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OBJETIVOS

Los estudios nutricionales llevados a cabo con miembros
de la familia Trypanosomatidae han demostrado claramente que los
compuestos del hemo, incluyendo hemina, hematina o hemoglobina,

constituyen factores esenciales de crecimiento.

Es posible que este requerimiento nutricional sea debido
a la incapacidad de los tripanosomdtidos para llevar a cabo el

proceso de biosintesis del hemo.

Sin embargo, es llamativo que sea tan reducido el nimero
de trabajos realizados con el objeto de lograr un mejor entendi-
miento de la biosiIntesis de porfirinas en este importante grupo

de protozoos parasiticos.

En consecuencia, consideramos de fundamental interés efec
tuar un estudio bioquimico del camino biosinté@&tico del hemo en
Thypanosoma chuzi, el agente causal de la enfermedad de Chagas.
La elucidacidn de su funcionalidad o defecto en este hemoflagela
do, podria ser trascendente en el desarrollo de nuevos agentes
tripanomicidas que, selectivamente bloquearan la formacidn o uti

lizacidn de hemo por el pardsito.

Nuestro objetivo inicial ha sido investigar las activida
des de varias de las enzimas de este camino, asf como el conteni
do de precursores y hemo, An v{trno, bajo distintas condiciones

experimentales,en la forma de cultivo epimastigote de T. chruzd.

La falta de este tipo de informacidn en hemoflagelados,
nos llevd a realizar un estudio comparativo de esta ruta biosin-
tética en diferentes cepas de este mismo pardsito (Y, CL y Tula-
huén), debido precisamente a sus diferencias bioldgicas, patold

gicas e inmunoldgicas.

Ademds, consideramos interesante examinar la influencia
de dos medios de cultivo, generalmente empleados para el desarro

1lo de T. chuzi (LIT y Warren) sobre esta misma via biosintética.

En una etapa posterior decidimos extender nuestras inves
tigaciones al campo de las interacciones simbionte-huésped, con
el objeto de obtener informacidn sobre la posible regulacidn del

camino del hemo por parte de los endosimbiontes.

Como modelo experimental seleccionamos a Calthidia dea-

nei{, protozoo tripanosomdtido flagelado, aislado del hemiptero




Zelus Leucoghamus, que se caracteriza por poseer simbiontes in-

tracelulares integrados con la fisiologia de la célula huésped.
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I. BIOSINTESIS DEL HEMO

I.1. TETRAPIRROLES Y COMPUESTOS RELACIONADOS

Los tetrapirroles desempenan un rol vital en el metabo-
lismo celular por su funcidn como grupo prostético de una gran
variedad de hemoproteinas, incluyendo hemoglobina, mioglobina,
citocromos, peroxidasas, catalasas, etc. Son compuestos importan
tes en el transporte de oxigeno, en la transferencia electrdni-
ca y en la generacidn de energia. Ademds, en algunas bacterias,
el camino del hemo se deriva hacia la sintesis de las corrinas,

vitamina B y en los organismos fotosintéticos hacia la rama

121>
de clorofilas y bacterioclorofilas. Es decir, en la mayoria de
las células vivientes, los dos principales pigmentos del proto-
plasma, el hemo y la clorofila, se originan a partir de la mis-
ma cadena biosintética hasta la etapa de protoporfirina IX

(Proto IX) (Figura I1.1.).

BACTERITOCLOROFILAS

T

Suc + CoA + ATP (Mg++)

CLOROFILAS
l Suc.CoA-S ¥
'y
Suc.CoA Mg-quelatasa
" Fett t
Glicina HEMO < PROTO IX
Ferroquelatasa
| s oo | Proacs
DOVAZE 1A CORRTNAS |(Vit.B,,) PROTOGEN TX
ALA-D T [ CPGasa

> UROGEN III —+ 7 —+ 6 — 5 — COPROGEN LTI

PBG PBGasa Decarboxilasa
> UROGEN I —+7 —+ 6 —5 — COPROGEN I
Deaminasa Decarboxilasa

Figura I.l.: Diagrama de la biosintesis de tetrapirroles




A partir de alli, dependiendo de cual fuere el producto
final, hemos, clorofilas o bacterioclorofilas, se producen las

ramificaciones correspondientes.

T.1sls EsEructura

Los tetrapirroles naturales o sintéticos derivan de dos

nlicleos bdsicos: PORFINA y CLORINA (Figura I1.2.) que contienen

cuatro anillos pirrélicos (A, B, C, D) unidos entre s1 por me-
dio de 4 puentes metenos (o, B, Y, 6). La diferencia entre la
estructura de la porfina y la clorina tonsiste simplemente ¢n la

presencia del anillo D, reducido en la dltima.

