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1- RESUMEN. 

El Trypanosoma cruzi es un protozoario flagelado que necesita se le 

suministren compuestos hérnicos como factores de crecimiento para su repro­

ducción in vitro. Estos requerimientos nutricionales están asociados con su 

incapacidad para biosintetizar hemo. En estos hemoflagelados se ha encon­

trado que la hemina puede ser sustituida por Protoporfirina IX, último interme­

diario en la ruta biosintética del hemo, evidenciando la presencia de una ferro­

quelatasa activa. Por otro lado, ni el ALA ni el PBG, precursores de todas las 

porfirinas, pueden sustituir a este factor de crecimiento, sugiriendo la pérdida 

de actividad de una o más enzimas intermediarias. 

Estudios anteriores realizados sobre las distintas enzimas involucradas 

en la síntesis de hemo mostraron que 1) Existen niveles variables y bajos de 

ALA y PBG que dependen del medio de cultivo empleado para el crecimiento 

del parásito; 2) Existe una alta actividad de Succinil-CoA Sintetasa, enzima 

que provee uno de los sustratos para la formación de ALA; 3) Existe una acti­

vidad muy baja de ALA-S y DOVA-T, las dos enzimas que pueden sintetizar 

ALA; 4) Existe una baja actividad de ALA-O; 5) No se detecta actividad de 

PBGasa y Deaminasa y 6) Existe una ferroquelatasa funcional. En consecuen­

cia, a partir de estos resultados, se podría sugerir que el Trypanosoma cruzi 

sólo conserva funcional una o las dos enzimas que sintetizan ALA (ALA-S y 

DOVA-T) y a la Ferroquelatasa (siendo todas estas enzimas mitocondriales). 

Este trabajo tuvo como objetivo dilucidar la o las enzimas, pertenecien­

tes a la ruta metabólica del hemo, que se encuentran en baja cantidad o au­

sentes, en T. cruzi. Los primeros ensayos fueron realizados con el fin de dilu­

cidar si el parásito acumula precursores y/o metabolitos intermedios, para po­

der establecer la existencia de un posible bloqueo en esta ruta biosintética. Se 

encontró que si bien el parásito no acumula precursores ni porfirinas en forma 

intracelular, excreta al medio de cultivo gran cantidad de ALA y PBG. Cuando 

se midieron las actividades enzimáticas se encontró sólo actividad de Succinil­

CoA Sintetasa y de DOVA-T. Esta última enzima, mostró mayor afinidad por el 

glutamato, como dador de grupos aminos, que por la alanina, el otro aminoáci-
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do testeado. En cuanto al DOVA, su otro sustrato, se obtuvo una muy baja afi­

nidad, por lo que se supone que la enzima puede estar inhibida o que la reac­

ción de sintesis de ALA se esté llevando a cabo por alguna transaminasa 

inespecífica. 

En el extracto libre de células de T.cruzi, se detectó la presencia de un 

inhibidor de la actividad ALA-S de otras fuentes enzimáticas (Rhodobacter 

spheroides) . El inhibidor es un compuesto inestable al calor, de bajo peso mo­

lecular (distinto del ALA o el hemo), no relacionado con el mecanismo de re­

gulación cistationasa-rodenasa y que se encuentra presente inicialmente en el 

homogenato. La inhibición se detectó en presencia de concentraciones satu­

rantes de los sustratos, por lo que se descarta que se trate de una inhibición 

de tipo competitiva. 
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La enfermedad de Chagas es actualmente reconocida como una de las 

causas más importantes de morbilidad y mortalidad en América del Sur y Cen­

tral. Debe su nombre al Dr. Carlos Chagas (Instituto Nacional de Chagas "Dr. 

Mario Fatala Chabén, 1994) quien descubrió al microorganismo que la origina, 

el parásito hemoflagelado Trypanosoma cruzi; los insectos vectores; identificó 

uno de los huéspedes reservorios y describió ya en el año 1911 la sintomato­

logía correspondiente (Mundim y Roitman, 1977; Salzman y col. , 1982). 

El parásito es incapaz de reproducirse in vitro si no se le suministran 

compuesto hérnicos como factores de crecimiento, convirtiéndolo en un blanco 

importante para nuestra área específica de investigación que es la biosíntesis 

de porfirinas. 

Teniendo en cuenta que la relevancia de esta enfermedad se debe al 

gran número de personas y animales domésticos infectados en todo el mundo, 

a la frecuente carencia de una adecuada quimioterapia no tóxica y al desarro­

llo de la resistencia del parásito a las drogas; el objetivo global de este trabajo 

será dilucidar qué características presenta el agente causal de la enfermedad 

de Chagas, en el camino biosintético de las porfirinas, que lo hacen incapaz de 

sintetizar estos compuestos. La elucidación de la funcionalidad o defecto de 

esta vía metabólica, podría ser trascendente en el desarrollo de nuevos agen­

tes tripanomicidas que, selectivamente, bloquearan la formación o utilización 

de compuestos hérnicos por el parásito. 

2 .1- Camino biosintético de las porf irinas. 

Los tetrapirroles son compuestos ampliamente distribuidos entre los se­

res vivos, desempeñan un rol vital en el metabolismo celular porque constitu­

yen, en la mayoría de las células vivientes, los dos principales pigmentos del 

protoplasma involucrados en los procesos fundamentales de respiración (cito­

cromos) y fotosíntesis (clorofilas). Otros compuestos tetrapirrólicos son los 

pigmentos biliares, grupos prostéticos, vitamina B12 y ficobilinas. 

Los distintos tetrapirroles se sintetizan siguiendo la secuencia de 

reacciones catalizadas enzimáticamente, que se muestran en la Figura 1 

(Batlle, 1997). 
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Se ha comprobado que la misma ruta biosintética opera en todas las 

formas vivientes; es decir, todas las células aeróbicas de animales, plantas y 

bacterias son capaces de sintetizar sus tetrapirroles a través de un camino 

cuyas etapas, hasta la formación de Protoporfirina IX (Proto IX), son coinci­

dentes; luego, dependiendo de cual fuere el producto final , se producen ramifi­

caciones específicas. 

La secuencia en la biosíntesis de porfirinas es la siguiente: 

1) Formación de ácido o-aminolevulínico (ALA), que puede sintetizarse a 

partir de la condensación de glicina con succinil-Coenzima A (succinato acti­

vado por una unión de alta energía con la Coenzima A), o bien desde precur­

sores de cinto átomos de carbono tales como glutamato, glutamina y a­

cetoglutarato 

2) Unión de dos moléculas de ALA por la enzima ALA-deshidrasa (ALA-O) , 

para formar poñobilinógeno (PBG). 

3) La formación del primer tetrapirrol o porfirina, se lleva a cabo por la 

condensación de cuatro moléculas de PBG dando una molécula de uropoñiri­

nógeno (UROGEN), pudiéndose obtener los isómeros 1y111, según la posición 

relativa de las cadenas laterales. Aunque esta condensación puede llevarse a 

cabo por simple calentamiento en medio ácido, en los tejidos es catalizada por 

enzimas específicas. La reacción para la obtención de uropoñirinógeno 111 

(UROGEN 111) a partir de PBG, es catalizada por la PBG-deaminasa y por la 

uroporfirinógeno 111 isomerasa. Ambas enzimas forman un complejo enzimático 

citoplasmático al que se lo denomina PBGasa. 

4) El UROGEN 111 es convertido a copropoñirinógeno 111(COPROGEN111) 

mediante decarboxilación sucesiva de los cuatro restos acetato del UROGEN 

111. Esta reacción es catalizada por la uroporfirinógeno descarboxilasa (URO­

D). 
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5) l COPROGEN 111 sufre decarboxilación oxidativa, por acción de la co­

proporfirinógeno oxidasa o coprogenasa, dando protoporfirinógeno IX (PRO­

TOGEN IX). 

6) El PROTOGEN IX, es oxidado a protoporfirina IX (Proto IX) por la 

protoporfirinógeno oxidasa (protegen oxidasa). 

7) El paso final en la síntesis del heme, comprende la incorporación de 

hierro ferroso (reducido) a la protoporfirina mediante una reacción catalizada 

por la hemo sintetasa o ferroquelatasa. 

En cuanto a la localización celular, la primera y tres últimas transforma­

ciones ocurren en la mitocondria, el resto de las reacciones ocurren en cito­

plasma. 

Se ha comprobado que en toda la secuencia de reacciones, los verda­

deros intermediarios son los porfirinógenos, los cuales se oxidan fácilmente a 

porfirinas. La PROTO IX y las porfirinas en general , se combinan con distintos 

iones metálicos (hierro, magnesio, zinc, níquel , cobalto y cobre) para formar 

quelatos tetradentados que dan origen a una gran gama de derivados de las 

porfirinas. Los complejos de los tetrapirroles con el hierro reducido se denomi­

nan hemos o hierroporfirinas. El más conocido es el protohemo o hierro­

protopoñirina, que constituye el grupo prostético de la hemoglobina. Com­

plejos similares, con el hierro en estado oxidado, dan lugar a la hemina, hema­

tina o ferriprotoporfirina. Los quelatos de magnesio o magnesio-porfirinas, 

van a dar origen a las clorofilas. A partir del UROGEN 111 y con cobalto como 

ion metálico, se biosintetizan las corrinas, que participan en la síntesis de la 

vitamina 812. Es importante aclarar que los grupos cromóforos de las ficobilinas 

son, también, tetrapirroles pero de cadena abierta que poseen una estructura 

similar a los pigmentos biliares provenientes de la degradación hepática del 

hemo. 

Con respecto a las propiedades fisicas y químicas, las porfirinas, debido 

a su estructura relativamente grande, planar y aromática, se caracterizan por 

ser predominantemente hidrofóbicas, tener alta capacidad de resonancia, in­

tensa fluorescencia roja bajo luz ultravioleta y un espectro de absorción ca­

racterístico en la zona del visible y del ultravioleta. 
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2.2- Biosíntesis de ácido ó-aminolewlínico. 

2. 2 .1- Rutas biosintéticas. 

El ALA es el primer precursor específico en la biosíntesis de todos los 

tetrapirroles. Estudios de marcación isotópica demostraron que los átomos de 

carbono y nitrógeno presentes en el hemo (Shemin y Russell , 1953), anillo co­

rrínico de la vitamina 812 (Shemin y Bray, 1964), porción tetrapirrólica de la clo­

rofila (Granick, 1954; Manetas y Akoyunoglu , 1975) y grupos cromóforos de las 

ficobilinas (Troxler y Lester, 1967), provienen del ALA. En estos mismos tra­

bajos, también se verifica la relación molar estequiométrica de 8: 1, existente 

entre el ALA y el tetrapirrol correspondiente. 

