerobia como la anaerobia. Por otra parte, 

en micrografías electrónicas de cortes del cisticerco se observa que el tegumento y el 

parénquima o carcass poseen diferentes tipos mitocondriales, que sugieren por su morfología la 

existencia de diferente metabolismo. En el presente trabajo se obtuvieron las mitocondrias del 

tegumento y dos poblaciones de mitocondrias del parénquima, se realizó la caracterización parcial 

de la actividad de enzimas marcadoras del metabolismo aerobio y anaerobio, tales como 

succinato deshidrogenasa y fumarato reductasa; se determinó la concentración de diferentes tipos 

de citocromos. 

Los resultados muestran una ligera diferencia en la actividad específica de la succinato 

deshidrogenasa entre las mitocondrias del tegumento y las del parénquima, por otro lado no 

existe una diferencia significativa en la actividad de esta enzima entre las poblaciones 

mitocondrlales del parénquima. Además, la concentración de citocromo b es ligeramente mayor 

en las mitocondrias del parénquima que en el tegumento, lo que es indicativo de la presencia de 

metabolismo anaerobio. Ambos tipos mitocondriales presentan las enzimas para llevar a cabo 

tanto metabolismo aerobio y anaerobio, sin embargo, hay una diferencia en la actividad aerobia 

entre estos dos tipos de mitocondrias debido a su localización por lo que poseen diferente 

disposición al oxígeno. 
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INTRODUCCIÓN 

Los helmintos parasitan a 4500 millones de habitantes en el mundo y están agrupados en 

las clases Trematoda y Cestoda, asl como en el phylum Nematoda. Estos organismos, aunque 

presentan estadios de vida libre a lo largo de su desarrollo, se han adaptado a la vida parasitaria; 

en particular los céstodos son los más especializados en este tipo de relación y son 

exclusivamente parásitos del intestino de vertebrados en su fase adulta (Cheng, 1986). 

Los estudios parasitológicos sobre los helmintos se han orientado hacia distintos aspectos: 

taxonomla, ecologla, evolución e inmunologla, sin embargo, en las últimas dos décadas, la 

bioqulmica del metabolismo ha adquirido una gran importancia para la comprensión de la relación 

huésped-parásito. La investigación sobre los procesos metabólicos y bioenergéticos de los 

helmintos parásitos se ha enfocado en encontrar diferencias metabólicas entre el huésped y el 

parásito, a fin de emplearlas como blancos terapéuticos para desarrollar nuevos fármacos. 

Los helmintos presentan ciclos de vida complejos en los que alternan estadios de vida 

libre y estadios parasitarios, por lo que a lo largo de su vida se encuentra en diferentes ambientes 

a los cuales tienen que adaptarse modificando su metabolismo energético para asegurar su 

sobrevivencia. Los resultados de algunas investigaciones muestran que estos organismos han 

explotado una amplia variedad de sistemas metabólicos en su adaptación a hábitats peculiares 

tanto fuera como dentro del huésped. Se conoce bien que helmintos parásitos como Ascaris 

suum, Hymenolepis diminuta y Schistosoma mansoni, presentan un alto potencial de cambio 

metabólico que asegura las transiciones del estadio de huevo a larva y de larva a adulto; éstos 

son claros ejemplos de alternancia del proceso metabólico aerobio-anaerobio (Bryant, 1993 y 

Tlelens, 1998). 

Entre los factores que promueven y afectan dichos cambios en el sistema metabólico de 

los helmintos se encuentran el pH, la temperatura, la humedad, los nutrientes, presión parcial de 

C02 y principalmente la del oxigeno (Tielens, 2002). Este último en particular lo obtienen por 

difusión a través de la cullcula o tegumento (Tielens, 1994 ), ya que no poseen un sistema 

circulatorio, ni se han identificado protelnas transportadoras de oxigeno. La difusión del gas 

genera un gradiente en el cual los tejidos externos se encuentran en un medio más oxigenado, lo 

que favorece la actividad aerobia, mientras que los tejidos internos se encuentran en un medio 

menos oxigenado o microaerofllico, limitando dicha actividad (del Arenal, et al., 1998). 



Mitocondrias: relación estructura-función 

Las mitocondrias desempeñan un papel central en los fenómenos energéticos de la célula, 

están encargadas de procesos como la extracción de energla de los sustratos químicos, la p 
oxidación, el ciclo de Krebs y la fosforilaclón oxidativa. El número y localización intracelular de las 

mitocondrias varía según la naturaleza de la célula, por ejemplo, en una célula hepática existen 

entre 500 y 1000 mitocondrias distribuidas homogéneamente; en células musculares existe un 

mayor número y se encuentran asociadas a los filamentos contráctiles reflejando los elevados 

requerimientos de energía; finalmente un arreglo característico y número fijo de 16 mitocondrias 

se observa en el cuello de las células espermáticas (Alberts, et al., 1994). 

Palade (1953), Green (1958) y Green y Oda. (1961) y Herold (1965), observaron 

variaciones en el tamaño, la forma y la organización de las crestas de las mitocondrias y 

concluyeron que hay diferencias en la fisiología y bioquímica de estos organelos de un tipo celular 

a otro y que la composición y organización de las crestas son la clave de las funciones del 

organelo. Palade (1953) y Lehninger (1965) propusieron que el ensamble de complejos 

enzimáticos el cual media el transporte de electrones y la fosforilación oxidativa, están 

íntimamente asociadas con la estructura de la membrana interna, ya que permite el acomodo de 

dichos complejos, el flujo de electrones y el funcionamiento de la ATPsintasa, de esta forma la 

arquitectura de las crestas permite que se efectúen las interacciones sucesivas de la cadena 

respiratoria, mientras que la abundancia de las mismas incrementa la superficie disponible para 

realizar las distintas reacciones, por lo que a mayor número de crestas, mayor actividad 

mitocondrial. 

Ha sido factible observar diferencias en la actividad respiratoria de las mitocondrias 

dependiendo de su localizacl6n, cantidad y disposición en un tejido u organismo (Alberts, et 

al., 1994; Smith y Peters, 1980), asl como de los requerimientos celulares y la disponibilidad de 

oxígE!~~ (Lehninger, 1971; Tlelens, 1994; Green, 1958; Takamiya, et al., 1993; Komuniecki, et al., 

1993 y Ross y Tlelens, 1994). Por otra parte se ha observado que las mitocondrias, dependiendo 

... de la. ~oncentración de los sustratos pueden modificar su estado bioquímico. Además, se ha 

demostrado que una prolongada permanencia de la mitocondria en un ambiente aerobio o 

anaerobio resulta en adaptaciones a niveles enzimáticos (Tielens, et al., 1991; Lloyd y Barre!, 

1986). 



Heterogeneidad mltocondrlal y respiratoria en helmintos 

Se han identificado poblaciones heterogéneas de mitocondrias, asl como diferentes tipos 

de metabolismo en diferentes tejidos de un mismo helminto (Kita, et al., 1966; Bryant y Behm, 

1969; Horemans, et al., 1991: del Arenal, et al., 1996). En el caso de los céstodos, el estudio inició 

con los trabajos de Read (1952) quien utilizando mi!ocondrias de H. diminuta, observó que en las 

larvas no hay reducción de fumarato, mientras que en adultos no encontró actividad de la 

citocromo oxidasa. Threadgold (1966) cuantificó en este mismo céstodo la actividad de la 

peroxldasa y determinó que esta asociada con las mitocondrias de la superficie del sincicio, pero 

no con las mitocondrias musculares; además demostró por vez primera la especialización dentro 

de poblaciones mitocondriales de diferentes tejidos del céstodo. 

Rybicka (1967) al estudiar huevos embrionados de H. diminuta encontró actividades altas 

de la succinato deshidrogenasa, la NADH oxidasa y la citocromo oxidasa, además demostró que 

al final del desarrollo embrional las dos primeras actividades disminuyen mientras que la actividad 

de citocromo c oxidasa desaparece. El grupo de Arme (1963) demostró que los huevos de H. 

diminuta tienen diferente metabolismo que los adultos y que éste cambia con el tiempo, 

posteriormente Floravanti (1996) mostró que el cisticerco se encuentra en un estado de transición. 

En el !rematado adulto Fascio/a hepatica se observó que la actividad aerobia disminuye a 

medida que aumenta el radio del cuerpo del organismo. (Tielens, 1964). Fry y Beesley (1965) 

usaron diaminobenzidina para localizar la actividad de citocromo oxidasa en Ascaridia galli y 

sugirieron que existe un gradiente en el helminto con una pérdida de citocromo oxidasa y un 

aumento en el metabolismo anaerobio a medida que aumenta su radio corporal. 

Harnisch (1933), demostró que el estadio adulto de Triaenophorus nodulosus puede tomar 

oxlg-eno in vitre y que la cantidad del oxigeno consumido depende de la presión parcial del gas. 

Posteriormente, Moczón (1960) demostró que este céstodo es principalmente un anaerobio y que 

· la a~tlvld~d de citocromo oxidasa es baja, la cual está restringida a las partes eX1ernas del cuerpo, 

· 'conbase'a lo.anterior, concluyó que la enzima sólo opera en las mitocondrias tegumentales y en 

una ·del~~da capa del parénquima subtegumental, ya que no fue posible detectarla en los tejidos 

más 1~1e;~~s .. 
· En -·A suum se ha demostrado que los huevos y las larvas presentan importantes 

activ_ldáde.s aerobias, mientras que el adulto solo lleva a cabo actividades anaerobias (Takamiya, 

et al., 1993). 
··.::. 
Las diferencias entre las mitocondrias de diversas especies y más aún entre los distintos 

__ tejidos en el mismo organismo, reflejan, en la mayorla de los casos, la importancia relativa de las 

rutas metabólicas contenidas dentro de la mitocondria en una célula dada u organismo. 