CLORINA
PORFINA

Figura I1.2.: Estructura de la porfina y la clorina

T.1.2. Porfirinas

Las porfirinas son derivados de los tetrapirroles libres
de metales, que se diferencian estructuralmente segilin la natura
leza y el ordenamiento de las cadenas laterales que han sustitul
do las posiciones 1 a 8 de los anillos pirrdlicos. En el caso de
que el nimero de sustituyentes diferentes en cada uno de los 4
anillos pirrdlicos de la porfina sea dos (A, B), pueden ocurrir

-

4 ordenamientos distintos de estos grupos que dan lugar a 4 isd

meros de posicidn conocidos como tipos I, IT, - III-y- IV, Efh estd

situacidn se encuentran la uroporfirina (A = CH2CO0H;




B= -CH2CH»,COOH), la coproporfirina (A= -CHs; B= -CH,CH,COOH) vy
la etioporfirina (A= -CHj3; B= -CH,CHj3) (Figura I.3.). La situa-

cidn es mucho mids complicada en el caso de las proto y mesopor

firinas (Figura I.4.) en las cuales se encuentran tres sustitu

yentes distintos, dos grupos A y B en los anillos A y B y dos
grupos A y C en los anillos C y D. Este ordenamiento da lugar a
la posible existencia de 15 isOomeros de posicidn. Fischer (1937)
logrd sintetizar quimicamente los 15 isdmeros de la protoporfi-
rina. Sin embargo, en la naturaleza, hasta ahora, solamente se
ha encontrado el designado como protoporfirina IX (Acido 1,3,5,
8-tetrametil-2,4-vinilporfin-6,7-dipropidnico) ; que ademis

proviene necesariamente de la serie isomérica III.

Tipo I ' Tipo IV

Figura I.3.: Estructuras de los isdmeros de las uro, copro
y etioporfirinas.




Proto: A=—CH3;
A B

=-CH,-CH,-COOH

b=-CH=CH,

Meso: A=-CH B=—CH9—CH

33 s
£ A ]
——CHZ—LHZ—COOH
o L
Figura I.4.: Representacidn esquemdtica de la es
tructura de la proto y mesoporfiri-
na.

I.1.3. Metaloporfirinas

Se designa con el nombre genérico de hemos o hierro-por
firinas a los complejos de los tetrapirroles con el hierro. El
mds conocido es el proto-hemo o hierroprotoporfirina, en el cual
el metal puede encontrarse en forma reducida, como en el hemo o
ferro-protoporfirina o al estado oxidado como en la hemina o he

matina o ferri-protoporfirina (Figura I.5.).

El hemo, que es el grupo prostético de hemoproteinas cir
culantes (ej: hemoglobina) y ligadas a membrana (ej: citocromos),
se oxida facilmente a hematina o a hemina, en contacto con el ai

re, si en el medio hay presentes iones cloruro.

La estructura del hemo es tal que, los 4 anillos pirrd-
licos y el hierro se ubican en un plano, pero el metal posee aln
capacidad para unirse por medio de enlaces coordinados con dos
moleCulas que se wubican abajo y arriba del plano que contiene
al anillo porfirinico; estos tipos de derivados se conocen como
hemocromos o hemocromdgenos. Se encuentran entre los compuestos
capaces de formarlos, el perdxido de hidrdgeno o agua oxigenada,
el oxigeno, mondxido de carbono, iones cianuro y una gran varie

dad de bases nitrogenadas como la piridina y el amonio.

Se conocen como hemicromos o hemicromdgenos, a comple-




jos similares originados a partir de la hematina.

N N N N N N
N # W AN
Fe ++ Fe+++ Fe+++
" | \N- A%
- OH N Cl
Hemo Hematina Hemina
R R
N N N N
N—N N NI
/ \Fe/ Fe + + Fe +++
N’// R //:\\ //E\\
- N N" L N N L N
| B R
estructura planar Hemocromo Hemicromo
Figura I.5.: Estructura y nomenclatura de

los isdmeros de los comple-
jos de hierro de la protopor
firina.

I.2. BIOQUIMICA DE LOS TETRAPIRROLES

I.2.1. Porfobilindgeno y d-aminolevilico, intermediarios en la

biosintesis del hemo

La demostracidn de que la protoporfirina IX derivaba de
moléculas tan sencillas como la glicocola y el succinato (Shemin
y Rittenberg, 1945) precedid precisamente al descubrimiento de

que el porfobilindgeno (PBG) (Figura I.6.) era un precursor di-

recto del hemo. Este Gltimo compuesto fue aislado, purificado y

su estructura dilucidada por sintesis (Cookson y Rimington,




1953) .

COOH COOH

I |

CH, CH, COOH
l | I I

CH CH, CH
P 2 tha
=0

| |
CH

2
' N CH-~NH
NH, h Fhllo

ALA PBG

Figura I.6.: Estructura quimica del a-
cido S§-aminolevidlico (ALA)
y del porfobilindgeno (PBG).

Falk y col. (1953), estudiando la conversidn del PBG en
uro, copro y protoporfirina por hemolizados de gldébulos rojos
de aves, demostraron que se trataba de un precursor directo en
este camino. En ese momento, surgieron una serie de especulacio
nes acerca de las etapas existentes entre glicocola y succinato

y el PBG.

Shemin y Russel (1953) y Dresel y Falk (1953), estable-
cieron la participacidn del dcido §-aminolevilico (ALA) como in
termediario en el camino del hemo, al demostrar que podia reem-
plazar a la glicocola y al succinil-CoA en la sintesis de porfi
rinas. Simultidneamente Neuberger y Scott (1953) sintetizaron va
rios posibles derivados de la condensacidn de glicocola y succi

nil-CoA, entre ellos el ALA.