Según el esquema de la Figura 1, el ALA puede sintetizarse por dos 

vías diferentes, ambas catalizadas enzimáticamente, partiendo en un caso de 

glicina y succinil Coenzima A (SuccCoA) (Ruta A) , y en el otro, de precursores 

de cinco átomos de carbono, como pueden ser el glutamato, glutamina y a­

cetoglutarato; (Ruta B). A continuación se describirá en forma detallada cada 

una de estas rutas. 

Ruta A: A partir de glicina y succinil-Coenzima A. 

El ALA se obtiene por condensación de una molécula de glicina con una 

molécula de succinil-Coenzima A, esta reacción es catalizada por una enzima 

clave en la biosíntesis de tetrapirroles, llamada o-aminolevúlico sintetasa 

(ALA-S) , la cual requiere fosfato de piridoxal como cofactor (Figura 2) . 

Se ha encontrado actividad de ALA-S en bacterias fotosintéticas, leva­

duras, insectos, algas y diversas fuentes de origen animal (Lascelles, 1964; 

Marks, 1966; De Matteis, 1967, Lombardo y col. , 1988). 

Si bien en casi todos los tejidos estudiados el ALA-S se encuentra aso­

ciada a la fracción particulada, también se midió actividad de esta enzima en la 

fracción soluble. La enzima citosólica correspondería a una forma inmadura de 

la proteína en tránsito hacia la matriz mitocondrial (Nakakuki y col. , 1980; Ya­

mauchi y col. , 1980; Srivastava y col. , 1983). 
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El ALA-S se caracteriza, además, por ser una proteína inestable y de 

corta vida media (Marver y col. , 1966; Sassa y Granick, 1970; Woods, 1974). 

La vida media del ALA-S citosólica es menor aún que la de la enzima 

HOOC-CH2-CH2-COSC0A 

Succinil-CoA 

Precursores de 5 carbonos 

ÍH2NH2 
+ COOH 

Glicina 

HOOC-CH2-CH2-C-COH + H2N-C-COOH 
11 11 

O R 

t>OVA Aminoácido 

C02 HSCoA 

Cetoácido ALA 

FIGURA 2: Biosíntesis de ALA. Se esquematizan las dos vías de síntesis, catalizadas por el ALA-S y 

DOVA-T, respectivamente. Ambas reacciones utilizan fosfato de piridoxal como cofactor. 

mitocondrial (Hayashi y col. , 1969). Esta característica es importante pues po­

sibilita la regulación del ALA-S por inducción o represión de su síntesis. La 

enzima purificada requiere de la presencia de compuestos sulfhidrílicos para 

manifestar su actividad y es altamente específica para sus sustratos. 

La ubicación mitocondrial del ALA-S le permitirla situarse, no sólo cerca 

de la fuente de sus sustratos, sino también de las últimas etapas del camino 

biosintético del hemo, lo cual es importante desde el punto de vista de su re­

gulación por producto final. 

En la Figura 3 se encuentra descripto el mecanismo de la reacción, pro­

puesto por Zaman y col. , 1973. En primer lugar la glicina reacciona con el fos­

fato de piridoxal , que se encuentra formando parte de la enzima, para originar 
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una base de Schiff (A) . Luego se produce la pérdida de un protón de la glicina, 

originándose un carbanión estable (B) , que reacciona con un átomo de carbo­

no del carbonilo electrofílico de la succinil-Coenzima A para producir un inter­

mediario inestable, el ácido a.-amino-p-cetoadipico (C) , que estando unido a la 

enzima se decarboxila para dar D. Finalmente se adiciona un protón y el ALA 

se libera del complejo enzima-fosfato de piridoxal. 

Se acepta que el ALA-S es la enzima limitante, de manera que la cantidad de 

porfirinas formadas por una célula dada depende de la cantidad y de la activi­

dad del ALA-S. Este es un concepto fundamental dado que, si por alguna ra­

zón, se altera el equilibrio normal de la célula y la actividad de la enzima au­

menta o disminuye, correspondientemente ocurrirán cambios en la cantidad de 

precursores y porfirinas sintetizadas. El conocimiento del papel regulatorio del 

ALA-S salió a la luz por estudios realizados en Rhodobacter spheroides (Las­

celles, 1964) y en células de animales porfíricos (Marks, 1966; De Matteis, 

1967). Trabajos adicionales mostraron que el ALA-S se encuentra sujeta a in­

ducción (Sassa y Granick, 1970), represión por hemo (Marver, 1969; Sassa y 

Granick, 1970; Kitchin, 1983), retroinhibición por hemo (Bumham y Lascelles, 

1963; Kitchin , 1983) e inhibición por ALA (Bottomley y Smithee, 1968). 
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Como ya dijimos el control de la actividad del ALA-S ocurre a distintos 

niveles, los cuales se enumeran más detalladamente a continuación: 

1) Control por glicina (Figura 4): El ALA-S muestra una afinidad muy baja por 

la glicina, con valores de Km que van de 5 a 20mM. Sabiendo que la con­

centración intracelular de este aminoácido es significativamente menor (del 

orden de 1 mM) (Neuberger, 1980), se postula la posibilidad de que la con­

centración de este sustrato constituya un factor limitante para la actividad de 

la enzima. 

2) Inhibición por ALA (Figura 4): Tanto para el ALA-S proveniente de Rho­

dobacter spheroides (Lascelles, 1960) como para la proveniente de mito­

condrias de médula ósea de conejo (Bottomley y Smithee, 1968), se observó 

inhibición por ALA. En este último caso se encontró una inhibición del 20% 

para una concentración de ALA de 0,025mM, mientras que con concentra­

ciones mayores a 0,20mM se obtuvo inhibición total de la actividad enzimá­

tica. 

3) Represión por hemo (Figura 4): Existe un pool de hemo (hemo libre regu­

latorio) intracelular que al aumentar sus niveles citoplasmáticos, regula la 

expresión genética o la sintesis de novo del ALA-S. El hemo como represor 

puede actuar a nivel de transcripción (Srivastava y col. , 1988), traducción 

(Yamamoto y col., 1983) y translocación de la enzima desde el citosol hacia 

la mitocondria (Hayashi y col. , 1983; Srivastava y col. , 1983). Las concen­

traciones de hemo necesarias para reprimir la síntesis de ALA son del orden 

de 10-7M (Wolfson y col. , 1979). 

4) Inhibición por hemo (Figura 4): Las concentraciones de hemo que se ne­

cesitan para producir inhibición de la actividad enzimática, son del orden de 

10-5M (Wolfson y col. , 1979). 
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FIGURA 4; Mecanismos de control que actúan sobre el ALA-S. 1) Control por glicina, 2) Inhibi­

ción por ALA, 3) Represión por hemo, 4) Inhibición por hemo. 

5) Inducción por compuestos de diversas estructuras. incluyendo insec­

ticidas. carcinÓQenos. drogas porfirinoqénicas y medicamentos: La ma­

yor parte de estas sustancias son metabolizadas por un sistema en el híga­

do que utiliza una hemoproteína específica, el citocromo P-450. Durante el 

proceso de metabolización de estas sustancias, el consumo de heme por el 

citocromo P-450 está aumentado, lo cual a su vez disminuye la concentra­

ción del heme intracelular. En consecuencia se produce una d~srepresión 

del ALA-S con un aumento correspondiente de la velocidad de síntesis del 

heme para cubrir las necesidades de la célula. Otros compuestos no actúan 

aumentando la utilización del hemo libre, sino aumentando su degradación, 

lo que lleva, en definitiva, a una disminución del heme citosólico y a un au­

mento en la actividad del ALA-S (Batlle y col. , 1981 ; Marks y col. , 1988). 

6) Activación por trisulfocistina: Mecanismo de control hallado en Rhodo­

bacter spheroides (Yamanishi y col., 1983). La trisulfocistina es un metabo­

lito de bajo peso molecular que puede actuar directamente con la enzima, 

produciendo la conversión de una forma prácticamente inactiva (forma b) en 

13 



otra de alta actividad (forma a). Este activador se sintetiza y degrada in vivo 

por acción de la cistationasa y rodenasa, respectivamente (Figura 5) . Se 

han encontrado evidencias de la existencia de este sistema de regulación 

en callos de soya (Vázquez y col. , 1980) y en Rhodopseudomonas palustris 

(Vial e y col. , 1980). 

7) Modulación en la estabilidad del mRNA de ALA-5: Un aumento en la 

concentración de hemo libre o, en forma indirecta, de metaloporfirinas, pro­

duce una disminución en la estabilidad del mRNA del ALA-S (Cable y col. , 

1994; Cable y col ., 1996). 

CISTA TIONASA 

A-S 

Forma b 

(baja actividad) 

CiSSCi xs 

RODENASA 

ALA-S 

Forma a 

(alta actividad) 

FIGURA 5: Activación por trisu/focistina. Esquema postulado para el control del ALA-S en 

Rb.spheroides. X: anión tiofílico. CiSSCi: cistina. CiSSSCi: trisulfocistina. 
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8) Control por constituyentes del medio ambiente y celular (Figura 6): 

- La tensión de oxígeno y el estado de óxido-reducción de la célula in­

fluyen sobre las distintas etapas del camino biosintético de las porfiri­

nas. El oxígeno estaría actuando indirectamente sobre el ALA-S, modifi­

cando la formación de producto final (hemo) y por lo tanto, la regulación 

que el mismo ejerce sobre esta enzima (Batlle y col. , 1981). Estudios 

efectuados en bacterias fotosintéticas, demostraron que en estos orga­

nismos la acción inhibitoria del oxígeno podría deberse tanto a una dis­

minución del contenido celular de trisulfocistinas como a la estimulación 

de un compuesto con propiedades inhibitorias. 

- Trabajando con bacterias fotosintéticas, se observó que una elevada 

intensidad lumf nica, tenía efectos inhibitorios sobre el ALA-S (Batlle y 

col. , 1981). 

- Existen evidencias que avalan dos comportamientos diferentes para el 

ATP en la regulación del ALA-S. En Rb.spheroides, el ATP induciría la 

formación de un inhibidor que llevaría a la inactivación de la enzima mi­

tocondrial , mientras que en hígado de rata, el ATP se uniría a un sitio 

alostérico del ALA-S citoplasmática, produciendo un aumento de su ac­

tividad (Batlle y col. , 1981). 

Resumiendo, en bacterias fotosintéticas, los resultados experimentales 

concuerdan en postular que el efecto inhibitorio producido por altos niveles de 

oxígeno, iluminación y ATP, se debería a la estimulación de la síntesis de un 

inhibidor. 
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FIGURA 6: Control de la actividad de ALA-S por el medio ambiente o 
celular. Niveles altos de oxígeno, luz y ATP, producen una disminución 
de la actividad enzimática en bacterias fotosintéticas; mientras que un 
aumento en los niveles de ATP en ratas, produce un aumento de la 
actividad del ALA-S hepática. 
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Ruta B: A partir de precursores de cinco átomos de carbono: glutamato, glu­

tamina o a.-cetoglutarato. 