Metabolismo energético en helmintos 

El metabolismo energético en los helmintos varia dependiendo de la presión parcial de 

oxigeno en el hábitat. En general los helmintos parásitos viven en el intestino de los vertebrados 

donde la disposición de este gas es baja, tales ambientes se denominan microaerofílicos, sin 

embargo, son capaces de utilizar el oxigeno cuando éste se encuentra presente, lo anterior 

muestra la capacidad de estos organismos de modificar su metabolismo por un metabolismo 

aerobio o anaerobio según las condiciones del medio (Bryant, 1993). Un ejemplo es el nematodo 

A. suum que se ha empleado como modelo para el estudio de los cambios en el metabolismo 

energético durante los diferentes estadios de su ciclo biológico (huevo, larva y adulto). Las 

mitocondrias de estos estadios han sido muy estudiadas y están bien caracterizadas (Saz, 1981; 

Kita, 1992). En este sentido se ha demostrado que las mitocondrias de músculo del adulto 

presenta diferencias en la constitución de los complejos respiratorios en comparación con las 

mitocondrlas obtenidas del huevo o del estadio de larva (larva 2, larva del segundo estadio que se 

.encuentra en el huevo lnfectlvo o maduro) (Takamlya, et al., 1993). 

Es .. lmportante sel\alar que en la mayoría de los organismos eucariontes, el metabolismo 

aerobio.tiene mayor Importancia debido a que es 18 veces más eficiente que el anaerobio (Figura 

1 ); sl.n embargo, el metabolismo anaerobio en el caso de los helmintos es más eficiente ya que 

producen más ATP por la vla de dismutación del malato. (Figura 2). 

Para los organismos aerobios, el proceso de la respiración emplea al oxigeno como el 

aceptar final de los electrones. En el caso de los anaerobios, este proceso depende de otras 

moléculas según el tipo de organismo y del ambiente donde se localice. Una de las principales 

moléculas que es utilizada por organismos anaerobios y facultativos como bacterias y helmintos 

parásitos es el fumarato, el cual funciona como el aceptar final de electrones, siendo 

posteriormente reducido a succinato que se excreta al medio junto con otros ácidos (Bryant, 1993). 

En el metabolismo anaerobio tanto de bacterias y helmintos, la enzima fumarato reductasa 

(FR) desempeña un papel crucial, catalizando la reacción que permitirá posteriormente la 

generación de ATP. La misma reacción sucede en sentido contrario en la respiración aerobia y es 

catalizada por la enzima succinato deshidrogenasa (SDH). La actividad de ambas enzimas se 

utiliza como marcador de cada tipo de metabolismo. 
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Metabolismo anaerobio 

El estadio parásito de los helmintos es principalmente anaerobio y excreta productos como 

succinato y otros ácidos volátiles como resultado de la degradación parcial de la glucosa, la cual 

es obtenida del huésped y funciona como su mayor fuente de energía (Van Brant, 1979 y 1983). 

Este metabolismo se presenta cuando el parásito se encuentra en el intestino del huésped donde 

la disponibilidad de oxigeno es muy limitada (Po2= 0-5.0 mm Hg). 
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Figura 1. Esquema general del metabolismo aerobio y anaerobio en helmintos parásitos. FEPC = 
fosfoenolplruvato carboxlcinasa (Modificado de Omura, 2001 ). 



La enzima FR y la rodoquinona son los componentes clave de la cadena respiratoria 

anaerobia, ninguno de los cuales esta presente en la cadena respiratoria aerobia de mamlferos. 

En general durante el catabolismo la glucosa se degrada por fermentación simple a lactato o 

etanol, pero en los helmintos parásitos se ha demostrado que en medios microaerofllicos o con 

alta concentración de C02 la actividad de la enzima piruvato cinasa es muy baja (Tyler, 1992; 

Bryant, 1993) y el fosfoenolpiruvato (FEP) producido por la glucólisis es convertido a oxaloacetato 

por la enzima fosfoenolpiruvato carboxicinasa, siendo entonces reducido a malato por la malato 

deshidrogenasa citoplásmica, Posteriormente, el malato es transportado a la matriz mitocondrial 

donde sirve como el sustrato principal que sigue simultáneamente dos rutas metabólicas, proceso 

conocido como dismutación del malato (Figura 2). Una ruta es oxidativa y la otra reductora: en la 

primera participa la enzima máiica que produce piruvato, éste se oxida para producir acetil-CoA 

que es a su vez precursor del acetato; en esta vla se generan dos NADH; en la segunda ruta el 

malato se reduce a fumarato y luego a succinato, siendo catalizada esta reacción por la enzima 

FR que utiliza el NADH generado en la vla oxidativa (Kita, 1988). Dentro de la mitocondria, se 

forman succinato, acetato, 2 metilvalerato y 2-metil butirato como productos finales del 

metabolismo del malato los cuales son excretados al medio (Figura 2). 
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Figura 2. Dlsmutación del malato. En esta vfa el fosfoenolpiruvato (FEP) es reducido a malato y éste es 

transportado a la mitocondria donde es convertido a piruvato y fumarato por una ruta oxidativa y una reductora 

respectivamente. 1= enzima mélica, 2= fumarasa, • complejo l. 
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Fumarato reductasa 

La enzima FR ha sido muy estudiada en bacterias (KrOger, el al., 1992) y en helmintos 

como A. suum (Kita, el al, 1988); en mamfferos no se ha reportado su presencia. La FR es una 

protefna membranal (solo en bacterias del género Shewanella y la levadura Saccharomyces 

cerevisiae se ha descrito como una enzima soluble). Esta enzima cataliza la reducción de 

fumarato a succinato (Figura 3) utilizando electrones provenientes del NADH, su actividad es 

clave para el funcionamiento anaerobio de muchos organismos que utilizan el fumarato como 

aceptar final de electrones tales como las bacterias, las algas verdes, los protozoarios, los 

helmintos parásitos y algunos organismos marinos inferiores (Van Hellemond y Tielens, 1994). En 

algunos casos los complejos mitocondriales respiratorios 111 y IV no son muy activos debido a que 

el oxigeno no funciona como aceptar final de electrones, por lo tanto, los electrones son 

transferidos del NADH al fumarato vla complejo 1, rodoquinona y FR (Tielens y Van Hellemond., 

1998) (Figura 2). 
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Figura. 3. Reacción de reducción del fumarato a succinalo por la enzima FR. 
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Metabolismo aerobio 

El metabolismo aerobio se encuentra en todos los helmintos investigados; pero en 

general, predomina en los estadios larvarios y de vida libre, pues se encuentran en ambientes, 

órganos o tejidos con mayor disponibilidad de oxigeno. Este acceso al oxigeno le permite al 

organismo tener un metabolismo más eficiente y económico. Por esta razón, en estos estadios 

hay ciclo de Krebs asi como la cadena de transporte de electrones acoplada a la fosforilación 

oxidativa para la extracción de energia de los nutrientes y glucógeno almacenado (Bryant, 1993) 

En este metabolismo los electrones son transferidos del NADH y del succinato a la 

ubiquinona a través del complejo 1 y complejo 11 de la cadena respiratoria respectivamente y 

subsecuentemente son transferidos del ubiquinol al complejo 111; finalmente pasan al complejo IV 

que es el encargado de reducir al oxigeno para formar agua. 

Succinato deshldrogenasa 

La enzima SDH forma el complejo 11 de la cadena respiratoria, es una de las nueve 

enzimas que llevan a cabo el ciclo de Krebs y es la única que está embebida en la membrana 

interna de la mitocondrfa. Esta enzima es una ferriflavoproteina que presenta un FAD unido 

covalentemente como grupo prostético, cataliza la reacción de oxidación del succinato a fumarato 

(isómero trans) con la concomitante reducción de FAD a FADH2 (Figura 4); la flavina reducida es 

reoxidada en la cadena respiratoria por el centro fierro-azufre de la enzima y la ubiquinona. La 

SDH es utilizada como enzima marcadora de la actividad aerobia. 

coa- coa-
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! 1 

H --- c - H ~ H -- c 
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Figura. 4. Reacción de oxidación del succinato a fumarato por la SDH. 
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Fumarato reductasa vs succinato deshidrogenasa 

En condiciones aerobias la enzima SDH cataliza la reacción en sentido contrario al que 

funciona la enzima FR. La SDH y FR interactúan con quinonas diferentes, mientras que la primera 

utiliza a la ubiquinona, la segunda utiliza a la rodoquinona (Figura 5). A pesar de que FR y SDH 

catalizan reacciones opuestas son protelnas muy similares, cada una esta compuesta de 4 

subunidades diferentes: una subunidad A (Fp) con un FAD unido covalentemente, una subunidad 

B (lp) que presenta 3 centros Fe-S, ambas subunidades constituyen la parte catalltica las cuales 

están ancladas a la membrana interna de la mitocondria por 2 subunidades C o cytbL y D o cytbS, 

estos últimos tienen unidos grupos hemos tipo B como grupos prostéticos. 

Los datos filogenéticos muestran que la secuencia de FR de eucariontes esta más 

relacionada a la SDH que a la FR de bacterias, indicando que, durante la evolución de 

mitocondrias anaerobias su SDH ha sido reconstruida y acoplada a una quinona diferente. 