1.2.2. Enzimas del camino de los tetrapirroles

I1.2.2.1. Sintesis de Succinil CoA: Succinil CoA-Sintetasa

La enzima Succinil CoA-Sintetasa (Suc.CoA-S), conocida
también como Succinil CoA tioquinasa, cataliza reversiblemente
la sintesis de succinil CoA, precursor del hemo, a partir de

succinato, coenzima A y un nucledsido trifosfato (Eiﬁgra“llz;).




COOH
1

COOH
T CH
CH, v 2
(""H + CoASH & NTP Suc.CoA-S (']HZ + NDP + Pi
‘————?‘_—
y 2 Mg (0]
COOH '
SCoA

Figura I.7.: Sintesis de succinil CoA catalizada por 1la
Succinil CoA-S

Numerosas evidencias experimentales han establecido que
esta enzima, juega un papel importante en la biosintesis de las
porfirinas y estd directamente involucrada en los mecanismos que

la controlan (Labbe y col., 1965; Batlle y col., 1975).

El aislamiento y purificaciéﬁ de esta enzima se llevd a
cabo a partir de diversas fuentes como corazdn de cerdo, rindn,
hojas de espinaca, leguminosas, trigo y tabaco, mitocondrias de
alcaucil, callos de soya y E. cofl (Nishimura y Grinnel, 1972;

Wider de Xifra y Batlle, 1973).

En la mayoria de los tejidos la Suc.CoA-S es una enzima

particulada, mitocondrial o cloroplastica.

Es altamente especifica para el succinato y CoA, mien-
tras que con respecto al nucledsido trifosfato, la especificidad
varia segiin el origen de la proteina. La enzima de mamiferos pue
de emplear GTP o ITP (Cha y Park, 1964), mientras que en tejidos
vegetales y bacterianos es especifica para ATP (Nandi y Waygood,

1965; Wider de Xifra y Tigier, 1971).

La Suc.CoA-S requiere la presencia de un catidn divalen
te (generalmente manganeso o magnesio) para expresar su maxima

actividad.

Se comporta como una enzima sufhidrilica, siendo inhibi
da por p-cloromercuribenzoato (PCMB), iodobenzoato, iodoacetami
da, glutatidén oxidado y N-etilmaleimida (NEMI). E1l glutatidn re
ducido (GSH) es necesario en algunos tejidos, como protector de
grupos sufhidrilos, para lograr maxima actividad. Sin embargo,
otros tioles como cisteina (CySH), tioglicolato y ditiotreitol

(DTT) la inactivan (Wider de Xifra y Tigier, 1971).

Es una proteina oligomérica, constituida por dos o cua-




En la mayoria de los tejidos estudiados, el ALA-S se en
cuentra asociada a la fraccidén particulada, si bien se ha deter
minado que en higado de rata la enzima se sintetiza en citoplas
ma y luego se transporta a la mitocondria (Oashi y Kikuchi,
1977). En levaduras, la actividad estd presente tanto en la mi-

tocondria como en el citoplasma (Labbe-Bois y Volland, 1977).

La Figura I.8. explica por ejemplo, los resultados obte

nidos de diversas fuentes (Wintrobe, 1950; Shulman y Richert,
1957; Lascelles, 1964), pues indica que un bajo contenido de he
mo puede deberse a la falta de las vitaminas, fosfato de pirido
xal (PO,Pi) (Lascelles, 1967) y CoA, que se requieren para este

paso limitante de la biosintesis de porfirinas.

Gibson y col, (1961) fueron los primeros en demostrar
que el succinil CoA era uno de los sustratos especificos del

ALA-S.

Los reactivos de grupos -SH tales como PCMB, cloruro mer
ciirico y NEMI inhiben a la enzima purificada de Rp. sphencdides,

: . o s 2+ 2+ 2+
al igual que algunos iones metdlicos como Cu , Zn , Fe y

o . ;
Fe3 (Yubisui y Yoneyama, 1972). Estas inhibiciones son reverti

das parcialmente por incubaciones de la enzima inhibida con
2-mercaptoetanol. Estos resultados sugieren la existencia de gru

pos sulfhidrilos esenciales en el ALA-S.

Es de suma importancia el hecho de que algunos metaboli—
tos de 1la rama del hierro de la biosintesis de tetrapirroles,
tales como protohemo y hemina, inhiben el ALA-S (Gibson y col.,
1961; Burnham y Lascelles, 1963), aunque esta inhibicidn se re-

vierte facilmente (Burnham, 1962).

Los posibles mecanismos de accidén del ALA-S han sido ex
tensamente estudiados (Akhtar y col., 1976). Se postula que hay
un grupo sulfhidrilo en el sitio activo de la enzima, esencial
para la iniciacidén de la reaccidn, que se une primero al POuPi
La glicocola formaria una base de Schiff con el cofactor, como
ocurre en todas las reacciones de aminodcidos en las cuales par
ticipa como tal el PO,Pi Sigue luego una condensacidn con el suc
cinil CoA, formdndose un intermediario inestable, el dcido y-a-
mino-B-cetoadipico, que se decarboxila, elimindndose asi el gru
po carboxilo de la glicocola como CO2 y liberandose finalmente

el ALA de la enzima.




tro subunidades segin las fuentes.

El mecanismo de accidn de la Suc.CoA-S es relativamente
complejo; se han postulado varios esquemas, uno de los cuales

ha sido propuesto por Wider y Batlle (1975).