Teniendo en cuenta las dificultades encontradas para detectar actividad 

de ALA-Sen plantas superiores y algas, y sabiendo que el ALA es necesario 

para la síntesis de porfirinas en estos organismos, varios investigadores trata­

ron de hallar vías alternativas para la formación de ALA. Las únicas fuentes de 

origen vegetal en las que se midió actividad de ALA-S fueron : callos de soya 

(Wider de Xifra y col. , 1971) y cáscaras blancas de papa (Ramaswamy y Nair, 

1973), ambos sistemas incapaces de sintetizar clorofila. 

Beale y Castelfranco, trabajaron con cotiledones de pepinos enverdeci­

dos (Beale y Castelfranco, 1973) y con hojas enverdecidas de cebada y poroto 

(Beale y Castelfranco, 1974). Midieron radioactividad en el ALA formado cuan­

do se incubaba en presencia de glutamato, glutamina o a.-cetoglutarato, como 

precursores radioactivos, y observaron que los compuestos de cinco átomos 

de carbono se incorporaban en el ALA sin que se produjera ruptura del es­

queleto carbonado. Esta incorporación era más eficiente que la obtenida a 

partir de succinato y glicina, en los mismos organismos. Sobre la base de es­

tos resultados, se postuló la existencia, en plantas superiores, de una ruta al­

ternativa de síntesis de ALA que emplea como sustratos compuestos de cinco 

átomos de carbono; además de la conocida ALA-S, que no sería la enzima 

predominante. 

Desde entonces, distintos grupos intentaron establecer la secuencia de 

reacciones que permitiesen el pasaje de estos precursores a ALA, mantenien­

do intacto el esqueleto carbonado. Varias posibles rutas, desde el punto de 

vista de síntesis orgánica, fueron analizadas (Beale y Castelfranco, 1974). 

Considerando una serie de trabajos anteriores, en los que se demostra­

ba la conversión de ácido 't , o-dioxovalérico (DOVA) en ALA, tanto para fuen­

tes de origen animal (Nemeth y col. , 1958; Neuberger y Turner, 1963), como 

para bacterias fotosintéticas (Gibson y col. , 1961 ; Neuberger y Turner, 1963) y 

algas (Gassman y col. , 1968), surgió el DOVA como el intermediario más pro­

bable, a partir del glutamato. 
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Posteriormente, se confirmó la presencia de una transaminasa (Figura 

i>. la i; , 3-dioxovalerato transaminasa (DOVA-T), capaz de producir ALA, 

utilizando DOVA y un aminoácido, como sustratos, en algas (Kipe-Nolt y Ste­

vens Jr., 1980; Foley y Beale, 1982; Lombardo y col., 1989); levaduras (Hoare 

y Datta, 1990), bacterias (Bajkowski y Friedman, 1982) y mitocondrias de híga­

do de vaca (Varticovski y col. , 1980). En plantas superiores se logró la purifi­

cación parcial de dos enzimas que catalizan la conversión de a.-cetoglutarato a 

DOVA y de DOVA a ALA, respectivamente (Lohr y Friedman, 1976). Estudios 

más recientes han demostrado la presencia, en protozoarios hemoflagelados, 

de una enzima inmunológicamente diferente a la encontrada en mamíferos pe­

ro capaz de catalizar la misma reacción ( Sagar y col. , 1995). 

En cuanto a las propiedades de la DOVA-T, se sabe que requiere fos­

fato de piridoxal como cofactor, éste forma una base de Schiff con un E-amino 

de una lisina de la enzima; la unión es estable y sólo puede ser desplazada 

por un grupo amino de algún aminoácido libre. Puede sufrir inhibición por he­

mo o metilglioxalato (Sagar y col. , 1995). La reacción catalizada por esta enzi­

ma, difiere, en general , de la mayoría de las reacciones de transaminación en 

cuanto a su irreversibilidad. Hay quienes afirman que la reacción no tiene nin­

gún significado fisiológ ico, ya que consideran que cualquier transaminasa, si 

bien con distinta afinidad , puede utilizar el DOVA como sustrato y convertirlo 

en ALA (Noguchi y Morí, 1981 ; Brumm y col. , 1982). Trabajos posteriores ha­

brian demostrado la existencia de una enzima específica para la conversión 

del DOVA en ALA (Kah y col ., 1988; Lombardo y col. , 1996). 

Aún se desconoce la vía por la cual podría producirse DOVA in vivo, ya 

sea a partir de glutamato, glutamina o a.-cetoglutarato. En todos los casos 

hasta ahora medidos, los niveles endógenos de DOVA son despreciables. 

En un principio se pensó que la vía del ALA-S existía únicamente en 

tejidos animales y bacterias, mientras que la ruta de la DOVA-T operaría ex­

clusivamente en plantas y algas. En la actualidad se sabe que tal afirmación, 

bajo ningún punto de vista, es valedera; y más aún, la existencia de una vía no 

excluye la presencia de la otra. Una mutante del alga Scenedesmus obliquus 
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(Klein y Senger, 1978), la bacteria fotosintética Rhodobacter spheroides (Kiku­

chi y col., 1958; Gibson y col. , 1961) y el alga Eug/ena gracilis (Lombardo y 

col. , 1988) constituyen ejemplos de organismos en los que coexisten ambas 

vías de síntesis de ALA. 

2.3- Fuente experimental empleada: Trypanosoma 

cruzi. 

2.3.1- Clasificación. 

La familia Trypanosomatidae, pertenece al orden Kinetoplástida y está 

compuesta por protozoarios flagelados que se caracterizan por la presencia en 

la base del flagelo, de una organela denominada cinetoplasto. Esta organela 

contiene una red de cadenas de DNA unidas entre sí (Vickerman y Preston, 

1976; Camargo, 1979; Levine y col. , 1980). Estructuras membranosas tubula­

res, asociadas con el cinetoplasto, forman una gran mitocondria en estos or­

ganismos. 

Dependiendo de la presencia o ausencia del flagelo y del sitio a partir 

del cual se origina, de la membrana ondulante y de la posición del cinetoplasto 

relativa al núcleo, se caracterizaron las formas promastigotes, opimastigotes, 

epimastigotes, tripomastigotes, coanomastigotes, amastigotes, paramastigotes 

y esferomastigotes ; en los tripanosomátidos. (Vickerman y Preston, 1976; 

Camargo, 1979; De Souza, 1983). Ver Figura 7. 
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FIGURA 7: Diagrama de Jos tipos morfológicos de Trypanosomatidae (x 1300). (a) Promas­

tigote, (b) Opistomastigote, (e) Epimastigote, (d) Tripomastigote, (e) Coanomastigote, (f) 

Amastigote, (g) Paramastigote, (h) Esferomastigote. K: cinetoplasto, N: núcleo. 
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2. 3. 2. -Ciclo de vida. 

El Trypanosoma cruzi tiene un ciclo biológico complejo, caracterizado 

por una sucesión de diferentes formas adaptadas a los diferentes ambientes 

que éste encuentra tanto en el hospedador mamífero como en el vector Tria­

toma infestans. Este ciclo involucra transiciones entre los estadios de diferen­

ciación y de proliferación (Figura 8) (Vanhamme y Pays, 1995); se inicia cuan­

do los hospedadores invertebrados (insectos hematófagos pertenecientes a 

las familias Hemíptera y Ruduvidae) se alimentan mediante la ingesta de san­

gre de mamíferos infectados. 

Las formas sanguíneas ingeridas, evolucionan a través del tracto diges­

tivo. En la luz del mesogastrio del insecto, la mayoría de los tripomastigotes de 

la sangre se transforman en epimastigotes (forma replicativa). En el intestino, 

los epimastigotes se dividen repetidamente mediante fisión binaria y pueden 

adherirse a las células intestinales a partir de hemidesmosomas (Zeledon y 

col. , 1977). En el recto, una parte de los epimastigotes se transforma en tripo­

mastigote metacíclico (forma infectante no replicativa) que se eliminan por las 

heces (Brack, 1968; Brener, 1973; Brener y Alvarenga, 1976; Zeledon y col. , 

1977). 

A través de lesiones en la piel o de las membranas mucosas normales, 

estas formas metacíclicas, penetran en las células sanguíneas de los verte­

brados donde se transforman en amastigotes (forma en activa división). Me­

diante fisión binaria los amastigotes se multiplican y diferencian en tripomasti­

gotes sanguíneos (forma no replicativa) . Estas formas flageladas, reciente­

mente formadas, son liberadas de la célula parasitada al espacio intercelular; 

pueden alcanzar la corriente sanguínea y, luego de circular por un cierto pe­

ríodo de tiempo, pueden penetrar en otras células del hospedador para llevar a 

cabo un nuevo ciclo tisular o pueden quedar libres para ser ingeridas por otro 

insecto hematófago. 
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FIGURA 8: Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi . Este ciclo alterna estados proliferativos 
(+)y estados quiescentes( - ). 



2. 3. 3. - Formas desarrolladas. 

En Trypanosoma cruzi se identificaron tres formas morfológicamente 

distintas: amastigote, epimastigote y tripomastigote. 

- AMASTIGOTE: Se la conoce, también, como esferomastigote, micromasti­

gote, forma aflagelada o forma leishmania. Es una forma multiplicativa intra­

celular de T.cruzi en el mamífero. Existen observaciones con microscopía 

electrónica y de contraste de fase, que indicarían que estas formas presentan 

un corto flagelo (Meyer y De Souza, 1976). 

- EPIMASTIGOTES : Se localizan en el intestino del hospedador inverte­

brado. Cuando T.cruzi se mantiene en cultivos acelulares, estas formas se ob­

servan en la fase logarítmica de crecimiento. Asimismo, pueden también en­

contrarse durante el final del ciclo intracelular, cuando los amastigotes se 

transforman en tripomastigotes o cuando al comienzo del nuevo ciclo, ocurre la 

transformación inversa (Meyer y De Oliveira, 1948). Son organismos alargados 

que pueden dividirse, tienen el flagelo libre en la posición extrema y el cineto­

plasto localizado anterior al núcleo. 

- TRIPOMASTIGOTES : Tienen un flagelo y una membrana ondulante todo 

a lo largo del organismo. El cinetoplasto está situado en la región posterior al 

núcleo. Este estadio se observa en: a) células de tejidos y sangre de los hos­

pedadores mamíferos (forma circulante) , b) intestino posterior, heces y orina 

del hospedador invertebrado (forma metaclclica), c) cultivos axénicos (forma 

estacionaria de crecimiento) y d) cultivos celulares (fase líquida) (De Souza, 

1983). No son capaces de dividirse. 