En Escherichia coli por ejemplo las enzimas FR y SDH son expresadas diferencialmente 

dependiendo de las condiciones del ambiente en el que la bacteria se encuentra, también se ha 

demostrado que algunos eucariotas anaerobios facultativos presentan genes que codifican para 

estas enzimas y su expresión se alterna dependiendo de la disposición de oxigeno (Kita, et. al., 

1988). 

ATP ATP 

Figura 5. Comparación entre la vla aerobia (lfnea continua) y la anaerobia (Unea punteada) asociadas a la 

cadena de transporte de electrones. UQ=ubiquinona, RQ=rodoquinona. Los números indican el potencial redox de los 

componentes (milivolts). 
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En diferentes tipos de mitocondrias se ha determinado la actividad especifica de las 

enzimas FR y SDH. La relación FR/SDH de estas dos actividades Indica el tipo de metabolismo 

que predomina (Tabla 1 ). Los resultados obtenidos en mitocondrias de helmintos en diferentes 

estadios de vida sugieren la alternancia del metabolismo dependiendo de la disposición del 

oxigeno (Fioravanti, et al., 1998 y KrOger, et al., 1992) ya que el cociente varia a través de las 

etapas de desarrollo. 

Tabla 1. Actividad especifica de la SOH y FR en diferentes tipos mitocondriales. 

µmol/min/mg protelna 

Tipo mitocondrial Succinato Fumarato FR/SDH 

Deshidrogenasa Reductasa 

A. suum 

Complejo 11 aislado (adulto) (a) 2.04 40.8 20 

Mil. de músculo (adulto) (b) 0.176_ 1.31 7.44 

Mitocondrias de huevos (a) 0.054 0.052 0.96 

Mitocondrias de Larva 2 (b) · 0.292 0.05 0.22 

Hymenolepis diminuta (6 dlas) (e) 0.052 0.051 0.98 

Hymenolepis diminuta (14 dlas) (e) 0.029 0.082 2.82 

Caenorhabditis e/egans (d) 0.141 0.015 0.11 

Corazón de bovino(•) 0.135 0.004 0.03 

(a) Kita, et al., 1998 
(b) Sarula, el al., 1995 
(e) Floravanli, el al., 1998 
(d) Takamiya, el al., 1999 
Larva 2 = larva de 2do. estad(o 

TFSIS CON . J 
FALLA LE ORlGEN 

En el complejo 11 aislado y en mitocondrias de diferentes estadios de A. suum se observa 

que hay actividad de FR y SDH, pero que la relación FR/SDH disminuye a medida que el 

organismo tiene mayor accesibilidad al oxigeno, esto lo lleva a cabo modificando la actividad de 

las enzimas o las proporciones de ambas protelnas. En H. diminuta el aumento en esta relación 

en cisticercos inmaduros (6 dlas) y maduros (14 dlas) sugiere una preparación del céstodo para 

transitar del medio ambiente a una condición parásita en el escarabajo intermediario. 

Un cociente bajo se presenta en mitocondrias de corazón de bovino, lo cual indica que el 

metabolismo aerobio es el preferido. En el caso de C. elegans, la actividad de SDH es 

comparable con la de corazón de bovino, pero la actividad reportada de FR y la presencia de 

rodoquinona sugiere la posibilidad de que este helminto puede sobrevivir en ambientes 

microaerofllicos. 
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Generalidades de los citocromos 

Los citocromos están formados por un grupo prostético hemo unido a una apoprotefna. El 

hemo esta formado por cuatro anillos pirrólicos unidos por enlaces vinilo, ro que constituye la 

molécula plana de protoporfirina. En el centro de la molécula se encuentra un átomo de ion fierro, 

el cual oscila entre ra forma reducida (Fe") y la oxidada (Fe>+). Las cuatro posiciones ecuatoriales 

de coordinación del fierro estan ocupadas por los nitrógenos pirrólicos, mientras que las 

posiciones 5 y 6 están ocupadas con nitrógeno y/o azufre de hislidinas o metioninas de la 

apoprotelna (Lehninger, 1971 ). 

En la citocromo oxidasa (aa,) la sex1a posición de coordinación es ocupada por el 0 2; esta 

misma posición es ocupada por ligandos de campo fuerte como CO, NO,, los cuales son 

isoésteres del o,, y por lo tanto compiten con el oxigeno por la forma ferrosa de la enzima (Janes 

y Poole, 1985; Poole, 1988). Los grupos unidos a las posiciones C-1, C-3, C-6 y C-7 del anillo 

porfirlnico son invariables en todos los citocromos, mientras que ras posiciones C-2, C-4, C-5 y C-

8 pueden tener diferentes sustituyentes; estas sustituciones son las responsables de las 

diferentes propiedades de absorbencia y del potencial redox de los citocromos (Poole1983; Janes 

y Poole 1985) (Figura 6). Con base en estas sustituciones se clasifican los citocromos en los 

diferentes tipos. Los máximos de absorción de los citocromos pueden ser analizados registrando 

espectros diferenciales (estado reducido menos el oxidado), donde se encuentran tres regiones o 

bandas de absorción en la zona visible del espectro: la banda a entre 550 y 640 nm, la banda fl 
entre 520 y 530 nm y la banda y o soret entre 410 y 540 nm. 

1 

Figura 6. Estructura molecular del grupo heme tipo a. 
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Citocromos en los helmintos 

La cadena de transporte de electrones de los estadios larvarios de helmintos es similar a 

la de mitocondrias de mamlferos pues cuenta con los citocromos b, e y aa,; sin embargo, en el 

caso del estadio adulto, algunos citocromos están ausentes, (aa3 en A. suum por ejemplo) o la 

concentración de citocromos esta modificada (Takamiya, et al., 1993). 

Es importante señalar que las enzimas FR y SDH tienen unidos citocromos tipo b como 

grupos prostéticos, además la concentración de estos grupos esta aumentada en las mitocondrias 

en condiciones de anaerobiosis. De acuerdo con lo anterior se puede obtener una relación de 

citocromos b/aa3 como indicativo de la relación anaerobio - aerobio. En diferentes tipos de 

mitocondrias se ha determinado fa concentración de citocromos (Tabla 2) y se ha observado que 

la relación de citocromos b/aa3 es mayor en tipos milocondriales con metabolismo anaerobio y 

que una relación menor refiere a un metabolismo con actividad aerobia predominante. 

Tabla 2. Concentración de citocromos y la relación blaa3 en diferentes tipos mitocondrlales. 

Tipo mitocondrial 

-A:Suuñl.aciuiiO(;;¡ -
A. suum Larva 2 (a} 

Caenorhabditis e/egans(b) 

Corazón de bovino(aJ 

Hlgado de rata(c) 

(a) Takamiya, et al., 1993 
(b) Takamlya, et al., 1999 
(e) Tyler, 1992 

L2= larva de 2do.estadlo. 

nmol/mg protefna 

b c ªª• 
0.19 0.036 n.d 

0.44 0.37 0.15 

0.477 0.371 0.194 

0.32 0.47 0.66 

0.10 0.11 0.20 

1'fS IS CON 
1 FALLA LE OR~GEN 

b/aa, 

2.9 

2.4 

0.47 

0.5 

En fas mitocondrias de la larva 2 de A. suum se ha determinado la presencia del citocromo 

aa,, pero en las del adulto no se ha identificado. Por otra parte, la concentración de este 

citocromo en mitocondrias de corazón de bovino e hfgado de rata es aproximadamente el doble 

de la concentración del citocromo b y la relación entre ambos es un reflejo del metabolismo 

aerobio en mamlferos. En C. e/egans esta relación no parecer aplicarse ya que es aerobio, sin 

embargo, la tendencia anaerobia es evidenciada por la presencia de rodoquinona y un significante 

nivel de FR. 
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ORGANISMO DE ESTUDIO 

El avance en el campo inmunológico en la cisticercosis humana causada por Taenia 

solium ha sido en gran parte gracias a la disponibilidad del modelo de cisticercosis murina de T. 

crassiceps; sin embargo, se conoce poco a cerca del metabolismo energético de ambas especies. 

Considerando los antecedentes arriba mencionados se decidió utilizar el cisticerco de T. 

crassiceps debido al sencillo empleo de este organismo y a la posibilidad de extrapolar los 

fenómenos a T. solium. 

El cisticerco de T. crassiceps fue descrito por Rudolphi en 1819. La ubicación taxonómica 

según Schmidt (1986) es la siguiente: 

Reino: Animalia 

Phylum: Platyhelminthes 

Clase: Cestoda 

Orden: Cyclophyllidea 

Familia: Taeniidae 

Genero: Taenia 

Especie: Taenia crassiceps 

El adulto de T. crassiceps presenta las caracterlsticas generales de los céstodos: escólex, 

cuello y estróbilo (Figura 7). El escólex (que también se presenta en el cisticerco maduro) es 

semejante al de T. solium, con cuatro ventosas y dos coronas de ganchos rostelares que varlan 

en número y son de tamaño irregular, lo cual es diagnóstico de la especie (Figura B). 

e l'l11_1,·r1d·1 

•• • ' ' 11. 

" í 

l ~ \ '1 ~ \ • 

Figura 7. Céstodo adulto de T. crasstceps y las principales estructuras. 

TESIS CON 
FALLA DE ORíGEN 
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Ventosa 

Corona de 
ganchos 

Figura 8. Micrografia electrónica de barrido. Estructura del escólex del cisticerco maduro de T. crassiceps. 

