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RESUMEN

Se desarrolla un método electroforético en gel de acetato de celulosa gque logra una buena separacion de las
isvenzimas de la creatina quinasa (CK). El empleo de patrones de las isoenzimas. para las cuales se plantea una
metodologia de oblencien, permite que el método pueda ser utilizado en ¢l diagnostico de distrofia muscular
de Duchenne,

SUMMARY

A cellulose acetate gel membrane electrophoretic method for the identification of creatine-kinase isoenzymes
was developed which achieves high resolution in the separation of the isoenzymes.

A procedure is described for the preparations of electrophoretic standards of the different creatine-kinase
isvenzymes. The method was found useful for the biochemical diagnostic of Duchenne Muscular Dystrophy.

INTRODUCCION

La creatina quinasa (CK, ATP: creatina N-fosfotransferasa, EC 2.7.3.2) es una enzima
extremadamente importante en ¢l metabolismo energético del musculo y del cerebro. La
enzima es un dimero constituido por dos subunidades M y B (Dawson er al., 1965), que al com-
binarse dan lugar a tres isoenzimas: la CK-BB, que constituye casi el 100% de la enzima en el
cerebro, la CK-MB.que solo se encuentra en cantidades apreciables en el corazon, donde
representa del 10 al 40 % de la actividad total de CK, y la CK-MM, abundante en el misculo
esquelético y el corazon, que constituye el 96 y el 72 % de la enzima, respectivamente (Wretou
y Pfleiderer, 1975).

Considerando la distribucion de estas isoenzimas en los diferentes organos y tejidos,
resulta de gran importancia para el diagnostico clinico su andlisis diferencial en el plasma.
Varias han sido las patologias en que se han reportado niveles elevados de una u otra isoen-
zimaen el plasma, dependiendo del tejido dafiado. La CK-MM ha sido util en el diagnéstico de
las enfermedades del tejido muscular como las distrofias musculares y la polimiositis (Prell-
witz, 1981). La CK-MB se ha sefialado como el mejor marcador biogquimico para el diagnostico
y control evolutivo del infarto del miocardio (Galener al., 1975; Neumeier er al., 1981; Pesce,
1982). y la CK-BB, que se ha utilizado en el diagnostico de danos cerebrales (Kaste er al., 1977,
Cooper et al., 1983).
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Diversas han sido las técnicas desarrolladas para el analisis diferencial de las isoenzimas
de 1a CK.Los métodos mas utilizados en la actualidad son la cromatografia de intercambio
ionico en microcolumnas con DEAE Sephadex A-50 (Takahashi er al., 1972: Mercer, 1974), la
electroforesis en diferentes tipos de soportes (Rosalki, 1965; Roberts er al., 1974; Sirag Elding
et al., 1985) v los ensavos inmunologicos (Neumeier, 1981, Wurzburg, 1981).

En este trabajo se describe un método electroforético de elevada resolucion en gel de ace-
tato de celulosa que permite visualizar las tres isoenzimas de la CK, con el objetivo de
emplearlo en el diagnostico de algunas patologias. Se describe ademas el procedimiento para
la obtencion de los patrones isoenzimaticos,

MATERIALES Y METODOS

Determinacion de la actividad enzimatica

La actividad total de CK se ensayo cinéticamente a 25 "C, mediante monitoreo continuo de la velocidad de reac-
cion a 340 nm. utihzando un kit *monotest CK-NAC", obtenido de Bochringer Mannheim v basado en ¢l método de
Rosalki (1967).

Preparacion de los patrones de isvenzimas de CK

Las isoenzimas se prepararon mediante el método de Rosalki (1976). con modificaciones. S¢ utilizaron teidos
humanos frescos obtenidos de autopsia. Para Las isoenzimas CK-MM y CK-MB se unihizo corazon, v pura la CK-BB.
cerchro. Todo ¢l procedimiento se llevo a cabo a 4 "C,

Se peso un gramo de lejido v se homogeneizo en 1) ml de tampon tris-HCL 30 mmol/l, pH 8, que contenia 100
mmaol/l de NaCl v 10 mmol/l de B-Mercaptoetanol, con un Potter Elvehjem. El material homogeneizado se centrifugo
a 10000 % g durante 30 minutos v s¢ utilizo el sohrenadante,

Dos columnas de 1,5 « 8 cm se empagquetaron con DEAL Sephadex A-30 (Pharmacia) v se equilibraron con tam-
pon tnis-HOL 30 mmol/l pH 8, que contenia 100 mmaol/] de NaCly 1 mmol/l de B-Mercaptoetanol. Un volumen de 3
ml de sobrenadante de corasan y cerehro s aphico o lus columnas, v las isocnzimas se eluveron con ¢l mismo tampaon,
conteniendo diterentes concentraciones de NaC L La CK-MM cluye con el tumpon inicial v la CK-MB. aumentando la
concentracion de NaClen el tampon a 230 mmol/1 Parnobtenerla CK-BB, primero se lavo la columna con tres volume-
nes del tampon inicial para ehiminar los restos de CK-MM presentes en el tejido cerebral v después se eluyo la isoen-
zima con el lampo r contemiendo 300 mmol/l de NaCl,

La elucion de las isoenzimas se monitored, ensayando la actividad enzimatica del gluato.