I.2.2.2., Sintesis de adcido §-aminolevilico

I.2.2.21. 8-Aminolevilico-Sintetasa

La enzima 8-Aminolevi@ilico-Sintetasa (ALA-S) cataliza la
formacidn de ALA, a partir de glicocola y succinil CoA, primer
etapa que conduce especificamente a la formacidn de porfirinas

(Figura I1.8.).

cooH COOH
1 1
T2 CHNH, a1 2
CH + g ———— (CH % CoASH + CO
i 2 COOH PO . pi 1 2 , 2
Pi
co 4 co
) 1
SCoA CHZNH2
Succinil CoA Glicina ALA
Figura I.8.: Sintesis del dcido §-aminolevilico catalizada

por la enzima ALA-S

El ALA-S fue detectada. por primera vez en extractos de
bacterias fotosintéticas (Kikuchi y col., 1958 a) y de eritroci
tos de ave (Gibson y col., 1958). A partir de entonces la enzi-
ma ha sido medida y estudiada en diversas fuentes como Rhodg
péeudomonaA‘AphenaideA (Gibson, 1958; Kikuchi y col., 1958 a y
b; Burnham,1970; Porra y col., 1972); Rhod ospinifum = rubrum (Ki
kuchi y col., 1958 a y b); eritrocitos de aves (Brown, 1958; La
ver y col., 1958); mitocondrias de higado de cobayo (Granick y
Urata, 1963); homogenatos de higado de rata (Marver y col.,
1966; Tomio y Grinstein, 1968); corazdn de rata (Brigs ¥ eol.;,
1976); reticulocitos de conejo (Aoki y col., 1971) y de humanos
(Feldman vy Lichtan, 1967); higado, eritrocitos y fibroblastos
humanos (Marver y col., 1972); plasma humano (Miyagi y Watson,

1972), mitocondrias de abeja obrera (Osanai y Rembold, 1974).
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1.2.2.22, Via alternativa para la formacidn de ALA

A pesar de su supuesta ubicuidad,

enzima generalmente 13dbil una vez extraida de los tejidos

vida media corta (Granick y Sassa, 1971),

dido detectarse en proplidstidos,

cloroplastos,

por tratarse de una

y de

el ALA-S aiin no ha po

ni en la fraccidn

mitocondrial de plantas superiores (Porra e Irving, 1970).

Existen evidencias que la formacidn de ALA puede seguir

una via de sintesis alternativa diferente de la catalizada por

el ALA-S.

Wider y col.

un sistema de origen vegetal.

col. (1975) cuestionaron estos resultados,

(1971) detectaron por primera

vez ALA-S en

Ramaswamy y Nair (1973) también

encontraron actividad de ALA-S en papas. Sin embargo, Beale y

proponiendo en cambio

que en plantas superiores operaba un camino diferente para la sin

tesis de ALA (Figura I1.9.).

COOH COOH
! '
?HZ Transaminasa ?Hz
- CH
?HZ ¥ \ *5y
co Amino Ceto CHNH2
1 P 3 2.z 1
COOH L f°1d° COOH
'
| |
o-cetoglutarato | | dcido glutamico
\ |
) |
g '
|
'
| |
" t
' !
COOH ! | COOH
! Ahino Ceto !
- CH
9H2 acido acido ¢ 2
CH
CH, \. 2 CH,
(610) Transaminasa co
1 1
?O CHZNH2
H
y-8-dioxovalerato ALA
Figura I.9.: Camino biosintético propuesto para la forma

cidén de ALA en plantas superiores
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Por esta via el ALA se formaba a partir de glutamato,
via a-cetoglutarato y y-8-dioxovalerato (DOVA), por accidn de

las transaminasas,del glutamato y DOVA.

Sin embargo, trabajos posteriores han debilitado la su
puesta exclusividad del camino del glutamato en plantas superio
res y ha surgido que en vegetales y algas la conocida via de la
glicocola y succinil CoA puede predominar sobre la del glutama-
to, conduciendo ambas a la formacidn de clorofila (Klein y Sen-

ger, 1978 a y b; Beale, 1978; Dzelzkalns y col., 1982).

De todas maneras, se ha demostrado que el ALA también
puede originarse, atin en animales (Varticovsky y col., 1980),
bacterias no fotosintédticas y fotosintéticas (Gibson vy cok. .,
1961; Bajcowski y Friedman, 1982), algas verdes (Gassman y col.,
1968; Kipe-Nolt y Stevens, 1980) incluyendo Chdlornella (Foley y
col., 1982) y Euglena (Salvador, 1978; Foley y Beale, 1982), a
partir de DOVA por accidén de la L-alanina-DOVA-aminotransferasa
o DOVA-Transaminasa (DOVA-T). Ademdas, en algunos tejidos, como
mitocondrias de higado bovino, se ha encontrado que la activi-
dad de la DOVA-T es varias veces superior a la del ALA-S de i-
gual origen. Se establecid en este mismo caso, una identidad en
tre la DOVA-T y la L-alanina-glioxalato aminotransferasa (Nogu
chi y Mori, 1981). Estos autores sugieren que debido a la simi-
1itud estructural del DOVA y glioxalato, es probable que el
DOVA actiile unicamente como un sustrato artificial y que la trans
aminacidn del DOVA carezca de significado fisioldgico. Por otro
lado , Foley y Beale (1982), proponen que en E. gracdilis g
una o méds especies de glioxalato-L-glutamato aminotransferasa
catalizan la transaminacidn de DOVA: L-glutamato y que probable
mente la transaminacidén del DOVA ocurriria exclusivamente {n VL
trno, cuando DOVA es el dnico sustrato disponible, careciendo en
consecuencia de importancia fisioldgica in vivo, para la sinte-
sis de ALA que provee precursores para clorofilas. Sin embargo,
el mismo grupo de Beale, ha propuesto que en Euglena gracctcs
operarian simultdneamente el camino del ALA-S vy el de la DOVA-T;
el primero proporcionaria el ALA necesario para los hemos mito-
condrial y de otros no plastidos, en tanto que el segundo forma
ria el ALA destinado a las clorofilas y estaria ademds comparti