2.3.4- Características celulares diferenciales. 

- La membrana plasmática y cubiertas externas tienen fundamental im­

portancia en la interacción parásito-hospedador. Por microscopía electrónica, 

se ha observado que la cubierta superficial de los tripomastigotes sanguíneos 
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está compuesta por 5 a 1 O millones de moléculas de una glicoproteína variable 

de superficie (VSG), distribuida uniformemente. Las VSGs forman una mono­

capa sobre la membrana plasmática, constituyendo una barrera física que 

evade la respuesta inmune del hospedador, debido a su gran variabilidad. 

- Se designa como microtúbulos subpeliculares, a la capa de microtú­

bulos característica de los protozoos tripanosomátidos, que se localiza por de­

bajo de la membrana plasmática. Se comprobó que los microtúbulos están co­

nectados entre si y con la membrana plasmática a través de cortos filamentos 

de naturaleza aún desconocida. 

- Todos los miembros de la familia Trypanosomatidae, poseen un fla­

gelo que emerge de una invaginación llamada bolsillo flagelar. El flagelo de 

T.cruzi, generalmente, está unido al cuerpo basal. Aunque los tripanosomáti­

dos tienen un solo flagelo, poseen dos cuerpos basales localizados muy cerca, 

y compuestos de nueve tripletes de microtúbulos. 

- Trypanosoma cruzi, al igual que otros miembros de la familia , posee 

una sola mitocondria de gran tamaño que recorre todo su cuerpo celular for­

mando ramificaciones. En una de estas ramificaciones se encuentra el DNA 

mitocondrial que integra el conjunto cinetoplasto-mitocondria. 

- El cinetoplasto está formado por un DNA que posee una configuración 

especial. El mismo ha sido estudiado en detalle y se estableció que el DNA 

cinetoplástico representa entre el 20 y 25% del DNA total de los epimastigotes. 

Por microscopia electrónica se demostró que el cinetoplasto consiste en una 

red de 20.000 a 30.000 moléculas de minicírculos asociadas unas con otras y 

con moléculas más grandes, también constituidas por DNA circular, llamadas 

maxicírculos. 

- Poseen unas organelas especializadas, llamadas glicosomas, en don­

de la glucosa es metabolizada a piruvato. 
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- Poseen genes policistrónicos. Cada gen dentro del policistrón, se en­

cuentra separado por pequeñas secuencias llamadas, secuencias intergénicas 

(Ben Amar y col. , 1988). El procesamiento del transcripto primario permite la 

obtención de mRNAs individuales, a los cuales se les adiciona la caperuza en 

el extremo 5' y la cola de poly(A) en el extremo 3'. El capping es llevado a cabo 

por un mecanismo de trans splicing , en el cual se adiciona al extremo 5' del 

mRNA clivado, un oligoribonucleótido precapeado (de aproximadamente 39 

nucleótidos de longitud) (Bruzik y Steitz, 1990). 

- Varios genes para proteínas mitocondriales se encuentran en los ma­

xicírculos cinetoplástidos, pero estos genes están, generalmente, incompletos. 

La obtención de mRNAs funcionales, involucra la adición o deleción posttrans­

cripcional de residuos de uracilo, mecanismo que se conoce como edición del 

RNA (Benne, 1994). 

2.4- BiosÍTtesis del herno en la familia Trypanosomatidae. 

Los hemoflagelados requieren de hemo como factor de crecimiento 

esencial in vitro, el cual es suministrado, generalmente, como hemina, hemati­

na o hemoglobina (Lwoff, 1951 ; Chang y Chang, 1985). Estudios llevados a 

cabo con hemina marcada han demostrado, no sólo que los protozoarios tripa­

nosomátidos, unen hemo en forma específica, sino que la unión es depen­

diente de la presencia de un receptor y que se encuentra regulada por la fase 

de crecimiento en la que se halla el parásito (Galbraith y McElrath, 1988). 

Estos requerimientos nutricionales, están asociados con la incapacidad 

de biosintetizar hemo (Roitman y col. , 1972; Chang y Sassa, 1975). Una ex­

cepción a esta incapacidad, la constituyen varias especies de tripanosomáti­

dos flagelados que albergan entidades intracelulares autoproductoras, presu­

miblemente bacterias simbiontes. En Blastocrithidia cu/icis y Crithidia deanei 

existen fuertes evidencias de la naturaleza procariota de estas entidades 

(Chang y col. , 1975; Mundim y Roitman, 1977). 
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En los hemoflagelados libres, la hemina puede ser sustituida por Proto 

IX, debido a la presencia de una ferroquelatasa funcional (Salzman y col. , 

1985; Srivastava y col. , 1997), pero no por otros precursores como ALA y PBG 

(Gaugham y Krassner, 1971 ). Las dos enzimas que intervienen en la síntesis 

de ALA, ALA-S y DOVA-T, fueron detectadas en miembros de la familia Trypa­

nosomatidae (Salzman y col., 1982; Salzman y col. , 1986; Sagar y col. , 1995; 

Srivastava y col. , 1997), no habiéndose detectado actividad para las enzimas 

ALA-O; Deaminasa y el complejo de la PBGasa (Salzman y col., 1982; Chang y 

Chang, 1985; Salzman y col. , 1986). 

Teniendo en cuenta la localización intracelular del camino biosintético 

del hemo, los resultados reportados hasta la fecha sugieren que Trypanosoma 

cruzi sólo conserva funcional las enzimas particuladas, que son las encarga­

das de sintetizar ALA y hemo. 

Considerando que en la actualidad se dispone, tanto de mayor informa­

ción con respecto a las características de las enzimas involucradas, como de 

métodos más sensibles para la cuantificación de las mismas, pensamos que es 

de fundamental interés rever y retomar la investigación del camino biosintético 

de las porfirinas en T. cruzi. 
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3 .1 - Materiales. 

Todos las drogas fueron de la más alta pureza comercialmente disponi-

ble. 

3 .1.1- Síntesis de Porf obilinóaeno. 

El PBG se sintetizó enzimáticamente según la metodología descripta por 

Sancovich y col. (1976) , a partir de ALA (Sigma Chemical Co., USA) y ALA-O 

de hígado bovino. Para la obtención de ALA-O, el hígado fue cortado en trozos 

y se lavó con solución fisiológica . Se homogeneizó con 10% (p/v) de sacarosa 

0,25M. El homogenato se centrifugó a 12.000 x g por 20 minutos y el sobrena­

dante se calentó a 58-60 ºC en baño de María por 5 minu os. Se centrifugó a 

12.000 x g por 20 minutos y al sobrenadante se lo sometió a una precipitación 

con sulfato de amonio 0-30%, llevando a pH 7 con NH3 (c) y ácido acético gla­

cial. Se centrifugó para eliminar el pellet y se realizó un nuevo fraccionamiento 

con sulfato de amonio 30-55%, llevando a pH 7. El precipitado de la fracción 30-

50%, conteniendo actividad de ALA-O, se resuspendió en buffer fosfato de po­

tasio O, 134M pH 6,8 (entre 35-45 mi). El sistema de incubación para la obten­

ción de PBG contenía 0,2 mi de la fracción 30-55% de hígado bovino; 52 µmo­

les de cisteína; 6,37 µmoles ALA y buffer fosfato O, 134 M pH 6,8 hasta com­

pletar un volumen final de 2 mi. Se preincubó por 30 minutos a 37-38 ºC en au­

sencia del ALA. Luego se incorporó el ALA y se incubó en las mismas condicio­

nes por 60 minutos adicionales. La reacción se frenó por agregado de solución 

saturada de sulfato de cobre. Se centrifugó para eliminar la proteína desnatura­

lizada y se cuantificó el PBG sintetizado (Moore y Labbe, 1964). Para ello se 

tomó 1 mi del sobrenadante desproteinizado y se le adicionó 1 mi del reactivo 

de Ehrlich. Se leyó absorbancia a 553 nm. 

nmoles de PBG/ mi sobrenadante = A553 x 106 
I f x 226 

Factor de conversión (/) = 113,6 (Moore y Labbe, 1964). 

Masa molar del PBG = 226 
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Preparación del reactivo de Ehrlich (modificado). 

Este reactivo se prepara en el momento de usar. Contiene 1 g de p-dimetil 

aminobenzaldehído disuelto en 16 mi de ácido perclórico y 34 mi de ácido acético 

glacial. Una vez adicionado a la solución que se desea cuantificar, el complejo co­

loreado que se forma, es estable a temperatura ambiente entre los 1 O y 30 minu­

tos. Se registra la absorbancia a 553 nm. 

3.1.2- Síntesis de ácido -r. 8-dioxovalérico. 

El DOVA fue preparado a partir de la hidrólisis del ácido 3 5-

dibromolevul ínico (Porphyrin Products Logan, UT), según el método descripto 

por Varticovsky y col. (1980). A 100 mi de agua destilada se le agregan 1,37 g 

de ácido 3,5-dibromolevul ínico . Se hierve en forma lenta durante 3 horas, 

manteniendo el volumen constante. Una vez frío se extrae con 30 mi de acetato 

de etilo. La fase acuosa se lava con 30 mi de éter etílico y se descarta la fase 

orgánica. El éter residual que pudo haber quedado en la fase acuosa se evapo­

ra por calentamiento a 40 ºC, burbujeando con nitrógeno por 15 minutos. Final­

mente se lleva a pH 4,2 con NaOH 3N y se guarda fraccionado a -20 ºC. 

La cuantificación del DOVA sintetizado se realiza en el siguiente sistema: 

3 mi de ácido perclórico 1 N; 45 µI de o-fenilendiamina (0,3% p/v disuelta en áci­

do sulfúrico O, 1 N) y O, 15 mi del DOVA (diluciones 1: 15 y 1 :30, hechas en ácido 

perclórico 1 N). Se deja 1 hora a temperatura ambiente y se registra la absor­

bancia a 336 nm (Jerzykowsky y col. , 1973). 

DOVA moles/!= {(A336nm - 81) x 3, 195 mi x factor de dilución}/ ( e M x O, 15 

mi) 

eM = 9 x 103 
1 mor1 cm·1 

3.1.3- Cultivo y mantenimiento de las cepas utilizadas. 

Cepas utilizadas. 
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Los epimastigotes de Trypanosoma cruzi, cepa Tulahuén, stock Tul 2 

(Segura y col. , 1980). fueron suministrados por el Instituto Nacional de Chagas 

"Dr. Mario Fatala Chabén". Los cuales provenían de un crecimiento en medio 

bifásico a 28 ºC (Gerez de Burgos y col .. 1976) y sin agitación . 

Las células de Rhodobacter spheroides provenían de una colección de la 

Unidad Microbiológica de la Facultad de Agronomía, de la Universidad de Bue­

nos Aires. Éstas fueron crecidas en el medio S de Lascelles (Lascelles, 1960), 

en forma anaeróbica, con luz. a 30 ºC, por 2-3 días. 