La estructura macroscópica del cisticerco de T. crassiceps es muy parecida a la de T. 

so/ium; el tamaño varía de 0.5 a 7 mm, es una vesícula oval con membrana traslúcida 

blanquecina llena de líquido vesicular (Figura 9). 

El ciclo de vida es indirecto, el cisticerco requiere de un hospedero intermediario como 

roedores o topos y un hospedero definitivo como el zorro rojo, el lobo ó el coyote (Figura 10). El 

cisticerco en una infección natural se desarrolla en forma subcutánea, en la cavidad peritoneal y 

pleural, y menos frecuentemente en la cavidad abdominal del roedor. 

Figura 9. Cisticercos inmaduros de T. crassiceps. Miscroscopla óptica 10X. 
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ZORRO ROJO 
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Figura 10. Ciclo de vida del cestodo T. crassk;eps 
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La reproducción asexual del cisticerco por gemación múltiple hace muy atractivo al 

cisticerco de T. crassiceps como modelo experimental, ya que permite infectar vla intraperitoneal 

ratones con unos 20 parásitos y recuperar cientos de cisticercos en 4 meses (Figura 11 ). 

Figura 11. Ratón hembra de 6 meses de infección con cisticercos de T. crassiceps por vla intraperitoneal. Los 

cisticercos se reproducen asexualmente en la cavidad peritoneal 

En la figura 12 se muestran diferentes formas del cisticerco. Se observan cisticercos con 

gemas exógenas en el polo opuesto al escólex (b y c); su progenitor es alargado y diferenciado; 

aunque es muy variable, si las gemas alcanzan alrededor de 2 mm de longitud se desprenden y 

fonTian nuevos individuos, la mayorla de éstas presentan una muesca o poro de evaginación que 

da origen al escólex (Freeman, 1962). 

º
"· ()·;'·•·· .. -.::: ~· 
' .· -. . 

• • 

Figura 12. Formas de desarrollo del cisticerco de T. crossiceps. a; cisticerco joven, by e: cisticerco con gemas 

exógenas y d; cisticerco maduro. Escala en mm. 

TESIS CON 
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Infección en humanos 

Aunque no es frecuente la infección en humanos, se han reportado casos de personas 

infectadas por cisticercos de T. crassiceps en las que ha causado principalmente cisticercosis 

muscular y ocular. Estos pacientes se han caracterizado por estar inmunocompromelidos, por lo 

que la cisticercosis aparece como enfermedad oportunista (Freeman, et al., 1973; Francois, el al., 

1996). 
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ANTECEDENTES 

Al igual que en el estadio adulto, la estructura de los cestodos en el estadio de cisticerco 

consiste de una membrana externa que forma microvellocidades o microlrfcas, las cuales 

aumentan decenas de veces el área de absorción y limitan al tegumento conformado por un 

sin~icio anucleado; por debajo del tegumento separado por una membrana basal se encuentra el 

parénquima celular, en esta región se pueden observar células parenquimales, fibras musculares 

y de colágena, asi como gránulos de glucógeno entre otras estructuras (Figura 13). 

Figura 13. Ultraestructura general de los cestodos. MV: microvellocidades, YAC: vacuolas, MfT: mitocondrias, 

LB: lámina o membrana basal, CM: células musculares, PC: puente citoplésmico, GG: gr3nulos de glucógeno, NU• 

núcleo. 

Heterogeneidad morfológica de mitocondrias en T. crassiceps 

Por medio de las micrograflas electrónicas de transmisión de cortes del cisticerco, se ha 

observado la presencia de mitocondrias de diversos tarnanos y diferente arreglo de sus crestas 

(Figura 14). El tegumento del cisticerco presenta milocondrias confinadas a la superficie, las 

cuales son de gran tamaño comparadas con las de mamffero, y presentan abundantes crestas 
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con un arreglo concéntrico (Figura 15 A). Por otra parte, el parénquima presenta una población de 

mltocondrias más heterogénea en tamaño, entre las que existen algunas muy pequeñas con 

crestas tubulares (Figura 15 By C) (del Arenal, et al., 1998). 

•f •mi""' ,, 

·-\• ';," 
mb ::z:; 

c::i 
Co-' 

cr.:i -~ 
"""' E--

Figura 14. Micrograffa de transmisión de un corte del cisticerco de T. crassiceps. T= tegumento, P= 

parénquima, mi= microtrlcas, vac= vacuola, mil= mllocondrla, mb= membrana basal, musc=células musculares. 
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Figura 15 A. Micrografía eleclrónlca de 
transmisión de un corte del cisticerco de 
T. crasslceps. Las mitocondrlas del 
tegumento son mayores a una micra y 
presentan abundantes crestas 
concéntricas. 

Figura 15 B. Micrografia electrónica de 
transmisión de una célula del 
parénquima. Las células presentan 
claramente mitocondrias de diferente 
tamaño. 

Figura 15 C. Micrografía electrónica de 
transmisión de una célula del 
parénquima. Las mltocondrias pequeñas 
presentan crestas tubulares. 
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Metabolismo de T. crassiceps 

En el cisticerco de T. crassiceps se ha demostrado la presencia de enzimas del 

metabolismo anaerobio en el cual el succinato es el producto final de la actividad de la enzima FR 

(del Arenal, et al., 1998), sin embargo, también se ha evaluado la actividad de citocromo c 

oxidasa y la actividad de SDH, asl como la existencia de citocromos b, c y aa3 (Zenka, 1986 y 

1987) lo que hace suponer que el proceso aerobio está involucrado de manera importante en la 

adquisición de energía de este parásito . 

Con base en los estudios mencionados sobre helmintos, así como los antecedentes arriba 

descritos se propuso obtener información sobre el metabolismo energético del cisticerco de T. 

crassiceps, para lo cual se estableció la siguiente premisa: 

Debido a la falta de sistemas respiratorio y circulatorio en el cisticerco de T. 

crassiceps el oxigeno difunde hacia el interior formando un gradiente de su 

concentración, lo cual podrla estar repercutiendo en el metabolismo energético de los 

diferentes tipos de mitocondrias que lo constituyen. 
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HIPÓTESIS 

La localización y morfología de las mitocondrias del cisticerco de T. crassiceps está 

en relación con el metabolismo que llevan a cabo, por lo que es probable que en el tejido 

Interno se encuentren mitocondrias preferentemente anaerobias, mientras que el tejido 

periférico contenga mitocondrias aerobias. 

OBJETIVOS 

GENERAL: 

Definir si la localización tisular de las mitocondrlas del cisticerco de T. crassiceps 

está relacionada con la morfologla mitocondrial y el tipo de metabolismo energético que 

presentan. 

PARTICULARES: 

a). Establecer una metodologla para la purificación de las diferentes poblaciones de 

mltocondrias del cisticerco de T. crassiceps. 

b). Comparar la morfologla de las diferentes poblaciones de mitocondrias. 

c). Comparar la actividad y composición de enzimas y complejos proteicos de la cadena 

de transporte de electrones de las diferentes poblaciones mitocondriales. 
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METODOLOGÍA 

Cultivo y obtención de cisticercos 

Los cisticercos de T. crassiceps (cepa HYG), se cultivaron en ratones hembras de la cepa 

Balb/c. Se Inocularon 20 cisticercos jóvenes por vla intraperitoneal en cada ratón. Después de 4 a 

6 meses los ratones se sacrificaron por dislocación cervical, los cisticercos se recuperaron de la 

cavidad peritoneal, y se colocaron en solución PBS (KH2PO, 10 mM, NaCI 150 mM) pH 7.4 a 4º 

C. Con el fin de trabajar solo cisticercos jóvenes (Figura 12a) se eliminaron los cisticercos 

calcificados. 

Extracción de mitocondrias 

Mitocondrias del Tegumento. Para la obtención de las mitocondrias del tegumento del 

cisticerco, se siguió el método descrito por del Arenal y col. (1996), el cual consta de los 

siguientes pasos: los cisticercos se combinaron con un volumen de solución amortiguadora 

mitocondrial (AM), (hepes 10 mM, sacarosa 250 mM, EGTA 2.0 mM, PMSF 66 ¡1M, y saponina 

0.2%) pH 7.4 a 4º C, se incubaron durante 4 minutos en rotación constante a 120 rpm, 

posteriormente se agitó suavemente en vórtex por 20 segundos, se centrifugaron a 14600 x g 

durante 20 minutos a 4º C, el sobrenadante se eliminó y el precipitado se resuspendió en solución 

AM sin saponina, después se centrifugó a 180 x g durante 20 minutos por 2 veces. El precipitado 

es el parénquima y se procesa para la obtención de las mitocondrias de éste. Los sobrenadantes 

recuperados (160 x g) se juntaron y se centrifugaron a 14600 x g durante 10 minutos a 4º C. 

Después de dos lavados el precipitado mitocondrial sé resuspendió en 1.5 mi de AM, esta 

fracción corresponde a las mltocondrias del tegumento. 

Mitocondrias del parénquima. La obtención de las mltocondrias del parénquima se realizó 

de acuerdo al siguiente método: el parénquima sé resuspendió en AM sin saponina, y se rompió 

mecánicamente con un potter, el homogenizado se centrifugó a 800 x g por 20 min (2 veces) a 4º 

C. El precipitado se desechó, se juntaron los sobrenadantes, y se centrifugó a 14500 x g durante 

1 O minutos. Después de dos lavados el precipitado mitocondrial sé resuspendió en 3 mi de 

solución AM sin saponina. 

