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INTRODUCCION

Es notable el progreso de la aplicacién clinica de las deter-
minaciones enzimdticas en suero, para comprender la fisiopatolo-
gia y ayudar al diognéstico de moltiples enfermedades.

Las enzimas son de origen tisular y no hay pruebas que per-
mitan suponer que éstas puedan sinfetizarse o nivel del suero,
siendo éste sélo un receptaculo pasivo, al cual llegan las enzimas
de los tejidos, incluyendo las de los elementos celulares de la
sangre. Su concentracién en el suero es constante en condiciones
no patoldgicas; por el contrario la lesién aguda de un érgano
determinado, da lugar o la elevacidn de los niveles de ciertas
enzimas, prueba evidente de destruccién fisular resultante de ne-
crosis, isquemia, infeccién, fraumatismos, etfc., factores que con-
dicionan la liberacidén de las enzimas contenidas en los tfejidos,
y la aparicién en el suero del diagrama enzimético coracfenshco
del 6rgano lesionado,

* Profesor agregado IV de la Cdtedra de Parasitologia de la Fa-
cultad de Medicina de la Universidad del Zulia.
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De las enzimas de uso comin en el diagndstico, las mds
utilizadas frecuentemente en Medicina Clinica son: Amilasa, Tran-
sominasa glutdmico-oxalacética y pirdvica, Dehidrogenasa lécti-
ca y Fosfatasas. La dosificacién de las cantidades séricas de algu-
nas de estas enzimas, encuentran sy méxima aplicacién en las en-
fermedades del higado y miocardio, sin embargo, en los Gltimos
afos se ha multiplicado el ndmero de determinaciones enziméti-
cas aplicadas al estudio de las enfermedades parasitarias, bus-
condo la obtencién de datos Utiles con finalidad diagnéstica y
de interpretacién fisiopatolégica,

Recientemente la Creating Fosfoquinasa {CPK], por su mayor
especificidad y precocidad en los infartos del miocardic y enfer-
medades del misculo esquelético, ha adquirido ung gran impor-
tancia en el diagnéstico, prondstico y evolucidn de estas miopa-
tias. Esta enzima descubierta por K. Lohmann en 1934', es consi-
derada una enzima muscular, cuya tasa en el misculo esquelético
y miocardio es 10 a 20 veces mds elevada que en los ofros or-
ganos. Fue enunciada por primera vez como de valor diagnéstico
en patologia clinica por Ebasshi y col.? quienes reportaron su
aumento en el suero en la distrofig muscular progresiva. En 1960
Dreyfus vy cols’® demuestran no sblo las elevaciones de la CPK
en el suero de pacientes con infarto del miocardio, sino también
su sensibilidad y especificidad en las enfermedades miopéticas,
confiriéndole a la enzima un valor diagnéstico diferencial impor-
tante con los infartos pulmonares y hepatopatias, en las cuales
no hay elevaciéon de dicha enzima. Hess y MacDonald* y Hess y
col.? comprueban que la CPK es més especifica para la determi-
nacidn del dafio miocardico y mdsculo esquelético que ofras en-
zimas comunmente utilizados en el Laboratorio, como la Dehidro-
genasa lactica y las Transaminasas glutdmico oxalacética y pirQ-
vica. Dumas y Siegel* sugieren que la CPK puede ser frecuente-
mente usada como Utit en el diagndstico del dafo miocdrdico y
en especial en casos complicados con insuficiencia cardiaca con-
gestiva.

Lo Creatina Fosfoguinasa [CPK} se encuentra principalmente
en la musculatura esquelética y cardioca, faltando por completo
en los eritrocitos y érganos porenquimatosos®,
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Con el objeto de comprobar las posibles modificaciones de
la Creatina Fosfoquinasa {CPK} en la enfermedad de Chagas ex-
perimental en su fase aguda, hicimos dosificaciones de dicha en-
zima en ratones blancos (Mus musculus) aparentemente sanos y
en ratones inoculados con Trypanosoma cruzi.