3 .1. 4- Medios de cultivo. 

3 .1 . 4 .1- Medios de cultivo para Trypanosoma cruzi. 

Medio bifásico con sangre. 

Base: Se disuelven 31 g de Nutrient Agar (1,5%) en agua destilada 

c.p.s. (pH 7,4). a baño María. Una vez disuelto se fracciona en caliente 25/30 mi 

de medio por erlenmeyer de 250 mi. Se esteriliza en autoclave 1 O minutos a 1 

atmósfera. Se deja enfriar hasta que llegue a 42 ºC, aproximadamente, y antes 

de que solidifique se le agrega con pipeta estéril , 1 5 mi de sangre de conejo 

desfibrinada. 

Sobrenadante: Se disuelven 37 g de Brain Heart lnfusion en 1.000 mi 

de agua destilada c.p.s (pH 7,4) , a baño María. Se esteriliza en autoclave du­

rante 1 O minutos a 1 atmósfera. Se fracciona en 100 mi de medio por cada er­

lenmeyer que contiene la base solidificada. 

Sangre de conejo desfibrinada: Sangrar por punción cardíaca un 

conejo, hasta obtener 50 mi de sangre. Agregar en forma estéril a un erlenme­

yer que contiene 50 mi de Brain Heart lnfusion (37g/I) y perlas de vidrio. Agitar 

efectuando círculos, por lo menos durante 45 minutos, hasta desfibrinar total­

mente la sangre. Agregar penicilina y estreptomicina, a una concentración final 

de 1.000 Ul/ml y 1 mg/ml, respectivamente. Utilizar en el día. 
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Caldo de investigación (Medio monofásico). 

Se disuelven los siguientes componentes en 1.000 mi de agua destilada 

c.p.s., a baño María (pH 7,2-7,4): 3,0 g Extracto de levadura; 9,0 g Tryptose; 

4,0 g Glucosa p.a.; 10,0 g Na2P04: 2H20 p.a; 3,6 g NaCI p.a.; 0,4 g KCI p.a.; 1,5 

g Hígado en polvo (Bacto Liver) y 5,0 g Brain Heart lnfusion. Agregar 0,02 g de 

hemina disuelta con unas gotas de NaOH 1 N. Esterilizar en autoclave a 1 at­

mósfera durante 1 O minutos. Concentración final de hemina en el caldo de in­

vestigación 30, 67 µM. 

3 .1. 4. 2- Medio de cultivo para Rhodobacter spheroides. 

Se disuelven los siguientes componentes en 1.000 mi de agua destilada 

c.p.s. (pH 6,8): 3,86 g Na-L-Glutamato: 1 H20 ; 2,76 g D-L-Ácido Málico; 0,5 g 

KH2P04; 0,5 g KzHP04; 0,8 g (NH4)2HP04; 0,2 g MgS04:7H20 ; 0,02 g CaCl2; 

0,004 g (S04)Fe(NH4)2; 0,001 g MnCl2; 0,5 mg Ácido Fólico· 0,05 mg Biotina· 

2,0 mg Glicina; O 1 g Mioinositol ; 5,0 mg Ácido nicotínico; 0,5 mg Clorhidrato de 

pi ridoxina y 0,5 mg Clorhidrato de tiamina. Esterilizar en autoclave a 1,4 at­

mósferas durante 15-20 minutos. 

3 .1. 5- Equipos. 

Para llevar a cabo este trabajo se empleó el siguiente instrumental : 

• Autoclave Ghilon 

• Flujo laminar Labconco 

• Sonicador Soniprep 150 MSE 

• Centrífuga refrigerada Sorvall RC-58 

• Centrífuga Roleo modelo CM-36 

• Baño de incubación Precision Scientific C.O. 

• Balanzas Mettler PC 2000 y AK 160 

• Espectrofotómetro Hewlett Packard 

• pHmetro Beckman O 12 pH/ISE Meter 

• Bomba peristáltica Perista Pump SJ-1215 
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3.2- Métodos. 

3. 2 .1- Preparación de extractos enzimáticos de Trreanosoma 

cruzi. 

Todos los pasos fueron realizados a 2-4 ºC. Las células fueron cosechadas 

cuando se encontraban en la fase exponencial tardía de crecimiento (general­

mente luego de los 6 días), por centrifugación a 12.000 x g por 10 minutos y fueron 

lavadas una vez con buffer Tris:HCI 0,05M pH 7,4. Las células provenientes de 

400 mi de cultivo, fueron resuspendidas en 8-10 mi de buffer Tris :HCI 0,05 M pH 

7,4 o buffer fosfato de sodio O 05M pH 7,4 dependiendo de la enzima en estudio. 

Las células en suspensión fueron rotas por sonicación a 1 O ,u por 45 segundos. El 

homogenato resultante, fue centrifugado a 5.000 x g por 15 minutos y el sobrena­

dante (S) utilizado para medir niveles intracelulares de los distintos metabolitos y 

actividades enzimáticas. 

3.2.2- Preparación de extractos enzimáticos de Rhodobacter 

spheroides. 

Todos los pasos se realizaron a 4 ºC. Las células fueron cosechadas en 

la fase exponencial de crecimiento, por centrifugación a 12. 000 x g por 15 mi­

nutos y se resuspendieron en buffer Tris:HCI 0,05M pH 7,4 hasta llegar a una 

absorbancia (680 nm) de 0,980. La preparación del extracto enzimático se llevó 

a cabo siguiendo la metodología descripta por Tuboi y col. (1970): las células 

fueron rotas por sonicación a 12 µdurante 3 minutos, y diluidas con Tris:HCI 

0,05 M pH 7,4 en una relación 1 :3. El homogenato resultante fue centrifugado a 

5.000 x g durante 25 minutos. El sobrenadante fue sometido a fraccionamiento 

con sulfato de amonio, separándose las fracciones que precipitan en los rangos 

0-40% y 45-65%. 
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La mayor parte de la actividad del ALA-S del extracto crudo, se encuen­

tra en la fracción 0-40% de saturación con sulfato de amonio. Ésta fracción dia­

lizada toda la noche contra buffer fosfato de sodio 0,05M pH 7,4 conteniendo 2-

mercaptoetanol 0,01 M, fue utilizada como fuente de ALA-S. La fracción 45-65% 

de saturación con sulfato de amonio, obtenida a partir del mismo extracto enzi­

mático, fue utilizada como fuente de Suc. CoA-S. 

3.2.3- Determinación del contenido intracelular de los me­

tabolitos del camino biosintético del hemo. 

Las siguientes determinaciones fueron llevadas a cabo resuspendiendo 

las células de T.cruzi en buffer Tris :HCI 0,05M pH 7,4. 

ALA y PBG. 

1 mi del sobrenadante S, fue tratado con 1 mi de ácido tricloroacético 

(TCA) 10%. Las proteínas precipitadas fueron separadas por centrifugación y 

ambos precursores, ALA y PBG, se midieron en el sobrenadante. 

Para la cuantificación de ALA, 1 mi del sobrenadante se lleva a pH 4,6 

con O, 1 mi de NaOH 3N, se adiciona 1 mi de buffer acetato de sodio 1 M pH 4,6 

y 0,05 mi de acetilacetona (2-4 pentanodiona). Se calienta a 100 ºC durante 1 O 

minutos en baño de agua, se deja enfriar y luego se agrega igual volumen del 

reactivo de Ehrlich modificado (Mauzerall y Granick, 1956). El ALA presente se 

cuantifica espectrofotométricamente a 553 nm. 

nmoles ALA/mi S= (A553 - 81) x 103 x Vf / EM 

Vf = volumen final del sistema de cuantificación. 

EM = 72 M-1 

El PBG se cuantifica en 1 mi del sobrenadante desproteinizado, según lo 

especificado en el punto 2.1.1 . 
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PORFIRINAS. 

1 mi del sobrenadante S, fue tratado con HCI concentrado, hasta alcan­

zar una concentración final de 5% (p/v) . Las proteínas precipitadas fueron se­

paradas por centrifugación y en una alícuota del sobrenadante se cuantifican 

espectrofotométricamente en base a la banda de Soret, leyendo absorbancias 

a 380 nm, 430 nm y a la longitud de onda de máxima absorción (Rimington, 

1960). El contenido de porfirinas se determinó mediante la siguiente expresión : 

nmoles de porfirinas I mi S= 2 x Amáxima - (A380nm + A430nm) x f x V 

f (factor de conversión)= 1,008 para uroporfirina en solución ácida al 5% 

V = volumen de la solución desproteinizada. 

HEMO libre. 

El hemo fue medido por el método del piridin hemocromógeno (Porra y 

col. , 1963) en el sobrenadante S, desproteinizado previamente con HCI, hasta 

una concentración final de 5% (p/v) . Una alícuota de este sobrenadante se 

lleva a un volumen final de 4,2 mi con HCI 5% p/v. Se agrega 0,5 mi de NaOH 

1 N; 1,0 mi de piridina y 1 mi de agua destilada. Se agita y se divide en dos 

partes iguales, a una se le agrega 2 mg de ditionito de sodio (A) y a la otra 50 

µI de Ferricinauro de potasio (1 mg/ml) (8) . Se agita. El tubo (A) se lee a 557 

nm y el (8) a 541 nm. Los nmoles de hemina se calculan de acuerdo a la si­

guiente expresión: 

nmoles de hemina= (A557 -A641
) - A AeR x V/ 20,7 x dilución x 1000 

V= volumen final del sistema de cuantificación. 

A'J.. = absorbancia a la longitud de onda correspondiente . 

11 AsR = diferencia de absorbancia de los blancos de reactivo, para cada longi­

tud de onda. 
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FIGURA 9 : Cuantificación de hemina por el método del piridin hemocromógeno. A partir de un 

standard de hemina pura (50M), se vario la concentración de ésta entre 3 y 15uM. El resto de 

la metodología corresponde a la descripta en el texto. 

3.2.4- Determinación del contenido extracelular de metabo- 

litos del camino biosintético del hemo. 

Las siguientes determinaciones fueron llevadas a cabo en el medio de 

cultivo luego de que las células de 7. cruzí fueron cosechadas. 

ALA y PBG excretados. 

Ambos precursores de las porfirinas, ALA y PBG, fueron separados y 

medidos en una alícuota del medio de cultivo (llevado previamente a un pH por 

encima de 5) por la metodología descripta por Mauzerall y Granick en 1956. 
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FIGURA 9 : Cuantificación de hemina por el método del piridin hemocromógeno. A partir de un 

standard de hemina pura (SOµM), se vario la concentración de ésta entre 3 y 1 SµM. El resto de 

la metodología corresponde a la descripta en el texto. 