Con el fin de obtener diferentes poblaciones mitocondriales del parénquima se aplicaron 

dos metodologlas: gradientes discontinuos de sacarosa y centrifugación diferencial. En la primera, 

el precipitado mitocondrial del parénquima se aplicó sobre gradientes discontinuos de sacarosa a 

concentraciones de 30, 45, 50, y 60% ó 35, 45, 55 y 65% en hepes 10 mM y EGTA 5 mM, 
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albúmina 0.1%, MgCl2 1 mM, posteriormente se centrifugaron a 65000 x g por 1 hora a 4° C. 

Después de la centrifugación se recuperaron cuidadosamente las bandas o fracciones 

mttocondriales con pipeta pasteur. Posteriormente cada fracción se lavó 3 veces con AM sin 

saponina. 

En el segundo método, al precipitado mitocondrial se añadieron cristales de DNAasa y 

alfa-amilasa a una concentración de 15 ¡1g por mi; la mezcla se incubó en agitación suave a 

temperatura ambiente durante 20 minutos. Posteriormente, se centrifugó a 17000 x g durante 20 

minutos a 4° C; el sobrenadante se desechó y el precipitado conteniendo las mitocondrias sé 

resuspendió en solución AM sin saponina, tomando una alicuota como muestra de mttocondrias 

totales. Después se centrifugó a 1200 x g durante 1 O min a 4º C y se recuperó la fracción 

mitocondrial densa, posteriormente el sobrenadante se centrifugó a 14500 x g durante 10 minutos 

a 4º e para obtener la fracción mitocondrial ligera. Ambas fracciones se lavaron tres veces con 

AM sin saponina. 

Con el fin de tener valores control de las metodologías que se aplicarían se obtuvieron 

mitocondrias de hígado de rata siguiendo el método de Moreno-Sánchez (1985). 

Microscopia electrónica de transmisión 

Ultraestructura del cisticerco. Se hicieron cortes del cisticerco de T. crassiceps para 

observar su estructura general con microscopia electrónica y determinar parámetros morfológicos. 

Las mitocondrias se fijaron de la siguiente manera: se colocaron 200 ¡ti de muestra fresca 

en 1 mi de glutaraldehfdo al 2.5%, se agitó suavemente y se incubaron durante 2 horas a 4º C, 

después se centrifugó a 10000 x g por 1 minuto a 4º C y se eliminó el sobrenadante, el 

precipitado sé resuspendió suavemente en amortiguador de fosfatos 200 mM a pH 7.4. Después 

se fijaron en tetraóxido de osmio al 2% (p/v) durante dos horas, posteriormente se embebieron en 

Epon y se cortaron en criotomo. Los cortes se tiñeron con acetato de uranilo al 2% (p/v), pH 4.8 y 

en citrato de plomo (Reynolds, 1963). Las muestras se observaron en microscopio electrónico de 

transmisión. 

Control respiratorio 

Este parámetro se determinó por el método polarográfico utilizando muestras 

mitocondriales frescas. La respiración mitocondrial se evalúo en un monitor de oxigeno (Yellow 

Spring lnstruments modelo 5300) con un electrodo tipo clark. 

El control respiratorio se determinó incubando las mitocondrias en la cámara del oxlmetro 

con el amortiguador de control respiratorio (Hepes 10 mM, MgCl2 1mM, Albúmina 0.1%, KH2P04 5 
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mM, Saca.rosa 250 mM y EGTA 2 mM) pH 7.4.· DespÜés de ó'btener la lectura basal, se adicionó 

succlnato a 15 mM final y se registró el consumo de oxígeno en el estado 4; despUés de 3 

mlnlitos se agregó ADP a 90 µM final y se registró el est~do 3; . 

El control respiratorio se calculó al dividir el consUm'o de oxígeno en el estado 3 entre el 

oxígeno consumido en el estado 4 (Edo 3/Edo4). A partir de los trazos de oxidación del sustrato, 

se obtuvo el cociente de la velocidad respiratoria en presencia de 90 µM de ADP y la velocidad de 

la respiración endógena en ausencia de ADP. 

Ensayos enzimáticos 

Las actividades enzimáticas se realizaron a 25 •e usando un espeC:trofotómetro Beckman 

DU70. En todos los casos el volumen de la mezcla de reacción fue de 1 inl: 

SUCCINATO DESHIDROGENASA: La actividad de la SDH (E~C.1.3.99.1) se determinó a 

600 nm siguiendo la reducción del DCPIP (E= 21 mM'1cm'1). El medio de r~acclón consistió de 50 

mM de KH2P04 (pH 7.6), succlnato 20 mM, KCN 100 µM y 0.2 a 0.5 mg de muestra mitocondrlal. 

Se registró la reducción basal y la reacción enzimática se Inició con la adición de PMS 33 mM y 

DCPIP 2.4 mM como aceptares de electrones (Arrlgonl y Singar, 1962). 

Succinato + PMS 

PMSH2 + DCPIP (HUI) 

Fumarato + 

PMS + 

PMSH2 

DCPIPH2<ama,,1o¡ 

FUMARATO REDUCTASA: Se estandarizó el método de Boveris y col (1986) para 

cuantificar la actividad de la FR, la cual se determinó a 550 nm, siguiendo la oxidación de metil· 

vlológeno (E =6 mM'1cm"1) previamente reducido con dllionita en condición anaerobia. El medio de 

reacción consistió de 100 mM de KH2P04 (pH 7.0), 10 µM de cac12,:1 mM de MgCl2, 2 mM de 

metil-vlológeno, 1.43 mM de ditlonila (concentración q~~' feduC:~.2 mM del metil· viológeno) 

(Figura 25) y o.2 a 0.5 mg éi~muestra mllocondrlal; la rea~ciÓ~ s~·lnlcló con la adición de 10 mM 

de fumarato. 

Ditlonita,.. +. '. Melil-vlológenoo, -

Melil-vlológeno, •• + Fu.marato ~ 

. ;',·;·~·~-~~ 
DhiónllBo, + Melil-viológeno, •• 

Melil-vlológeno0 , + Succlnato 

Tf~IS CON 
FALLA DE ORlGEN 27 



Cuantificación de la concentración de los citocromos 

Para determinar la composición cualitativa y cuantitativa de los citocromos en la 

membrana de las mitocondrias, se realizaron los espectros diferenciales (estado red.ucldo menos 

el estado oxidado) a 25º C. El medio de reacción consistió en 100mM de hepes (pH 7.5), 22% de 

glicerol y 2 mg de muestra mltocondrlal. Se utilizó ditlonita como agente reductor (unos granos); 

mientras que para oxidar el medio se hizo una agitación vigorosa de la mezcla de reacción. La 

absorción de los citocromos se determinó en un espectrofotómetro de doble rayo, (AMINCO) 

realizando un barrido entre las longitudes de onda 400 a 650. nm·.· A 'p~rtl¡ de las lecturas 

correspondientes a cada citocromo se calculó la concentración (Tabla 3). 

Tabla 3. Parámetros de los cltocromos cuantificados en mitocondrlas del cisticerco de T. crasslceps. 

CITOCROMO PARES 

.·. (nm) 

b 560-575 

. c 550-540 

a+a3 603-630 

f'.legión de absorción espectrofotométrlca de los diferentes cllocromos. 

nm= nanómetros 

E= coeficiente de extinción molar (mM"1cm'1
) 

Determinación de proteína 

E 

22.0 

19.0 

13.1 

1'F~IS CON 
FALLA [;E ORIGEN 

La cantidad de proteína de las fracciones mitocondriales obtenidas se cuantificó por el 

método de Markweli utilizando albúmina sérlca de bovino como proteína estándar (Markweli, et 
a/.,1978). 
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RESULTADOS 

Estructura general del cisticerco 

Con el fin de adquirir infonnación general sobre la estructura del cisticerco y la disposición 

de las mitocondrias, se obtuvieron micrograflas electrónicas de cortes y se determinaron algunos 

parámetros morfológicos y estructurales. De acuerdo con micrograflas electrónicas se estableció 

que el tegumento tiene un grosor de 2 ± 0.2 µ, el cual presenta abundantes mitocondrias de gran 

tamaño con respecto a las de hlgado de rata. 

El parénquima está confonnado por células parenquimales con núcleos grandes, libras 

musculares dispuestas en diferentes direcciones y fibras de colágena. Las células parenquimales 

presentan mitocondrias de varios tamaños, además de grandes cúmulos de glucógeno. 

En la cuantificación de las mitocondrias sobre las micrograflas del parénquima, se pudo 

estimar que el 64% fueron mitocondrias mayores o iguales a 1¡1 y el 36% correspondió a 

mitocondrias menores a 1 ¡1. La parte interior del cisticerco es ocupado por el liquido vesicular que 

representa el 90% de la masa húmeda; el tegumento y el parénquima es el 10% restante (Figura 

16). 

Figura 16. Micrografla electrónica de transmisión de un corte longitudinal del cisticerco de T. crassiceps. 
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Extracción de las mitocondrias 

Estudios previos a este trabajo, efectuados por del Arenal y col (1998) generaron una 

metodologla efectiva para el aislamiento de las mitocondrias del tegumento sin dailar el 

parénquima (Figura 17). En dicho trabajo se utilizó saponina para solubilizar la membrana 

plasmática del tegumento, esto permite obtener mitocondrias altamente puras del tegumento 

(Figura 18). 