MATERIAL Y METODOS

Cepa empleada. Lo cepa de Trypanoesoma cruzi empleada
tiene origen humano, es la conocida como Cepa Y, aislada por
Silva y Nussenzwieg® de un caso de enfermedad de Chagas y que
mantenemos en nuesiro Loboratorio a través de inoculacidén in-
traperitoneal de sangre en ratones jévenes, la cual segin Carval-
heiro y col.” se muestra altamente virulenta para estos animales,
produciendo regulamente infecciones graves en todos los ratones
inoculados que presentan alta parasitemia y mueren en mds del
5% de los casos; ademds estd dotada de intenso histotropismo,
particularmente reticulotropismo,

Animdles de experimentacién empleados. Utlizamos en nues-
iras experiencias 65 ratones blancos {30 machos y 35 hembras)
aparentemente sanos y 65 inoculados (30 machos y 35 hembras)
de 2 a 3 meses de edad; ambas series de ratones mantenidos
en s mismas condiciones ambientales.

El procedimiento seguido para la inoculacién y obtencién de
los sueros fue el siguiente:

1.-— Utilizamos la prueba del Chipo?®, para lo cual hicimos
picar ninfas de Rhodnius prolixus en 5° estadio evolutivo a rato-
nes infectados.

2.— Una vez que las ninfas se alimentaron hasta replecidn
total, retiramos la sangre ingerida por ellas por puncién abdo-
minal e inoculamos un lote de ratones por via intraperitoneal «
la dosis de 0,2 c.c. para cada uno y conteniendo enfre 10 a 20
tripanosomas por campo microscdpico, utilizando objetive 25X y
ocular 10X,

3.— los animales inoculados fueron examinados entre los
6 y 10 dias después de la inoculacién para la investigacién de
tripanosomas en sangre tomada de la cola.

e 323 —



4 Cada lote fue sacrificado entre los 10 y 12 dias para
la obtencién de los sueros e inoculacién de un nuevo lote de ra-

tones a partir del lote anterior, siempre utilizando la pruebg del
Chipo®.

5— La sangria de los animales para la obtencién de los
sueros se hizo por corte de los vasos axilares previa anestesia y
la muestra se obtuvo mediante el uso de tubos de ensayo pe-
quenos (10 x 75), a los cuales se les adaptéd un embudo de cartén
para facilitar la recoleccién de la muestra.

6— Los tubos se dejaron a temperatura ambiente hasta la
coagulacién de la sangre e inicio de la refraccién del codgulo.

7.— Los sueros obtenidos por centrifugacién se guardaron en
refrigeracién hasta el momento de hacer las dosificaciones de la
Creatina Fosfoquinasa {CPK}, la cual fue practicada dentro de las
24 horas siguientes, para evitar la posible pérdida de actividad,
ya que esta enzima es inactivada muy répidamente a 4°C°,

8.— Se practicaron cortes de corazén de los ratones inocu-
lados para estudiar histolégicamente las lesiones del miocardio.

Para la dosificacién de la enzima {CPK) se utilizé el método
de Nuttal y Wedin {modificado)'® con reactivos de DADE Reagents
Inc.', cuyo fundamento es el siguiente: La Creatina Fosfoquina-
sa cataliza lo transferencia de un grupo fosfato de la adenosi-
na-5-trifosfato o la creating, formando adenosina-5- difosfato y
creatina fosfato. En una reaccién acoplada, la quinasa pirdvica
cataliza la transferencia de un grupo fosfate del fosfate-piruva-
to o lo adenosina-5-difosfato, formando adenosina-5-trifosfato y
piruvato. El piruvato producido se hace reaccionar con la 2,4 dini-
trofenilhidracing e hidréxido de sodio, para formar lg hidrazona
pirdvica de gran intensidad de color.

Este color se compara en una curva de calibracién construida
con patrén de piruvato.

Los resultados se expresan en Unidades Internacionales
{U.L); es decir micromoles de piruvato (equivalentes a creatina
fosfato) producidos por litro de suero, por minuto, a 37°C,
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RESULTADOS

En la primera serie {ratones sanos), el andlisis matemdtico
estadistico nos ofrecié los siguientes resultados:

U.l. de Actividad CPK.