mentalizado en los cloroplastos (Weinstein y Beale, 1983 .




I.2.2.3. Sintesis de PBG: ALA-Dehidrasa

La §-Aminoleviilico-Dehidrasa (ALA-D), también conocida
como Porfobilinogeno Sintetasa, cataliza la ciclacidn de dos
moléculas del compuesto alifdtico ALA con pérdida de dos de agua
para dar un derivado heterociclico, el porfobilindgeno (PBG)

(Figura I.10.).

COOH SRk
|
CH, COOH | By€ CoaR
1 J
CH, CH, ~2H,0 Hol By
! + ! —— C e C
CcO CH2 i
; : Nl
CH2 CO—CHZ—NH2 HC C—CHZ—COOH
N
NH2
2 Acido §-Aminolevilico Porfobilindgeno

Figura 1.10.: Sintesis de PBG catalizada por la enzima
ALA-D

El ALA-D estd ampliamente distribuida en la naturaleza:
en células parenquimales y sanguineas de las mds diversas espe-
cies animales (Batlle y col., 1967; Tomio y col., 1968; Barrei-
ro, 1969; Moore y col., lé7l; Shemin, 1976); en cé&lulas de trigo
(Nandi y Waygood, 1967); y en otras plantas (Carell y Kahn,
1964; Tigier y col., 1968, 1970); en células de levaduras (Ba-
rreiro, 1969); en hongos (Muthukrishman y col., 1969, 1972) y
bacterias (Nandi, 1971; Yamasaki y Moriyama, 1971).

E1l ALA-D es una enzima citoplasmdtica soluble (Granick
y Mauzerall, 1958 a), es decir el ALA sintetizado dentro de la
mitocondria debe difundir al citoplasma para ser convertido en

PBG.

En general, se comporta como una metaloenzima, termoes-
table y tipicamente sulfhidrilica. E1 ALA-D purificada de eritro
citos e higado de rata (Finelli y col., 1974, 1975) y de higado
vacuno (Cheh y Neilands, 1973; Tsukamoto y col., 1979) requicere
la presencia de activadores de grupos sulfhidrilicos y cinc pa-

ra presentar su mdxima actividad. Es inhibida por agentes blo-
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queantes de grupos -SH (Sassa y col., 1975) y quelantes tales
como EDTA, que desplazan el cinc de la estructura proteica (Fi-
nelli y col.y; 1975; Teukamoto y col., 1979). Dttro potente iahi-
bidor de la enzima es el plomo, cuyo accionar se revierte por
el agregado de reactivos tidlicos tales como DTT, GSH o también

por cinc (Granick y col., 1973; Finelli y col., 1975).

Existen evidencias de que en el centro activo de la enzi
ma se encuentran, ademds de grupos -SH, un dtomo de cinc por
subunidad, 1 & 2 residuos lisina, 1 residuo histidina y restos
de aminodcidos hidrofdbicos, que en conjunto contribuyen a defi

nir el sitio activo de la enzima (Tsukamoto y col., 1975).

El ALA-D es una enzima oligomérica de peso molecular
280.000, constituida por 8 subunidades similares y al parecer
la estructura minima funcional corresponde a la de un dimero de
peso molecular 70.000 (Batlle y col., 1978). Es una proteina
que, segin las condiciones experimentales, forma facilmente a-
gregados moleculares, dando lugar a la existencia de especies
de pesos moleculares diferentes en equilibrio (Stafforini y col.,

1980) .

En cuanto a su mecanismo de accidn, Nandi y Shemin
(1968) y Batlle y Stella (1978) han propuesto un esquema que Se
ajusta a las evidencias experimentales obtenidas hasta su momen

to.

I.2.2.4., Sintesis de Uroporfirindgeno: Porfobilinogenasa

Se denomina Porfobilinogenasa (PBG-asa), término propues
to por Lockwood y Rimington (1957), al complejo enzimdtico que
cataliza la ciclacidn de cuatro moléculas de PBG para dar el pri
mer tetrapirrol ciclico, el Uroporfirindgeno III (Urogen I1L),in
termediario fisioldgico en la biosintesis de hemo, clorofilas

y corrinas (Figura I.1.).