3. 2. 4- Determinación del contenido extracelular de metabo­

litos del camino biosintético del hemo. 

Las siguientes determinaciones fueron llevadas a cabo en el medio de 

cultivo luego de que las células de T. cruzi fueron cosechadas. 

ALA y PBG excretados. 

Ambos precursores de las porfirinas, ALA y PBG, fueron separados y 

medidos en una alícuota del medio de cultivo (llevado previamente a un pH por 

encima de 5) por la metodología descripta por Mauzerall y Granick en 1956. 
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Una alícuota del medio se pasa a través de una columna de intercambio 

iónico (DOWEX 2X-8) con la resina en su forma acetato. El PBG quedará rete­

nido en la columna mientras que el ALA será excluido. El PBG, es luego elu ído 

con ácido acético (c) y se determina colorimétricamente con el reactivo de 

Ehrlich (Ver punto 2. 1. 1 ). 

El ALA excluido de la primer columna es retenido por una columna de 

intercambio iónico (DOWEX SOX-8) con la resina en su forma ácida. Éste, luego 

es eluído con acetato de sodio y condensado con acetilacetona a pH 4,6, para 

que el pirro! resultante pueda ser determinado colorimétricamente con el reacti­

vo de Ehrlich modificado (Ver punto 2.2.3). 

HEMO libre. 

El hemo fue medido por el método del piridin hemocromógeno (Porra y 

col. , 1963). 

3. 2. 5- Ensayo de las actividades enzimáticas. 

A) SUCCINIL-CoA SINTET ASA 

El sistema standard de incubación conten ía SO µmoles de Tris:HCI O,OSM 

pH 7,4 ; 5 µmoles de ATP ; 0, 12 µmoles de SHCoA ; 10 µmoles de glutatión (en 

su forma reducida) ; 20 µmoles de MgCl2 ; 100 µmoles de succinato de sodio ; 

960 µmoles de hidroxilamina (adicionado como una mezcla de hidroxilamina 

hidrocloruro-KOH, pH 7,4) ; el sobrenadantes S (3-5 mg de proteína) y se llevó 

a un volumen final de 2 mi con buffer Tris-HCI 0,05 M pH 7,4. Se incubó a 37 ºC 

en oscuridad, con agitación constante y en aerobiosis, durante 30 minutos. La 

reacción fue detenida por la adición de 1 mi de mezcla desproteinizante (TCA 

25%, HCI 3N, FeCh 5% en HCI 1N; relación 1:1:1). Se centrifugó y en el sobre­

nadante se cuantificó espectrofotométricamente el succinil hidroxamato formado 

leyendo a 540nm. 

En este caso al igual que para el resto de las enzimas que mencionamos 

a continuación, se realizaron todos los blancos y controles correspondientes. 
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µmoles succinilhidroxalato/ mi S x hora =(A540-BI) x 2 I f x Ve 

f = 0,283 µmoles-1 

Ve= volumen del extracto enzimático. 

B) ALA-S. 

El sistema standard de incubación contenía 50 µmoles de buffer Tris-HCI 

pH 7,4; 10 µmoles de MgCl2; 2,5 µmoles de ATP; 50 µmoles de succinato de 

sodio; 100 µmoles de glicina; O, 12 µmoles de SHCoA; 3 µmoles de glutatión; 

0,27 µmoles de fosfato de piridoxal; 2 µmoles de EDTA; 50 µI de una suspen­

sión de succinil-CoA sintetasa de Rb. spheroides (1 mi de esta suspensión fue 

capaz de catalizar la formación de 58 ~tmoles de succinil hidroxamato por hora a 

37 ºC); el extracto enzimático (generalmente, 3-5 ó O, 15-0,20 mg de proteínas 

del sobrenadante S de T. cruzi o de la fracción ALA-S de Rb.shperoides, res­

pectivamente) y buffer Tris-HCI 0,05 M pH 7 4 hasta completar un volumen de 

1,55 mi. Se incubó a 37ºC, con agitación constante, en oscuridad y en aerobio­

sis durante 1 hora. La reacción se detuvo por el agregado de 0,39 mi de TCA al 

25% (p/v) , la proteína precipitada se separó por centrifugación y en el sobrena­

dante se cuantificó el ALA formado (Mauzerall y Granick, 1956). 

nmoles ALA/mi S = (A553 - 81) x 103 x Vf x V/ EM x Ve 

V = volumen del sistema de incubación desproteinizado. 

Vf = volumen final del sistema de cuantificación. 

Ve = volumen de extracto enzimático. 

EM = 72 M-1 

C) DOVA TRANSAMINASA (DOVA-T). 

Las condiciones utilizadas fueron aquellas descriptas por Lombardo y col. 

(1989). El sistema standard de incubación contenía 100 µmoles de buffer fos­

fato de sodio pH 7,4; 166,67 µmoles de L-glutamato de sodio; 4,0-5,5 µmoles 

de DOVA; el extracto enzimático S (generalmente, entre 5-7 mg de proteínas) y 
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buffer fosfato de sodio 0,05 M pH 7,4 hasta completar un volumen de 1 mi. Se 

incubó a 37 ºC, con agitación constante, en aerobiosis y en presencia de luz, 

por 1 hora. La reacción se detuvo por el agregado de 1 mi de TCA al 10% (p/v), 

la proteína precipitada se separó por centrifugación y en el sobrenadante se 

cuantificó el ALA (Mauzerall y Granick, 1956). Para la obtención de los nmoles 

de ALA formados, se utiliza la misma ecuación que en la medición de actividad 

de ALA-S. 

D) ALA-D. 

El sistema standard de incubación contenía 100 µmoles de buffer fosfato 

de sodio pH 7,0; 5 µmoles de ALA; 20 µmoles de 2-mercaptoetanol; el extracto 

enzimático S (3-5 mg de proteína) y agua destilada hasta completar un volumen 

de 1 mi. Se incubó a 37 ºC, en oscuridad, con agitación constante y en aerobio­

sis durante 1 hora. La reacción se detuvo adicionando O, 1 mi de solución satu­

rada de CuS04, la proteína precipitada se separó por centrifugación y en el so­

brenadante se determinó la cantidad de PBG formado (Mauzerall y Granick, 

1956). 

nmoles de PBG/ml S = A553 x dilución x 106 
I f x 226 x Ve. 

Factor de conversión (/) = 113,6 (Moore y Labbe, 1964). 

Masa molar del PBG = 226 

Ve= volumen del extracto enzimático. 

E) PORFOBILINOGENASA (PBGasa). 

Su actividad fue medida de acuerdo al método descripto por Arauja y col. 

(1989). El sistema standard de incubación contenía 50 µmoles de fosfato de 

sodio pH 8,0; 0, 15 µmol de PBG; el sobrenadante S (3-5 mg de proteína) y 

buffer fosfato de sodio 0,05M pH 8 hasta completar un volumen final de 1,5 mi. 

Se incubó a 37 ºC, en oscuridad, con agitación constante y aerobiosis durante 2 

horas. La reacción se detuvo por el agregado de HCI concentrado, hasta alcan­

zar una concentración final en el incubado del 5% (p/v) . La mezcla fue, luego, 

38 



iluminada con luz blanca por 20 minutos para oxidar los porfirinógenos forma­

dos. La proteína precipitada se separó por centrifugación y en el sobrenadante 

ácido se cuantificaron espectrofotométricamente las porfirinas formadas, por el 

método de lecturas de absorbancias a 380 nm, 430 nm y a la longitud de onda 

de máxima absorción de la banda Soret (Rimington, 1950). Se determina la 

cantidad de producto formado mediante la siguiente expresión: 

nmoles de uroporfirinalml Sxhora=[Amáxima-(A380nm + A430nm)]x f x V/ 

Ve 

f (factor de conversión) = 1,008 para uroporfirina en solución ácida al 5% 

V = volumen de la solución desproteinizada. 

Ve= Volumen del extracto enzimático. 

F) RODENASA. 

El sistema standard de incubación contenía 100 µmoles de buffer 

Tris:HCI pH 8,7 ; 100 µmoles de S203Na2 ; 100 µmoles de NaCN ; el extracto 

enzimático S (entre 1,25 y 5,0 mg de proteínas) y agua destilada hasta com­

pletar un volumen de 2 mi. Se incubó a 37 ºC con agitación constante y en ae­

robiosis durante 30 minutos. La reacción se detuvo con 0.2 mi de formol 38%, 

junto con 1 mi de reactivo férrico (Fe[N03fa disuelto en HN03 + H20), la proteí­

na precipitada se separó por centrifugación. De cada fracción se tomo una alí­

cuota y se hizo una dilución 1 :3. Se cuantificó, espectrofotométricamente, el 

sulfocianuro formado a 460 nm (Vázquez y col. , 1987). 

nmoles de producto/ mi S x hora= (A460 - BI) x F x 2 I Ve 

F : Factor para la muestra sin diluir= 0,93 

Factor para la muestra con dilución 1 :3 = 2,5 

Ve = Volumen del extracto enzimático. 
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3.2.6- Determinación del contenido proteico. 

Se realizó según In técnica original descripta por Lowry y co l. ( 1951). 

3. 2. 7- Expresión de los resultados. 

Unidad enzimática (U. E.): se define una unidad enzimática como 

la cantidad de enzima capaz de catalizar la formación de 1 nmol de producto en 

1 hora, bajo las condiciones standard de incubación. 

Actividad específica (A. E.): la actividad específica se expresa 

como el número de unidades enzimáticas por mil igramo de proteína (U.E./mg). 

3. 2. 8- Tratamiento estadístico. 

Todas las determinaciones, por ejemplo. niveles intracelulares de los 

metabolitos, ALA y PBG excretados y ensayos enzimáticos (medidos con un 

error del 5 al 10%), fueron realizadas con el mismo cultivo y el experimento 

completo fue realizado tres veces. Los valores absolutos entre un experimento 

y otro no se diferenciaron en más del 1 O a 15%. Por lo tanto, los resultados fue­

ron expresados como el valor promedio de tres experimentos independientes, 

realizados por duplicado ± SO (n =3). 
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4 .1. - Análisis bioquímico de la ruta de síntesis del he­

mo en TryDanosoma cruzí. 

Teniendo en cuenta que tanto el ALA-S como la DOVA-T, son enzimas mi­

tocondriales se realizaron, en nuestro laboratorio, ensayos preliminares con el fin 

de hallar un método eficaz de ruptura de las células de T. cruzi, que permitiera una 

óptima liberación de las enzimas mitocondriales. Tomando a la Suc.CoA-S como 

enzima marcadora se encontró que la sonicación a 1 O µ, durante 45 segundos era 

el mejor método para la liberación y obtención de estas enzimas. Se llamó al ex­

tracto enzimático así obtenido, sobrenadante S. 

4 .1 .1. - Medición del contenido intra y extracelular de porf i-

rinas y sus precursores. 