Figura 17. Micrograffa electrónica del parénquima del cisticerco de T. crossiceps después de solubllizar la 
membrana plasmática con saponlna para obtener solo las mitocondrias del tegumento. mb= membrana basal, muse= 
células musculares. 

Figura 1 B. Mitocondrias aisladas del tegumento del cisticerco de T. crassiceps 
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Utilizando una metodologfa general para intentar obtener mttocondrias del parénquima del 

cisticerco, se obtuvo una población heterogénea e impura, la cual presenta vacuolas de diferentes 

tamaños, restos de membrana y abundantes gránulos de glucógeno (Figura 19). Como se 

observa en la micrograffa, existen mttocondrias que difieren en tamaño, asf como en la forma de 

las crestas. De acuerdo a estas observaciones se decidió, además de obtener las mttocondrias 

del parénquima, intentar separarlas en poblaciones de acuerdo al tamaño o densidad. Para 

realizar esto se intento separarlas utilizando el sistema de gradiente discontinuo de sacarosa. 

Figura 19. Mitocondrias totales del parénquima del cisticerco de T. crassK;eps. Observe los diferentes tamarios 

de las mitocondrias =MIT, V=vacuolas, G= gránulos de glucógeno, M= restos de membranas. 

Separación de mttocondrias por gradiente discontinuo de sacarosa: Se evaluaron 

diferentes gradientes discontinuos de sacarosa, en los que se modificaron las densidades, sin 

embargo, en todos los casos se obtuvieron tres bandas, una ligera que siempre quedó arrestada 

en la densidad menor (30..35%), una segunda banda de densidad media que migraba hasta 

densidades de 45% y una banda densa que llegaba hasta el fondo del gradiente (Figura 20). 
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Figura 20. Patrón de bandas de los gradientes de sacarosa. Los tubos A y B muestran 2 de los gradientes 

discontinuos utilizados. Las 3 bandas e- ) en todos los fueron reproducibles, una en la densidad de 30 o 35%, una 

segunda banda en la base de la densidad de 45% y una tercera banda que precipitó en el tubo. 

Para determinar si la separación fue efectiva, así como para evaluar la integridad 

estructural de las mitocondrias, se colectaron las bandas y se obtuvieron micrografías 

electrónicas. Las 3 fracciones mitocondriales separadas con el gradiente del tubo B se muestran 

en las figuras 21, 22 y 23. 

En las micrografías se observó que no habla una separación de mitocondrias de acuerdo a 

su densidad, no tenían integridad ya que se encontraban hinchadas o totalmente destruidas, y 

habla una gran cantidad de membrana, gránulos de glucógeno y vacuolas de diferentes 

densidades. Cabe sel\alar que también se realizó una separación con gradiente de Percoll en las 

condiciones en que han sido separados otros tipos de mitocondrias y los resultados fueron 

similares (datos no mostrados). 
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Figura 21. Micrografía electrónica de 
la fracción mltocondrlal aislada en la 
densidad de 35% de sacarosa 

Figura 22. Micrografía electrónica de 
la fracción milocondrlal aislada en la 
densidad da 45% de sacarosa 

~ 
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Figura 23. Micrografía electrónica de 
la fracción mitocondrial aislada en la 
densidad de 65% de sacarosa 
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Con base en estos resultados se concluyó que el sistema de gradiente discontinuo no es 

un método efectivo para separar las mitocondrias del parénquima, ya que les provoca un 

hinchamiento y ruptura, además de que no hay una población enriquecida que pueda ser 

recuperada ni evaluada debido a la escasez de mitocondrias Integras. 

Separación de mitocondrias oor centrifugación diferencial: Basados en los resultados 

mencionados arriba se intento separar las mitocondrias con un método que no les inftigiera 

cambios abruptos de presión osmótica, por lo que se optó a separarlas por el método de 

centrifugación diferencial aprovechando nuevamente la diferencia en la densidad de las 

mitocondrias. 

Empleando la centrifugación diferencial para separar al menos dos poblaciones de 

mitocondriales se decidió centrifugar a baja velocidad para precipitar las mitocondóas grandes y 

densas y a alta velocidad para precipitar las mitocondrias pequeñas y ligeras. Los primeros 

resultados mostraron una población mitocondrias integras; sin embargo las fracciones 

presentaron abundantes núcleos y cúmulos de glucógeno que proporcionaban una viscosidad 

aparente que no permitfa una separación efectiva; debido a esto se utilizó a amilasa y DNAasa 

con lo cual se mejoró la separación. De esta fonna se obtuvieron dos tipos de fracciones 

mitocondriales del parénquima que fueron nombradas de acuerdo a su densidad relativa, como 

mitocondrias de la fracción densa (MFD) y mitocondrias de la fracción ligera (MFL). 

Para evaluar la integridad y fa eftcacia de separación de las fracciones milocondriales se 

colectaron ambas fracciones y se obtuvieron micrograffas electrónicas de transmisión (Figuras 24 

y25). 

Figura 24. Miaografla electrónica de la fracción mitocondrial densa (MFD) del parénquima del cisticerco de T. 

crassK:eps obtenida por centrifugación diferencial (1200 x g). 
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Figura 25. Micrograrfa electrónica de la fracción mitocondrial ligera (MFL) del parénquima del cisticerco de T. 

crassiceps obtenida por centrifugación diferencial (14700 x g). 

Morfologla de las fracciones mitocondrlales aisladas 

De acuerdo con las imágenes de micoscopla de transmisión, las MFD son una población 

enriquecida con mitocondrias principalmente grandes y con buena integridad estructural, aunque 

aún habla una pequeña contaminación de vacuolas, restos membranales y gránulos de 

glucógeno. En general las mitocondrias presentan abundantes crestas con un arreglo concéntrico. 

Por otro lado, las MFL no son una población enriquecidas, sin embargo hay una abundancia 

relativa de mitocondrias pequeñas las cuales están integras; es importante mencionar que la 

contaminación en esta fracción es alta, con mitocondrias hinchadas, cúmulos de glucógeno, 

pequeñas vacuolas y gran cantidad de restos membranales. 

Considerando los resultados de las metodologlas de gradientes discontinuos y 

centrifugación diferencial, se decidió trabajar solo con las fracciones mitocondriales aisladas por el 

segundo método. 

En micrograflas de las fracciones mitocondriales aisladas se observa una morfologla 

similar a las mitocondrias observadas en los cortes transversales del cisticerco, por lo que no 

hubo modifocación estructural aparente después del proceso de aislamiento. Las mitocondrias del 

tegumento (MT) miden 1.6 ± 0.2 µ y presentan abundantes crestas con una disposición 

concéntriica (Figuras 14 A). La población total de mitocondrias del parénquima presenta diversos 

tamaños que varian de 0.3µ, a 1.2µ; los contaminantes más comunes son membrana celular y 

veslculas de glucógeno (Figura 16). La fracción densa contiene las mitocondrias grandes del 

parénquima (MFD), con un diámetro promedio de 1.2 ± 0.2 µ las cuales presentan crestas 
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abundantes y concéntrl~as ;elTleJa~tes a l~s del tegumento, (Figuras 26 A, B, C y tabla 4). En la 

fracción ligera se encuentran las mltocondrlas pequeñas principalmente (MFL), con un diámetro 

de 0.5 ±0.2 µ.las cuales tienen pocas crestas y de forma tubular (Figuras 26 O, E y tabla 4). 

Del 100% del total de mltocondrlas cuantificadas en cortes del cisticerco corresponde un 

70% a las mltocondrlas grandes y un 30% a mltocondrias pequeñas. En la fracción total de 

mltocondrlas del parénquima los valores para milocondrias grandes y pequeñas son 64 y 36% 

respectivamente, en las fracciones mltocondrlaies aisladas los porcentajes son de 75% y 25% 

respectivamente. Esto muestra que hay pérdida mínima en la fracción ligera. Sin embargo, las 

poblaciones de mltocondrlas aisladas son relativamente homogéneas y presentan integridad 

estructural. 

•. 

e 

1µm 

Figura 26. Tipos mitocondriales aislados: A; Mitocondria dol tegumento, By C; Mitocondrias de la fracción 

densa del parénquima, observe las crestas concéntricas, D y E; Mitocondrias de la fracción ligera del parénquima, 

observe las crestas tubulares (Las figuras presentan la misma escala). 
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Tabla 4. Caracterfsticas morfológicas de las mitocondrias del cisticerco de T. crassiceps. 

Población Ta mallo Conformación 
Forma Contaminantes 

Mltocondrial (mlc,.s) ds IHc,..tas 

MltocondriH del Redonda y 
1.liD.3 Condnlrlca -Tegumento ovalada 

Mltocondrias .....,,,,,,.,, y 

Fracción Densa 
Redonda y 

1.ZiD.2 Concénlrlca gnflnulos de 
ovalada 

(MFD) glucógeno 

Mitocondrias ---y 

F,.cclón Ugera Rftlonda O.SiD.3 
Concéntrica y 

gnflnulos de 
tubular 

(MFq glucógeno 

Control respiratorio 

Se evaluó el control respiratorio (CR) de las mitocondrias del tegumento. del parénquima. 

MFD y MFL (separadas por centrifugación diferencial) asi como de las milocondrias de higado de 

rata para determinar la integridad funcional (Figura 28). 

o 
e: 
Jo s .. ... 
~ 
I! 