La PBG-asa es una combinacidén de, por lo menos, dos en-
zimas: la Uroporfirindgeno I Sintetasa o Deaminasa,que es una
proteina termoestable, y la Uroporfirindégeno III Cosintetasa o
Isomerasa, que es el componente termolabil. La Deaminasa, alta-
mente especifica para el PBG, cataliza la condensacidn de cuatro
moléculas del pirrol para formar un tetrapirrol ciclico simétri

co, el uroporfirindgeno I (Urogen I). La Isomerasa, en cambio,




no usa al PBG como sustrato ni tampoco actda sobre el Urogen I
sin embargo, cuando se encuentra asociada con la Deaminasy fox
mando el complejo PBG-asa, transforma cuatro moléculas de PBG

en el uroporfirinégeno III (Urogen III), el isdmero asimétrico,
por medio de condensaciones sucesivas con eliminacidn de amonia

co e inversidn de uno de los anillos.

La PBG-asa se ha estudiado en bacterias, algas, proto-
zoos, plantas superiores, higado bovino y eritrocitos de conejo,
de aves y humanos (Batlle y Rossetti, 1977). Tanto la PBG-asa
como sus componentes Deaminasa e Isomerasa se han aislado, puri
ficado y caracterizado a partir de numerosos tejidos (Rossetti,

1978).

Es una enzima citoplasmadtica (Batlle y Rossetti, 1977)
y sulfhidrilica (Sancovich y col., 1969; Llambias y Batlle, 1971
a y b; Frydman y Feinstein, 1974).

De estudios cinéticos ha surgido la evidencia de que la
PBG-asa presenta las caracteristicas de una enzima alostérica,
en algunos casos se observa cooperatividad positiva y en otros
una combinacidn de cooperatividad positiva y negativa (Sancovich
y col., 1969; Llambias y Batlle, 1970 a y b; Llambias y col.,
1971); de todos modos es evidente que la entrada de la primera
moleCula de PBG al sitio activo de la enzima controla la entrada

de las siguientes.

Tanto la PBG-asa como sus componentes se inhiben por com
puestos bdsicos como el amonio, hidroxilamina o alquilaminas,
postuldndose que de alguna manera estos agentes bloquearian, bien
el sitio de unidn del PBG a la enzima o bien la entrada de nue-
vas moléculas de PBG sobre el polipirrol naciente para formar el
tetrapirrol, o ailn mds, podrian interferir de alguna forma con

la asociacidén Deaminasa-Isomerasa (Stella y col., 1971).

En ciertos tejidos y condiciones se han aislado interme
diarios polipirrélicos, de diferente longitud, que seglin proven
gan de la accidn del complejo PBG-asa sobre el PBG, o so6lo de
la Deaminasa sobre el PBG, ya llevan preformada la estructura
del isdmero normal III o del isdémero I, respectivamente (Llam-
bias y Batlle, 1970 c; Llambias y Batlle, 1971 b; Rossetti y Ba
tlle, 1977; Rossetti y col., 1977).

La determinacidn del peso molecular de la Deaminasa de

distintas fuentes condujo a un valor de 40.000 (Llambias y
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Batlle, 1971 a; Jordan y Shemin, 1973; Higuchi y Bogorad, 1975;
Sancovich y col., 1976; Miyagi y col., 1979; Anderson y Desnick,
1980; Rossetti y col., 1980; Williams y col., 1981; Fumagalli y
col., 1985). Sin embargo, Frydman y Feinstein (1974) encontra-
ron un peso molecular de 25.000 para la enzima proveniente de e
ritrocitos humanos, en tanto que para la Deaminasa de Rp. pa-
Lustnis se ha determinado un peso molecular de 80.000 (Kotler vy
col., 1986).

Se ha propuesto, ademdas, en base a estudios cinéticos,
que la reaccidn de condensacidn de 4 moles de PBG en uroporfiri
ndogenos III & I ocurre en dos etapas, la primera de las cuales
lleva a la formacidn del intermediario polipirrdlico de cadena
abierta que en una segunda etapa adquiere la estructura necesa
ria para su final ciclizacidén al anillo del uroporfirindgeno

(Llambias y Batlle, 1971 b; Stella y col., 1971).

Teniendo en cuenta todas las evidencias experimentales
reunidas hasta el presente se ha propuesto un mecanismo de ac-
cidén para la PBG-asa y Deaminasa que responderia al comportamien
to observado para estas enzimas en particular con respecto a la
deteccidn de diferentes intermediarios polipirrdlicos de cadena
abierta, probablemente tetrapirrilmetanos, segilin hubieran sido
formados por accidn de la PBG-asa o la Deaminasa sobre el PBG
(Rosetti y Batlle, 1977; Rossetti y col., 1977). Una considera-
cidn importante de este modelo es que la isomerizacidn del tipo
III ocurriria, aparentemente, al inicio de la reaccidn, inmedia
tamente después de la unidn del primer mol de PBG al complejo,
formadndose por unidn cabeza-cola con el segundo mol de PBG, un
dipirrol ya isomerizado; el tercero y cuarto PBG entran de cabeza
dando lugar asi, finalmente al uroporfirindgeno III. En ausencia
de Isomerasa no habria inversidén y se formarian di, tri y tetra
pirril-metanos, en los cuales las 4 moléculas de PBG estdn uni-
das cabeza-cola para formar el isdmero simétrico, el uroporfiri
ndgeno I. Hasta el momento, habria acuerdo en cuanto a la exis
tencia de los intermediarios aminopirrélicos. Sin embargo, se
difiere en cuanto al momento en el cual ocurre la isomerizacidn,
ya que el grupo de Battersby (Battersby y col., 1977 a y b,
1980) sugiere que el proceso de reordenamiento tendria lugar des
pués de la formacidn de un bilano lineal no isomerizado, mien-
tras que las propuestas del grupo de Batlle y col. (Llambias y
Batlle, 1970 a, 1971 b; Batlle y Rossetti, 1977; Rossetti y