La fracciones obtenidas, con las direntes isoenzimas, se concentraron por ultrafiltracion utilizando una mem-
brana PM-10 tAmicon) v s¢ dializaron contra tampon tris-HCL 100 mmol/1, pH 7.4 conteniendo | mmol/l de B-Mer-
captoctanol. A las fracciones diahizadas se les aumento a 50 mmol/l la concentracion de B-Mercaptoetanol; se les ana-
di6 un volumen de ghicerol v se conservan a 4 "C.

Electroforesis

Las electroforesis se llevaron a cabo en tiras de pel de acetato de celulosa (de 3.7 x 14 cm -Chemetron). Se utilizd
coma tampon Veronal sodico - Veronal (10,3 g + 1,34 ¢/1). pH 8,6, La cornda se llievo a cabo durante 30 minutos a 300
volts v 8 "C.

Para visualizar las isoenzimas, se colocaron las Uras de acetato de celulosa en una camara humeda, se cubricron
con un papel de filtro empapado con el reactivo de la CK y se incubd durante 20 minutos a 37 “C. La fluorescencia del
NADPH formado en los sitios correspondicntes a cada isoenszima, pudo observarse colocando la tira bajo la luz UV.

Para conocer el limite de deteccion del método se utilizaron sueros conteniende 5, 10, 20, 30, 40, 50 U/1 de activi-
dad de CK-MM,

El suero patologico estudiado fue el de un nino de ocho anos con distrofia muscular de Duchenne, con una activi-
dad de CK de 1 300 U/1, ¥ se utilizo como control un suero normal con una actlividad de CK dentro del rango normal.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En la figura | se muestra la clectroforesis de los patrones isoenzimiticos de CK obteni-
dos. Como puede apreciarse, ias isoenzimas se separan claramente y no se observa contamina-
cion de unas por otras. Esto demuestra que la metodologia empleada para la obtencion de los
patrones isoenzimaticos es adecuada, ademas de ser sencilla y rapida.

1 2 5 4

1G], Separacion electroforetica en gel de acetato de celulosa de los patrones de isoenzimas de CK. Seaplicaron
2 P/ de cada isoenzimay 5 P/ de una mezcla de las tres isoenzimas: 1 CK-MM (932 /1 2) CK-MB (216 L 3 CK-BB
(U 4) isoenzimas mezcladas.

Las condiciones y ¢l tipo de soporte seleccionado para la clectroloresis, logran una buena
separacion de las tres isoenzimas en corto tiempo (figura 1), pudiendo obtenerse el perfil de
isoenzimas de CK del suero en menos de una hora.

Con ¢l fin de probar el método en algin caso patologico, se realizo la electroforesis al
suero de un paciente con distrofia muscular de Duchenne.

Como se observa en la figura 2, aparece una banda muy intensa en el sucro del paciente,
que corresponde a la CK-MM al compararlo con el patron isocnzimas. Si lo comparamos con
el suero control de un sujeto normal, vemos que la diferencia en intensidad de la banda es bas-
tante marcada, de mancra que puede diferenciarse muy bien entre el caso patologico y ¢l nor-
mal. Esta enfermedad conduce a la destruccion del tejido muscular, lo cual explica la aparicion
de una banda intensa de CK-MM. Este resultado demuestra que el método puede emplearse
en el diagnostico de la distrofia muscular de Duchenne. y quizias en otras patologias que con-
a CK en ¢l sucro.

ducen a la alteracion del perfil isoenzimatico de

Al realizar la electroforesis a 10 pl de suero con diferentes actividades de CK-MM en un
rango de 5 a 50 U/L, s¢ determind que ¢l limite de deteccion del metodo en las condicionces
establecidas es de 10 U/L, 1o cual coincide con el valor reportado por Hennrich (1981) para este
tipo de soporte, siendo comparable con el de los métodos de este tipo distribuidos comercial-
mente.
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FIG. 2. Analisis electroforético en gel de acetato de celulosa del suero de un paciente con distrofia muscular de
Duchenne. Seaplicaron 5 U/ del patron de isoenzimas (CK-MM = 2 000 U/ CK-MB= 750 L/, CK-BB =860 L1/1} y de
los sucros control v patelogico: 1) patron de isoenzimas: 2) sucro control (10 U/1): 31 sucro patologico (1 500 U/L),

El método propuesto es mas sencillo que otros métodos electroforéticos (agarosa, almi-
don, poliacrilamida), va que estos requieren mayor liempo para la preparacion del soporte v
una manipulacion mas cuidadosa.

Por otra parte, ¢l método electroforético es el unico capaz de identificar las isoenzimas
atipicas de la CK, las cuales han aumentado su interés clinico en los ultimos anos al relacio-
narse con algunas patologias (Mifflin ¥ Bruns, 1985; Nagashima er al.. 1985; Kanemitsu, 1986).
Ademas, con excepcion de los métodos cromatogrificos, los cuales resultan laboriosos, sola-
mente los métodos electroforéticos permiten separar las isoenzimas BB y MB (Albert er al.,
1983).
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