"' 
j .. z 

Mltocondrlas 

l Succlnato 

Edo.1 

Tiempo (mln) 

Figura 27. Curva Upica del consumo de oxigeno y estados respiratorios para determinar el CR en fas 

mitocondrias aisladas. 
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El CR en las fracciones mitocondriales del cisticerco es de 1.2 a 1.3, lo que representa un 

valor bajo en comparación con 4.37 obtenido en las mitocondrias de hlgado de rata (4.0 a 6.0 

reportado por Graham y col 1994). Sin embargo, los valores son semejantes a los reportados (del 

Arenal, el a/., 1998) en los que se mostró la integridad de las mitocondrias midiendo el potencial 

de membrana (tabla 5). 

nanoátomogramo de oxigeno consumldo/min/mg protefna 

MT MP MFD MFL MHR 

Estado4 63.68 27.32 15.36 13.90 23.7 

Estado 3 87.96 33.68 20.48 17.0 104 

CR 1.38 1.23 1.33 1.22 4.37 

Tabla 5. Actividad respiratoria de las fracciones mitocondriales del cisticerco de T. crassiceps en ausencia 

(Edo 4) y presencia (Edo 3) de ADP 45µM. MT=mitocondrias del tegumento, MP= mitocondrias totales del parénquima, 

MFD= mltocondrias de la fracción densa, MFL= mitocondrias de la fracción ligera, MHR= mitocondrtas de hlgado de 

rata. 

Estandarización del ensayo enzimático de FR: Se estandarizó el ensayo para cuantificar la 

actividad de la FR; para esto se determinó la concentración de ditionita (hidrosulfito de sodio) que 

reduce 2 mM de metil-viológeno en condiciones anaerobias (la cubeta con medio de reacción y 

muestra mitocondrial se cubre con parafilm después de evacuar el oxigeno burbujeando con N,j 

(Boveris 1986) (Figura 29) 

3.5 

¡¡2.s ~ 
1 :¡:2 / \ 

::º: .¡ 
009 0.18 0.36 0.72 1.07 1.413 1.79 2.15 2.501 

Concentración do Dltlonlbl (-

1 

Figura 28. Reducción de metil-vlológeno 2mM con ditionita. La reducción se midió a 550 nm. La ftecha indtca la 

concentración de ditlonita utilizada en los ensayos (1.43mM). 
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Actividad especifica de SDH y FR 

Con el resultado de la reducción del melil-viológeno, se procedió a determinar la actividad 

enzimática de FR como enzima marcadora de la actividad anaerobia y posteriormente la actividad 

de SDH como enzima marcadora de la actividad aerobia. Los resultados de las actividades 

especificas de ambas enzimas se resumen en la tabla 6. 

Tabla 6. Comparación de las actividades especificas y cociente FRJSDH de las fracciones mitocondriales 

aisladas. 

Tipo de Mitocondria 

T. crasslceps 

Mitocondrias totales(a) 

Mil. Tegumento(bJ 

Mil. Parénquima(b) 

Mil. Fracción Densa (MFD) (b) 

Mil. Fracción Ligera (MFL) (bJ 

Hlgado de rala(b) 

Hlgado de rata(c) 

(a) Zenka, 1987 

(b) este trabajo 

(e) Kita, el al., 1998 

Adividad especifica (J1mol/min/mg protefna) 

Succinato Deshidrogenasa Fumarato Reductasa FR/SDH 

0.051 0.005 0.09 

0.267 ± 0.045 1.060 ± 0.084 3.97 

0.176 ± 0.023 0.949 ± 0.108 5.71 

0.152 ± 0.020 0.495 ± 0.167 3.25 

0.321 ± 0.165 0.485 ± 0.048 1.5 

0.107 ± 0.009 0.00626 ± 0.001 0.058 

0.154 .007 0.04 

Las actividades enzimáticas muestran que hay una mayor actividad de SDH en las 

mitocondrias de tegumento comparadas con las mitocondrias del parénquima y que la actividad 

de FR es igual en ambos tipos mitocondriales. 

Por otro lado la alta actividad de SDH en las MFL puede ser causa de la abundancia de 

esta enzima, pero es más probable que sea el resultado de la concentración de restos de 

membrana que aumenta la actividad especifica de Ja fracción. Sin embargo este punto no es claro 

ya que la actividad de FR permanece similar a la de la fracción densa. 

El cociente FR/SDH indica que tipo de metabolismo puede ser más activo, asl en las 

mitocondrias de hlgado de rata la actividad de FR es despreciable por lo tanto predomina un 

metabolismo aerobio. En el caso de las mitocondrias del cisticerco se observa que el metabolismo 

preferido es anaerobio. 
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Actividad total porcentual de SDH y FR 

De acuerdo con la cantidad de protelna total recuperada en cada fracción mitocondrial, se 

obtuvieron los valores porcentuales siguientes: del total de la proteina obtenida de las fracciones 

mitocondriales, el 16.43% de la protelna correspondió a las mitocondrias del tegumento (MT) y el 

83.55% restante a las mitocondrias del parénquima. De este porcentaje, el 64.33% correspondió a 

las MFD y el 19.22% a las MFL. Del 113.55% ajustado a 100%, el 77% de prolelna correspondió a 

las MFD, y el 23% restante a las MFL. Con estos datos se determinaron las actividades totales 

porcentuales de las fracciones mitocondriales aisladas. Tabla 7. 

Tabla 7. Adividad total porcentual de SDH y FR en las fracciones mitocondriales aisladas. 

Tipo de % Act. Total % Act. Total FR/SDH 

mitocondria SDH FR 
-··T. crasslceps- ... -·---·--~---·----·---·-·-- ··----------

-Mil. Tegumento 23±4 17.4±4 0.76 

-Mil. Parénquima 77±3 82.6±4 1.07 

*MFD 56.6 ±2.3 77.3±7.8 1.37 

*MFL 43.32± 7.11 22.6±2.2 .052 

- Valores normalizados a un 100% de protelna del cisticerco. 

•Valores normalizados a un 100% de protelna del parénquima. 

c:r.i 
¿.,.;._7f -c::.. 

~ ~1 ...... 
~ 
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De acuerdo con la actividad porcentual total obtenida, la actividad aerobia del tegumento 

es menor que la del parénquima; sin embargo no deja de ser alta comparando las dimensiones de 

ambos tejidos. El tegumento parece proporcionar la mitad de los complejos enzimáticos para 

llevar acabo un metabolismo en ausencia de oxigeno. Por otro lado, las dos poblaciones de 

mitocondrias del parénquima tienen una aportación semejante al metabolismo aerobio; sin 

embargo, las MFD aportan más al metabolismo anaerobio del parénquima con un 77%. 

Con estos datos determinamos que no hay una diferencia clara entre tas actividades de 

las MFD y las MFL, por lo tanto se decidió continuar el estudio solo con las mitocondrias del 

tegumento y las mitocondrias totales del parénquima. 
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Concentración de citocromos 

Continuando con la caracterización de las mitocondrias del cisticerco, se determinó la 

concentración de los citocromos b, c y aa3 en las poblaciones de mitocondrias del tegumento y 

del parénquima asl como de las mitocondrias de hígado de rata como control de experimentación. 

Estudios anteriores (del Arenal, et a/., 1998 y Zenka, 1986) cuantificaron la concentración de los 

citocromos en mitocondrias del cisticerco, los resultados se muestran en la (Tabla 8). 

Tabla 8. Cuantificación de citoaomos de las fracciones mitocondriales 

nmoUmg protelna 

Mitocondrias B c ªª 3 
b/aa3 

T. crássiceps 

(a) Mitocondrias totales 0.13 0.083 0.085 1.5 

(b) Mit. Tegumento 0.260 0.125 0.058 4.48 

(e) Mit. Tegumento 0.235±0.02 0.114±0.0"3 0.123±0.05 1.9 

(e) Mit. parénquima 0.359±0.03 0.230±0.04 0.156±0.04 2.3 

(e) Hlgado de rata 0.129±0.02 0.130±0.05 0.150±0.03 0.86 

(d) Hlgado de rata 0.10 0.11 0.20 0.5 

La cuantificación se obtuvo de los espectros diferenciales del estado oxidado- estado reducido. 

(a) Zenka, 1986 

(b) del Arenal, 1998 

(e) este trabajo 

(d) Tyler, 1992 

La concentración de los citocromos muestra que los 2 tipos mitocondriales del cisticerco 

de T. crassiceps, presentan niveles que están dentro del los rangos reportados para mitocondrias 

aerobias, sin embargo, hay una mayor concentración de citocrorno b en mitocondrias del 

parénquima que aumenta el cociente b/aa3 y sugiere un metabolismo anaerobio preferentemente, 

este dato se contrasta con los cocientes obtenidos en mitocondrias de hlgado de rata indicando 

un metabolismo aerobio principalmente. Es importante señalar que los niveles de citocromos de 

hlgado de rata calculados están dentro del rango reportado para estas mitocondrias. 
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l>ISCUSIÓN 

En el presente trabajo se muestran las actividades especificas de SDH, FR y la 

concentración de los citocromos de poblaciones de mitocondrias aisladas del cisticerco de T. 

crassiceps. En las mlcrograflas electrónicas de cortes del cisticerco de T. crassiceps se observa 

el tegumento como un tejido que indica tener una intensa actividad metabólica y al parénquima 

como un tejido de almacén y estructural principalmente. El primero es un sincicio limitado al 

exterior por una membrana que forma microvellocidades y que cubre todo el cuerpo del parásito. 