Batlle, 1977; Rossetti y col., 1977; Rossetti, 1978) y de Fryd
man (Frydman y Frydman, 1975 a y b) indican que la isomeriza-
cidn podria ocurrir en la etapa inicial de condensacidn de las
dos primeras moléculas de PBG. Sin embargo, los resultados de
Rossetti y col. (1977, 1978) indicarian que &stos podrian inter
pretarse de acuerdo a la hipdtesis de Battersby. Scott y col.
(Burton y col., 1979; Scott y col., 1980) and@logamente a lo pro
puesto por Battersby, encontraron que la Deaminasa forma un pre
uroporfirindgeno, el cual seria el sustrato natural de la lsome

rasa (Jordan y col., 1979) (Figura I.11l.).

Urogen II1

%— Deami P A 3
U minasa == = A
I// N A = PAb\ A P
H DX o
kg \\\\\i‘ ico lg;:§\M
PBG P A p%( H )\ A
) L> NH KN b
Preuroporfirinogeno “ o
~r 7
\_J
A=-CHoCOpH P A
P:—CHQCHQCOZH Urogen I
Figura I.11.: Formacidn de preuroporfirindgeno por

accidn de la Deaminasa.

Mis recientemente, Battersby y col. (1980) postularon
que la Isomerasa actuaria sobre el hidroximetilbilano producien
do la isomerizacidn en el anillo D, seguida de una rdapida cicli

zacidn.

Posteriormente, el grupo de Jordan realizd estudios ten
dientes a determinar el modo de unidn del PBG a la Deaminasa em
pleando la enzima purificada de Rp. sphenoides. Detectaron,lue-

go de incubaciones con cantidades estequiométricas crecientes de

16
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'*C-PBG, bandas proteicas con movilidades electroforéticas lige
ramente diferentes, que atribuyeron a intermediaros enzima-sus-
trato con 1, 2 y 3 moléculas de PBG unidas (Berry y Jordan,
1981). Casi simultdneamente, Anderson y Desnick (1980) reporta-
ron la aparicidn de mltiples formas activas de la Deaminasa al
purificar la enzima de eritrocitos humanos e incubarla con exce
so de PBG, sefialando que las mismas corresponderian a intermedia

rios enzima-sustrato con 1, 2, 3 y 4 moléculas de PBG.

Jordan y Berry (1981) demostraron que el complejo forma
do entre la Deaminasa y cantidades estequiométricas de PBG, era
un intermediario unido covalentemente y que posiblemnte sdlo el
PBG que forma elvanillo A del preuroporfirindgeno es el que es-

tad unido en forma covalente a la enzima.

En cuanto al mecanismo de accidn de la Deaminasa, se
han planteado varias hipdtesis, entre las cuales surge como la
mds probable, la que involucra un Unico sitio catalitico que se

usa varias veces (Seehra y Jordan, 1980).

I.2.2.5. Sintesis de Coproporfirindgeno: Uroporfirindgeno

Decarboxilasa

La Uroporfirindgeno Decarboxilasa, conocida tambi&n como
Uroporfirindgeno-carboxiliasa o simplemente Decarboxilasa (Uro-D)
cataliza la decarboxilacidn de las cuatro cadenas laterales de
dcido acético del uroporfirindgeno a cuatro restos metilicos del

coproporfirindgeno.

Esta enzima fue estudiada en Chlorella vulgaris (Bogorad,
1955, 1958; Granick, 1955 b), Rp. spherodides (Hoare y Heath,
1958; Chu y Chu, 1970), Rp. palustris (Koopmann & Batlle, 1986),
bazo de ratén (Romeo y Levin, 1971); eritrocitos de ave (Falk y
col., 1956; Neve y col., 1956; Hoare y Heath, 1958; Garcia,
1973) y humanos (Conford, 1964; Rasmussen y Kushner, 1979; De
Verneuil y col., 1980; Elder, 1982); glandula de Harder (Tomio
y Grinstein, 1968); higado de rata (Aragonés y col., 1972; Smith
y Francis, 1979, 1981; Kardish y Woods, 1980).

En todos los tejidos estudiados la Decarboxilasa resul-
té ser una enzima citoplasmidtica, sulfhidrilica, termoldbil y
de alta especificidad sobre los grupos acéticos. La actividad en

5 oo 2 . ++ G 2 .
zimdtica es inhibida «n v{tro por Hg , Cu , iodoacetamida y




PCMB, pudiendo ser revertida esta inhibicidn por GSH, lo cual

confirma que la Decarboxilasa es una enzima sulfhidrilica.

La Uro-D es preferentemente anaerdbica; el oxigeno inhi
‘be la reaccidn probablemente por oxidacidn de sus sustratos los
porfirindgenos, aunque tratdndose de una enzima sulfhidrilica,
no puede descartarse que el oxigeno ejerza una'accidn directa so

bre la misma Decarboxilasa.