Con el objeto de determinar hasta que punto la secuencia de reacciones del 

camino del hemo es funcional y a qué nivel de la misma se producen las fallas, se 

midió la presencia de precursores y porfirinas tanto en el medio de cultivo (excre­

tados) como en el extracto enzimático (S) (Tabla 1 ). De esta forma, basándose en 

el tipo de metabolito que se acumula sería posible inferir el nivel al cual se encuen­

tra la deficiencia. 
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TABLA 1: Acumulación de porfirinas y precursores. 

METABOLITO Acumulación endógena Excreción al medio 

(nmoles/mg) (nmoles/mg) 

ALA ND 245 ± 23 

PBG ND 11,98 ± 1,20 

PORFIRINAS ND ND 

HEMO ND Nd 

Las mediciones fueron realizadas según lo descripto en Materiales y Métodos. Los valores fueron 

expresados como nmoles por mg de proteína presente en el sobrenadante S (1g de peso seco de 

células, rinde alrededor de 18-26 mg de proteínas). NO : No detectado. Nd; No determinado. 

No se detectaron niveles de ALA y PBG endógenos. Pero sí se encontraron 

cantidades significativas de ambos precursores en el medio de cultivo, en especial 

de ALA. Estos resultados nos llevan a pensar la posibilidad de que una de las dos 

vías de síntesis de ALA sea funcional. 

No se encontró hemo endógeno y en cuanto al hemo extracelular, si bien 

suponíamos su presencia puesto que forma parte de los componentes del caldo de 

investigación, fue imposible su determinación con los métodos empleados, ya que 

el medio interfirió con su cuantificación. 

Espectrofotométricamente se confirmó que el metabolito acumulado era 

ALA (Figura 10) y no otro que diera reacción positiva con el reactivo de Ehrlich. No 

se observaron máximos de absorbancia entre 400 y 410 nm, ni en el extracto en­

zimático S, ni en el medio de cultivo, por lo que se descarta la posibilidad de la 

existencia de porfirinas. 
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FIGURA 1 O: Espectro de absorción del medio en el cual fueron crecidas las células de Tcruzi El 

espectro corrido al medio de cultivo coincidio con el de un estandar interno de ALA 

4 .1 . 2. - Actividades enzimáticas. 

En función de los metabolitos que se acumulan y debido a la ausencia de 

porfirinas en cantidades cuantificables, se midieron las actividades de las enzimas 

que se muestran en la Tabla 2. 

Debido a la presencia de ALA en el medio extracelular, se midió actividad 

de ALA-S y DOVA-T, las dos enzimas que sintetizan este precursor por diferentes 

rutas. Sólo se encontró actividad de DOVA-T. A pesar de no observarse actividad 

de ALA-S, sí se encontró actividad de Suc. CoA-S, la enzima encargada de sumi­

nistrar uno de sus sustratos. 

No se halló actividad de ALA-O ni de PBGasa en el sobrenadante de 

T.cruzi. 
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TABLA 2: Actividad de las enzimas reladonadas con la ruta del hemo en 

T rypanosoma cruzi. 

ENZIMAS ACTIVIDAD (U. El mg) 

Succinil-CoA Sintetasa 434 ± 35 

ALA-S ND 

DOVA-T 7,13 ± 0,49 

ALA-D ND 

PBGasa ND 

Las mediciones fueron realizadas según lo descripto en Materiales y Méto­

dos. Los valores fueron expresados como UE por mg de proteína presente 

en el sobrenadante S ( 1 g de peso seco de células, rinde alrededor de 18-

26 mg de proteínas). NO : No detectado. 

4. 2. - Medición de actividad de ALA-S en T. cruzi en 

presencia de Succinil-CoA-Sintetasa de Rhodobacter 

spheroides. 

Con el fin de asegurar la saturación del ALA-S de T. cruzi con succinil-CoA, 

se adicionó al sistema de incubación, Suc.CoA-S proveniente de Rb. spheroides. 

Esta última fracción presentaba, además, una actividad residual de ALA-S, que 

sería luego considerada en las determinaciones. 

Al efectuar la medición de actividad con todos los controles correspondien­

tes, observamos que el sobrenadante de T. cruzi no sólo no mostraba actividad de 

ALA-S, sino que además, su adición no permitía siquiera evaluar la actividad resi­

dual de ALA-S que presentaba la fracción de Suc.CoA-S, con lo cual supusimos 

que el sobrenadante proveniente del parásito, estaría ejerciendo algún efecto inhi­

bitorio sobre la medición de actividad de la enzima. 

Para confirmar esta suposición, se utilizó una fracción proveniente de Rb. 

spheroides que era principalmente rica en actividad de ALA-S, en lugar de la frac-
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ción 45-65 % de saturación con sulfato de amonio, que contiene fundamental­

mente Suc.CoA-S. De aquí en más empleamos como fuente de ALA-Sala frac­

ción que precipita en el rango 0-40 % de saturación con sulfato de amonio y que 

fue activada previamente por diálisis toda una noche contra buffer fosfato de sodio 

0,05 M pH 7,4 que contiene además 2-mercaptoetanol 0,01 M (Burnham y Lasce­

lles, 1963). 

Tomando como 100% de actividad ALA-S a la fracción de Rb.spheroides 

sin agregados, el efecto inhibitorio se confirmó al observar que el porcentaje de 

actividad enzimática disminuía a medida que aumentaba la cantidad de sobrena­

dante de T.cruzi agregado (Figura 11). 

El mayor porcentaje de inhibición que se logró alcanzar fue del 60%, apro­

ximadamente, y correspondió a una concentración de proteínas de 2,80 mg/ml. 
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FIGURA 11: Inhibición de la actividad de ALA-S de Rb. spheroides por un 

extracto proteico de T. cruzi. Se midió actividad de ALA-S de la manera habi­

tual, suplementando con distintos volúmenes del sobrenadante de T.cruzi. Se con­

sidera 100 % de actividad, a la fracción de ALA-S sin ningún agregado. 
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4.3. - Inactivación del ALA-S de Rb.spheroides por el 

sobrenadante de T. cruzi: Identificación del inhibidor. 

Se estudió el efecto inhibitorio del sobrenadante de T.cruzi a distinto tiem­

pos de incubación, para evaluar la posibilidad de que el inhibidor sea un metabolito 

que se origina durante el proceso de incubación. 
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FIGURA 12 : Formación de ALA, a distintos tiempos, cata/izada por el ALA-S de 

Rb.spheroides. Se midió la actividad del ALA-S de Rb.spheroídes de la forma habi­

tual, sin ningún agregado (11 ) o con el agregado de un volumen constante del sobre­

nadante S de T.cruzi (• ). La reacción se frenó a distintos tiempos y se cuantificó 

el ALA formado. 
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En la Figura 12, se observa que la actividad inhibitoria aparece casi inme­

diatamente. A partir de los cinco minutos de incubación se observan diferencias 

significativas en los nmoles de ALA formados, entre el control (sin el agregado de 

S) y las incubaciones realizadas en presencia del sobrenadante de T.cruzi. Con­

cluimos, que el inhibidor no es un metabolito originado en el proceso de incuba­

ción, sino que se encuentra presente en S y activo desde su inicio. 

Con el objeto de determinar la naturaleza del inhibidor, se investigó el efecto 

del calor sobre el sobrenadante S, encontrándose que al cabo de 2 minutos de 

calentamiento a 100 ºC, el sobrenadante pierde su efecto inhibitorio. 

Para obtener una primera aproximación sobre el tamaño y la naturaleza del 

inhibidor, se ensayó el efecto de la diálisis sobre el sobrenadante S. Una fracción 

de este sobrenadante, se sometió a diálisis contra buffer Tris:HCI O 05M pH 7,4 (6 

cambios, cada 30 minutos), obteniéndose una fracción sin actividad inhibitoria. 

Con los resultados obtenidos se plantean las siguientes posibilidades en 

cuanto a la naturaleza del inhibidor : 1) el inhibidor es de naturaleza proteica, no 

resiste ni el calentamiento ni la diálisis. 2) el inhibidor es de naturaleza proteica, no 

resiste el calor y durante la diálisis pierde algún cofactor necesario para su activi­

dad. 3) el inhibidor es de origen no proteico, no resiste el calor y puede atravesar la 

membrana de diálisis , por lo que se pierde. 

A continuación se realizaron pasajes, del sobrenadante S de T. cruzi , por 

columna de tamiz molecular para evaluar el efecto de la fracción proteica y del 

eluído no proteico sobre la actividad de ALA-S de Rb. spheroides (Figura 13). 
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FIGURA 13: Cromatografia en Sephadex G-25 de un extracto enzimático de T.cruzi. Estudio de la 

naturaleza del inhibidor. Se pasaron 2,5 mi del sobrenadante S a través de una columna de 255 

mm de longitud y 12 mm de diámetro interno, conteniendo Sephadex G-25. Se recogieron 18,50 mi 

del eluído proteico (P) y luego 27 alícuotas de 2,60 mi, que correspondieron a los eluidos no pro­

teicos (E1 a E27). Se midió la actividad del AlA-S de Rb.spheroides de la forma habitual, en au­

sencia o presencia del sobrenadante S o de las distintas fracciones obtenidas en el pasaje por la 

columna (P. E1 a E27). 

El sobrenadante de T cmzi (S) mostró un 70% de inhibición sobre el ALA-S de 

Rb.spheroides, mientras que el pico proteico no presentó inhibición de la actividad 

enzimática. En los eluidos no proteicos se detectó el inhibidor a un volumen de 

elución de 57,20 mi (E22), con un efecto inhibitorio del 63%. También se ensayó la 

presencia de actividad de AlA-S en el pico proteico P (volumen muerto), previendo 

la posibilidad de que una vez separado el inhibidor presente en el sobrenadante se 

pudiera detectar dicha actividad. Sin embargo los resultados fueron negativos sugi-

49 

-• 
i g 
- CI) - 1 

111 < 
• ...J 

l~ -· "U 

~~ 
< ü 

1i 
:e 
e 

H 



riendo que, o bien que la enzima no se encuentra presente o bien que pierde su 

actividad luego del pasaje por columna. 

Con los resultados obtenidos hasta ahora podemos asegurar que el inhibi­

dor no posee una estructura proteica, es un compuesto de bajo peso molecular e 

inestable al calor. 

En lo que respecta a la identificación del inhibidor, el análisis de la acumula­

ción de metabolitos endógenos (Tabla 1) permitió descartar que fuera el ALA el 

que estuviera ejerciendo inhibición por producto (Viale y col. , 1987), ya que no se 

detectó su presencia a nivel intracelular. 