La dimensión de éste tejido en comparación con el del parénquima hace suponer que tiene una 

exigencia metabólica mayor ya que presenta abundantes mitocondrias y vacuolas. El parénquima, 

además de la función de sostén, es un centro de slntesis, transporte y almacenamiento de 

glucógeno, el 27% del peso seco del cisticerco es glucógeno (Taylor, 1966). Las micrograflas 

muestran que las mayores concentraciones de glucógeno están en las células parenquimales y 

alrededor de las células musculares. Además, se observo que principalmente en este tejido las 

mitocondrias varían en tamaño y forma de las crestas y aunque no hay una distribución o relación 

aparente entre el tamaño y localización de las mismas en este tejido, (las células parenquimales 

presentan mltocondrias pequeñas principalmente). 

En la extracción de las mitocondrias del tegumento, el uso de saponina para solubilizar la 

membrana que forma las microvellocidades y que permite obtener las mitocondrias puras es un 

método muy conveniente para aislar mitocondrias tegumentales. 

La extracción de las mitocondrias del parénquima usando el método convencional muestra 

una fracción muy contaminada de glucógeno y veslculas, por lo que fue necesario modificar el 

método para purificarlas. En micrográficas de las fracciones mitocondriales purificadas por el 

método de gradiente discontinuo de sacarosa se observó que no había una separación efectiva ni 

Integridad estructural, lo que sugiere que las mitocondrias del cisticerco muestran una fragilidad 

notable, ya que no resisten al cambio en la densidad y presión osmótica, o probablemente las 

condiciones del amortiguador no fueron las adecuadas para este tipo de mitocondria, sin 

embargo, se ha demostrado que esto mismo ocurre con mitocondrias de hígado de rata en el que 

además de provocarles inchamlento, el CR es alterado debido al shock osmótico. 

La centrifugación diferencial, el uso de DNAasa y u amilasa permitieron una separación de 

poblaciones, mltocondriales, el método es más convincente ya que elimina la viscosidad que 

confiere en 'ADN libre (ruptura de núcleos) y evita cambios de densidad, pero no ayuda en la 

purificación; ya que no es sencillo eliminar vesículas o restos celulares que presentan la misma 

· ·: densidad . de las mitocondrias, por lo que no fue posible obtener fracciones puras, esto se ha 

. ¿~~e;,;ad~ ,también con mitocondrias de hígado de rata. Sin embargo, este método permitió 

ob_téner al menos 2 poblaciones de mitocondrias del parénquima. 
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Uú; ·pobfaciones mitocondriales obtenidas del cisticerco mostraron capacidad respiratoria, 

tales valores concuerdan con los obtenidos por del Arenal y col (1996), sin embargo es baja 

comp~rada.con las mitocondrias de hlgado de rata. 

Por otro lado se observó que en las mitocondrias aisladas del tegumento y del parénquima 

·que presentan altas actividades especificas de SDH y FR, hasta 1.5 veces más que en las 

·.nÍitocondrias de hlgado de rata. La actividad específica de SDH en mitocondrias del cisticerco es 

· c6mparable con la actividad de las mitocondrias de la larva 2 de A. suum, pero no así con la 

actividad de FR. Esto refleja que el cisticerco de T. crassiceps presenta características para llevar 

acabo los dos tipos de metabolismo, de tal forma que puede aprovechar el oxígeno cuando este 

presente, por otro lado las mitocondrias del parénquima presentan actividades muy similares a las 

mitocondrias del músculo del adulto de A. suum por lo que hace suponer que el parénquima 

funciona metabolitamente como un tejido muscular anaerobio. 

La actividad específica de la FR en las MFD y MFL disminuye a la mitad en comparación 

con las mitocondrias totales del parénquima sin embargo esto no sucede con la actividad de SDH. 

(las MFL presentan una amplia desviación estándar). Consideramos correcta las mediciones de 

las actividades ya que fue corroborado comparando las actividades en mitocondrias de hígado de 

rata calculados y reportados. 

De acuerdo con la actividad total porcentual las mitocondrias del parénquima realizan un 

60% de la actividad metabólica, la cual es anaerobia principalmente y el resto de la actividad se 

lleva acabo en las mitocondrias del tegumento con un metabolismo aerobio preferentemente. Los 

valores de las actividades totales porcentuales muestran que la parte más activa es el 

parénquima con cerca del 70% de ambas actividades, esto es el resultado de la proporción de 

mitocondrias que contiene. 

Entre las MFD y MFL la actividad total de SDH esta repartida en ambos tipos 

miÍocondriales, pero para la FR el 70% de la actividad enzimático la realizan las MFD. La relación 

FR./SDH en las MFL muestran un resultado contradictorio a lo esperado de 0.052 que supone un 

metabolismo aerobio preferentemente que no concuerda con la estructura mitocondrial, sin 

embargo, estos datos deben evaluarse nuevamente debido a que la MFL presentan muchos 

restos membranales, lo que modifica las actividades específicas de las enzimas de manera 

importante. 

Los resultados de la cuantificación de los citocromos de las mitocondrias del tegumento y 

del parénquima muestran niveles más comparables con los de las mitocondrias de corazón de 

bovino que con los de hlgado de rata, el valor obtenido de la relación citocromo b / citocromo 

oxidasa, (b/aa,) de las mitocondrias de hlgado de rata refleja un metabolismo aerobio (0.'tO), los 

valores obtenidos de las fracciones mitocondriales de T. crassiceps son mayores lo que indica un 

mayor metabolismo anaerobio resultado de la falta de citocromo oxidasa y / o una alta 
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concentración'cie citocromo b, esto comparado con las mitocondrias de hlgado de rata o corazón 

de bovino reportadas (Tabla 3). 

" La concentración de citocromos es mayor en las mitocondrias del parénquima, sin 

embaigo la relación b/aa3 refleja que hay una mayor proporción de complejo 11 que esta dado por 

un aumento en FR o SDH, si consideramos que de acuerdo a las actividades especificas hay 

mayor actividad de FR, la relación refleja anaerobiosis. Considerando esto las mitocondrias del 

parénquima son más anaerobias y las mitocondrias del tegumento son mós aerobias. Los 

resultados nuevamente son corroborados por los valores obtenidos en mitocondrias de hlgado de 

rata y los valores reportados. 

Las características morfológicas de los diferentes tipos de mitocondrias hacen suge1 i1 que 

su actividad, tamaño y la cantidad de crestas estan en relación con las necesidades del tejido de 

donde provienen, la localización de las mitocondrias del tegumento y las del parénquima esta en 

relación con la actividad especifica de SlJH y la cantidad de citocromos, es decir, refleja 

diferencias en la fisiología y bioquímica resultado de la disposición al oxigeno. 

Es importante mencionar que el mayor número de estudios se ha realizado en la fase 

adulta de los helmintos (A. suum, H. diminuta y S. mansoni principalmente) y los estadios 

larvarios han sido menos estudiados sin embargo se han realizado algunos trabajos en estadios 

li;irvarios de algunos helmintos (Read, 1952; Rybicka, 1967 y Fioravantl, et al., 1998), en los cuales 

-".·., se .. han determinado las actividades de SDH y FRD y se ha observado que se presenta una 

·,.,,, ' ... franslélÓn energética dependiendo de la etapa larvaria y el medio en que se encuentra. 

-.~-.~s~::f.:·f~:.;\-._:_.- -S~ ha mostrado que el metabolismo puede ser aerobio - anaerobio en diverso grado y que 

.,, 'lo~·,helrnintos pueden sobrevivir en algunos casos como anaerobios 1acultativos (\' que esté 

trabajo sea un caso similar). Es importante mencionar que esta transición rnetubólicu, que va de 

·ae.rciblo-anaeroblo o viceversa y que se presenta cuando un estadio de vida libre entra o sale de 

un hospedero o de una condición ambiental ditcrente, puede ser Inmediata, tomar algunas horas, 

o tener un periodo más prolongado incluso de dlas. 



CONCLUSIONES 

*En el cisticerco de T.crassiceps se presenta la heterogeneidad mltocondrial moñológica y 

bloqufmica. 

*Existen por lo menos 2 poblaciones de mitocondrias Identificables: las mitocondrias del 

tegumento y las mitocondrlas del parénquima. 

*En las mitocondrlas del parénquima se puede identificar 2 poblaciones, que difieren en 
'':. ·· .. · .. 

tamaño y forma de las crestas. 

*Las enzim.as"y,,complejos respiratorios operan tanto en las mitocondrias tegumentales 

como e~ las'~·él p~~én'quima, pero con diferente actividad especifica . 
. -.. 2,_:,.~_.,:,:<( /-T' 

-----

*En el cisti~2;c~~~
1

~ i:~crassiéeps la producción de energfa es derivada en gran parte del 

· .. metaboli~m.~.·.:~ ••. ~.~~.···.~~·bi,·~. ·.: .. > · . , .,/;:':.--
<:~· '';·.~;" :1?:;.+: 

*La actividad·· aerobia; e.1/clsticerco de T.crassiceps es escasa y esta principalmente 

concentrada en.las mltocondria.s el tegumento. 
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PERSPECTIVAS 

1. Optimizar el método de purificación de mitocondrias del parénquima. 

2. Evaluar la actividad enzimática de otras enzimas Involucradas en los diferentes 
metabolismos. 

3. Determinar la presencia y concentración de los tipos de quinona en las mitocondrias. 

4. · Obtener mitocondrlas del estadio adulto de T. crassiceps y evaluar la actividad de los 
sistemas energéticos aerobio y anaerobio 

5. Obtener mltocondrias del cisticerco de T. so/ium evaluar la presencia de los sistemas 
encontrados en T. crassiceps. 
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