Media 306

Desv. Stand. 237.
Error Stand. o= 29.6
Coef. de Var. 77.4
Cif. Lim. Norm. 0-780.

El gréfico N? 1 nos muestra el histograma de distribucién de
frecuencia para los ratones sanos,

El andlisis matemdtico estadistico de la segunda serie [ra-
tones inoculados), aportd los siguientes resultados:

Ul de Actividad CPK.

Media 848

Des. Stand. 516

Error Stand. == 64.5
El gréfico N° 2 nos muestra el histograma de distribucién

de frecuencia para los ratones inoculados.

COMENTARIOS Y CONCLUSIONES

Desde los estudios de Vianna (1911}, es bien conocido el
proceso de multiplicacién y localizacién tisular del Trypanosoma
cruzi Chagas, 1909. Margarinos Torres en 1917%, estudia las le-
siones directas que ocasiona Trypanosoma cruzi sobre la fibra
muscular cardiaca. Posterior a estos trabgjos, la literatura médica
se ha enriquecido con numerosos estudios sobre la patogenia del
Trypanosoma cruzi vy su gran ofinidad por el musculo estriado
y en especial por el miocardio. En estas localizaciones hay altera-
ciones inflamatorias y degenerativas, que segin Zilion A. An-
drade!* son debidas fundamentaimente a la exagerada multipli-
cacién parasitaria. Okumura y col.™® en una revisidon sobre la
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patogenia de la enfermedad de Chagas, concluyen por la existen-
cio de una teoria de accidn local o focal, una teoria téxica y una
teoria alérgica para explicar la accién del Trypanosoma cruzi
sobre las varias estructuras del organismo parasitade, en las for-
mas aguda y crénica de dicha enfermedad.

El examen histopatoldgico realizado en los cortes de cora-
zén de los 65 ratones inoculados, nos mostraron costancia de
las lesiones de la fibra muscular cardiaca, muchas de ellag ocu-
padas por nidos de formas amastigota del Trypanosoma cruzi.

Del estudio comparative de las dos series de ratones {sonos
e inoculados), podemos apreciar que lo actividad de la Creating
Fosfcquinasa [CPK] se encuentra alterada, ya que de las 65 de-
terminaciones realizadas en fos ratones inoculados, el 40% de los
casos estd por encima de la cifra limite normal y el 93.89% es-
i@ por encima del promedic normal. (Ver gréficos 1 y 2}.
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El caleulo del Test de Estudent demostrd, gue las alteracio-
nes de la Creatinag Fosfoquinasa (CPK) halladas en el andlisis
matemético estadistico, son independientes del sexo, ya gue no
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hubo diferencia significativa entre maczhos y hembras, en cam-
bio para ambas series de ratones {sanos e inoculados], se en-
conird que P es menor que 0.001, habiendo por lo tanto una di-
ferencig significativa.

Consideramos que los resultados obtenidos aun cuando son
de indole experimental, pueden servir de base a un estudio del
comportamiento de la Creatina Fosfoguinasa en la enfermdad
de Chagas humanga en su fase aguda vy ser utilizado como un da-
to complementario de significacién para valorar la evolucién de
dicha enfermedad.

RESUMEN

Se practicaron determinaciones de la Creatina Fosfoquina-
sa {CPK) en sueros de ratones blancos (Mus musculus) aparente-
mente sanos y en ratones inoculados con la Cepa Y de Trypano-
soma cruzi, utilizando el método de Nuttal y Wedin (Modifica-
do} y reactivos de DADE Reagens Inc.

Se encontraron alteracicnes de la Creaiina Fosfoquinasa
[CPK] en los ratones inoculados, yo que el 409% de los casos estd
por encima de la cifra limite normal y el 93.8% estd por encima
del promedio normal.

El célculo del Test de Estudent demuestra que las altera-
ciones halladas en el anélisis matemético estadistico, son in-
dependientes del sexo, ya que no hubo diferencia significativa
entre machos y hembras, en cambio para ambas series de rato-
nes {sanos e inoculados), se encontré que P es menor que 0.001,
habiendo por lo tanto una diferencia significativa.
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