Se pensó, también, en la posibilidad de que quedaran restos de hemina, 

proveniente del medio de cultivo, en las células lavadas, y que ésta estuviera inhi­

biendo al ALA-S de Rb. spheroides. Para descartar esta posibilidad se real izaron 

ensayos de actividad en donde se incubó al ALA-S con distintos volúmenes de una 

solución de hemina (30,67 µM) tal cual o previamente autoclavada (Tabla 3). La 

concentración preparada fue la misma que la empleada para el medio de cultivo. 

Comparando los resultados obtenidos respecto al control (sin el agregado 

de hemina), se obseNó un 100% de actividad para todas las concentraciones de 

hemina autoclavada, ensayadas. En cambio, sí se encontró inhibición de la activi­

dad del ALA-S cuando se adicionó solución de hemina sin autoclavar, y en este 

caso, la respuesta fue concentración-dependiente. 
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TABLA 3: Inhibición de Ja actividad de ALA-S de Rb.spheroides, ejercida por distintas concentra­

dones de hemina sometida o no al proceso de esterilizadón. 

AGREGADOS 

1) CONTROL (sin hemina) 

2) Solución de hemina sin autoclavar CuMl: 

4 

8 

20 

3) Solución de hemina autoclavada CuM): 

0.36 ± 0,05 

1.45 ± 0.21 

1.85 ± 0.21 

Actividad del ALA-S de 

Rb. spheroides CYo) 

100 ± 2 

85 ± 2 

76.7 ± 0.2 

73.1 ± 0.3 

100 ± 8 

100 ± 10 

100 ± 1 

Se partió de una solución de hemina de 30,67 µM, una fracción de la cual fue autoclavada por 1 O 

min. a 1 atmósfera. Se midió actividad del ALA-S de Rb.spheroides de la forma descripta en Mate­

riales y Métodos, con el agregado de distintos volúmenes de hemina autoclavada o sin autoclavar. 

También se hizo un control sin hemina, el cual fue tomado como el 100% de actividad del ALA-S 

presente en la fracción 0-40%. 

Cuando se cuantificó la solución madre de hemina autoclavada, se encontró 

una disminución de alrededor del 90% entre ésta y la solución de hemina sin auto­

clavar (2,9 ± 0,3 µM y 30,67 µM, respectivamente), confirmando la poca estabilidad 

de la hemina durante el proceso de esterilización y la obtención de una concentra­

ción menor a la necesaria para que se produzca inhibición por producto final 

(Wolfsom y col. , 1979). Estos resultados junto con los mostrados en el Tabla 3, 

nos permitieron dejar de lado la idea de que fuera el hemo el que estuviera inhi­

biendo al ALA-S de Rb. spheroides. 
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Se sabe que las trisulfocistinas también son compuestos de bajo peso 

molecular, que regulan la actividad del ALA-S, incrementándola. (Vázquez y 

col. , 1980; Viale y col., 1980 y Yamanishi y col. , 1983). Por esta razón se deci­

dió medir actividad de rodenasa en T. cruzi (Tabla 4) , para poder dilucidar si 

existe la posibilidad de que el efecto inhibitorio del sobrenadante, sobre el ALA­

S de Rb. spheroides, se deba a la inactivación de estos compuestos. 

TABLA 4: Comparación de la actividad rodenasa de T.cruzi con la de otras fuentes en­

zimáticas 

Fuente experimental A.E. (U .E./ mg de proteína) 

Trypanosoma cruzi 0,085 ± 0,023 

Eritrocitos humanos (Vázquez y col. , 2,46 X 102 

1986). 

Rhodopseudomonas.palustris 5,26 X 103 

(Vázquez y col. , 1987). 

Hígado de ratón (Navone y col. , 14,4 ± 2,4 

1992). 

Riñón de rata (Anosike y Alaso, 4,2 X 103 

1982). 

Riñón de cobayo (Anosike y Alaso, 33,6 X 103 

1982). 

Ferrobacillus ferrooxidans (Tabita y 14, 16 X 103 

col. , 1969). 

Se midió la actividad rodenasa en el sobrenadante de T.cruzi (5, 15 mg de proteína por mi 

de extracto) de la forma descripta en Materiales y Métodos. El valor obtenido fue compara 

do con los reportados en otras fuentes experimentales en las que se utilizó el mismo sis­

tema estándar de incubación. 

La Tabla 4, permite observar el valor significativamente menor de la acti­

vidad rodenasa de T. cruzi, en comparación con la de las demás fuentes enzi-
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máticas. Podemos, así, considerar poco probable la intervención del sistema 

rodenasa-cistationasa, como regulador de la actividad del ALA-S de 

Rb.spheroides, por lo que el inhibidor no estaría relacionado con las trisulfocis­

tinas. 

4.4- Caracterización de la actividad DOVA-

Transaminasa en Trypanosoma cruzi. 

Como no se pudo detectar actividad de ALA-S en el sobrenadante de 

T.cruzi, se estudió la segunda ruta alternativa para la síntesis de ALA, en la cual 

interviene la DOVA-T. 

Se buscó, en primer lugar, el aminoácido preferencial de esta enzima en 

T. cruzi (Figura 14). Los estudios se real izaron usando alanina o glutamato como 

dadores de grupos aminas. 

Si bien las velocidades máximas para ambos aminoácidos no mostraron 

diferencias significativas (6,98 ± 0,70 y 7,97 ± 0,80 nmoles de ALA por hora por 

mg de proteína, para alanina y glutamato, respectivamente), la afi nidad por ellos 

sí fue significativamente diferente. La afinidad de la enzima por el glutamato fue 

mayor (aproximadamente el doble) que para la alanina. El valor de Km para la 

alanina fue de 62,2 ± 6,3 mM, mientras que para el glutamato fue de 32,4 ± 3,3 

mM. 
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FIGURA 14: ActivkJad de DOVA-T de T.crozi en presencia de c6stintas con­

centraciones dealanina ( • )o glutamato ( • ).Se midió actividad de DOVA-T 

en T.cruzi (7-8 mg de proteína por mi), de la forma descripta en Materiales y 

Métodos, utilizando, para los aminoácidos concentraciones de 20 a 300 mM y 

para el DOVA. una concentración fija de 2.37 mM. 

Para los siguientes ensayos se utilizó glutamato como dador de grupos 

aminos, manteniendo fija su concentración y variando la cantidad de DOVA su­

ministrado a la enzima (Fiaura 15). 

La velocidad máxima para el DOVA, fue de 15,8 ± 1,6 nmoles de ALA 

por hora por mg de proteína y su Km, fue de 4,01 ± 0,40 mM. 

El valor de Km obtenido para el DOVA fue demasiado alto, esto se puede 

deber a que: 1) la enzima se encuentra inhibida y en consecuencia estamos 

obteniendo un Km aparente, o 2) puede tratarse de alguna transaminasa ines­

pecífica que puede catalizar la transformación de DOVA a ALA, pero cuya afini­

dad por el DOVA es muy baja. 
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FIGURA 15: Acüvidad de DOVA-T en T.cruzi, en presencia de distintas con­

centraciones de DOVA. Se midió actividad de DOVA-T en el sobrenadante de 

T.cruzi (5-6 mg de proteínas por mi) de la forma descripta en Materiales y Mé­

todos. Se mantuvo fija la concentración de glutamato en 167 mM mientras que 

se varió la concentración de DOVA entre 0,75 y 4,5 mM. 



5- CONCLUSIONES. 
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El Trypanosoma cruzi excreta al medio extracelular gran cantidad de los 

dos precursores involucrados en la síntesis de porfirinas, ALA y PBG (Tabla 1 ). 

Por lo tanto la falla en el camino biosintético del hemo ocurre a un nivel poste­

rior a la síntesis de estos precursores. La acumulación de ALA nos condujo a 

estudiar las actividades enzimáticas, en el sobrenadante S, de las dos enzimas 

alternativas involucradas en la síntesis de este precursor, ALA-S y DOVA-T. 

Los experimentos llevados a cabo para determinar actividad de ALA-Sen 

T. cruzi, mostraron no sólo que el parásito no posee esta actividad (Tabla 2) sino 

que, adicionalmente, su extracto enzimático inhibe la actividad de ALA-S de 

otras fuentes experimentales (Figura 11). Teniendo en cuenta que las determi­

naciones se realizaron en condiciones de saturación con Suc. CoA y glicina, po­

demos decir que el efecto inhibitorio observado en el sobrenadante S, no es 

ejercido a través de un metabolito que compita con los sustratos. No se trataría 

de un inhibidor competitivo. 

En cuanto a la caracterización e identidad del inhibidor: 1) no se trataría 

de un metabolito que se forma durante el proceso de incubación ya que la activi­

dad inhibitoria se observa desde el principio (Figura 12); 2) es inestable al calor, no 

proteico y de bajo peso molecular (Figura 13); 3) no se trataría de una inhibición 

por producto, ya que no se encontró ALA endógeno, ni siquiera en la concen­

tración mínima necesaria para que se produzca un 20% de inhibición (0,025 

mM); 4) Tampoco se trataría de inhibición por producto final, ya que no se en­

contró hemo endógeno (Tabla 1) y el hemo residual que queda en el medio de 

crecimiento luego de su esterilización (2, 9 µM), no es suficiente para producir 

dicha inhibición (la concentración mínima para que haya inhibición por hemo es de 

10 µM) (Tabla 3) y 5) no se trataría de un metabolito relacionado con las trisulfocis­

tinas. La comparación de la actividad rodenasa en T.cruzi con la de otras fuentes 

ya reportadas, nos permitiría descartar, en principio, la posibilidad de la existencia 

de este mecanismo de control de la actividad ALA-S en el parásito. 

Respecto a la ruta B de síntesis de ALA se encontró actividad de DO­

VA-T (Tabla2). Los estudios cinéticos realizados sobre esta última enzima (Fi­

guras 14 y 15) mostraron que: 1) la DOVA-T de T. cruzi posee mayor afinidad 
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por el glutamato que por la alanina, como dador de grupos aminos; 2) las afini­

dades para ambos aminoácidos fueron muy bajas, coincidiendo con los resulta­

dos reportados para otras fuentes experimentales; 3) las velocidades máximas 

para cada aminoácido no mostraron diferencias significativas y 4) la afinidad por 

el otro sustrato, el DOVA, fue muy baja, lo que nos lleva a suponer la presencia 

de algún inhibidor en el sobrenadante de T.cruzi, por lo que estaríamos midien­

do un Km aparente, o que en realidad se trate de alguna transaminasa inespe­

cífica que real iza la reacción de transaminación pero que posee baja afinidad 

por el cetoácido. 

En caso de que se trate de un inhibidor de la actividad de la DOVA-T, 

estudios cinéticos posteriores nos permitirán caracterizar el tipo de inhibición de 

la que se trata. 

J)ra. Lom 6 ardo lf. f . 

l:>r~. A R.Au:ro l. s. 
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