En cuanto al mecanismo quimico de la decarboxilacidn
del resto acetato en metilo alln se desconoce; sin embargo, Jack
son y col. (1976) han logrado establecer cual es la ruta fisio-
l6gica de decarboxilacidn del uroporfirindgeno III en copropor-

firindgeno III (Figura I.12.), confirmd3ndose que se trata de un

proceso secuencial,en el cual el sustrato ubicado en el sitio
activo de la enzima se desplazaria sobre la superficie de la mis
ma, siguiendo el sentido de las agujas del reloj, comenzando a
decarboxilar en primer lugar el grupo acetato del anillo D, pa-
ra seguir luego con el de los anillos A, B y C. En contraste,
esta enzima no sigue una ruta especifica cuando se trata de de
carboxilar los cuatro restos acetato del uroporfirindgeno I, si
no que lo convierte en el correspondiente coproporfirindgeno I

por cualquiera de las {inicas rutas posibles.

I1.2.2.6. Sintesis de protoporfirinbdgeno: Coproporfirinogenasa

La Coproporfirinogenasa (CPG-asa), Coproporfirindgeno o
xidasa o Coprogenasa, cataliza la decarboxilacidn oxidativa se-
cuencial . (Cavaleiro y col., 1974) de dos cadenas laterales pro
pionato del coproporfirindgeno III a los correspondientes gru-
pos vinilo del protoporfirindgeno IX (Akhtar y Jordan, 1979;
Bogorad, 1976; Battersby y Mc Donald, 1975) (Figura 1.13.).

En todos los tejidos estudiados la Coprogenasa se presen
ta como una enzima mitocondrial (Batlle y col., 1965; Yoshinaga

y Sano, 1980).

Esta enzima fue estudiada en Chlorella vulgarnis (Granick,
1955); hemolizados de eritrocitos de aves (Dressel y Falk, 1956);
Euglena gracilfis (Granick y Mauzerall, 1958); higado vacuno (Sa
no, 1958; Porra y Falk, 1964; Yoshinaga y Sano, 1980); higado
de rata (Batlle y col., 1965; Elder y col., 1978; Crnndbhdmp \%
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bazo de rata (Kardish y Woods, 1980).

g A p A P A
A P A P M >
— —_—
A 4 M A M 2
P P P P | P P

Uroporfirindgeno III Heptagen Hexagen
P M P M A M
M P M P M P
) i— —_—
M MM A M A
P P P =] P P
Coproporfirindgeno III Pentagen Isocoprogen

Figura I.12.: Ruta normal para la decarboxilacidn enzi
enzimdtica del uroporfirindgeno III en co
proporfirindgeno III,en el sentido de las
agujas del reloj, inicidndose sobre el a-
nillo D del ciclo tetrapirrdlico.

En animales y plantas la reaccidn de decarboxilacidn fig
ne un requerimiento absoluto por oxigeno molecular (Yoshinaga y
Sano, 1980). Sin embargo, en bacterias anaerdbicas, capaces de
biosintetizar porfirinas, debe existir un mecanismo alternativo
para la conversidn del coproporfirinégeno III a protoporfirina
IX, que no sea dependiente del oxigeno molecular y que lleve a
la formacidn del protoporfirindgeno. En efecto, Ehteshamuddin
(1968) demostrd en especies de Pseudomonas la actividad de una
Coproporfirindgeno III oxidasa anaerdébica. Posteriormente, Tait
(1972) detectd actividad de Coprogenasa en Rp. sphernoides, donde
la enzima puede actuar en condiciones de aerobiosis y anaerobio

sis, utilizando para este Gltimo caso un sistema constituido por
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ATP, magnesio y L-metionina, que actide como aceptor de hidrdge-

nos.

l I
CH CH, CH CH

| & l I 12

ol CH, HC HCOH CH oon CH
T _.._,t—j_lj:—i_z_in |

N N
H H
COPROGEN " ~0l-DERIVADO . CLS-ACRIL PROTOGLEN

DERLIVADO

Figura I.13.: Decarboxilacidn del coproporfirindgeno III
en protoporfirindgeno IX.

Esta enzima es altamente especifica para el coproporfiri

négeno III, ya que no utiliza coproporfirinégeno I ni coproporfi

rindgeno II como sustratos (Porra y Falk, 1964), por lo cual sé

lo se encuentra en la naturaleza protoporfirina IX.

I1.2.2.7. Sintesis de protoporfirina: Protoporfirindgeno-Oxidasa

La Protoporfirindgeno IX Oxidasa o Protogen Oxidasa cata

liza la deshidrogenacidn del protoporfirinbgeno IX a protoporfi-
rina IX (Proto IX), por pérdida de seis dtomos de hidrdgeno (Fi-

gura I.14,).

En 1973, Poulson y Polglase, postularon que un pigmento
detectado en S. cerevisiae, que presentaba una tipica banda de
absorcidn en el espectro visible a 503 nm por lo cual fue de-
signado con el nombre de P-503, era un posible intermediario en

la biosintesis de protoporfirina IX.

La Protogen-Oxidasa purificada de levaduras (Poulson vy
Polglase, 1974) y de higado de rata (Poulson, 1976) requiere o-
xigeno molecular. En EAChQ&iCh(a.COK{,Jacobs y Jacobs (1975) mi-
dieron actividad aerdbica de esta enzima. Estos mismos autores
(1976) demostraron luego que esta reaccidén podia ocurrir en con

diciones anaerdbicas utilizando fumarato como aceptor alternati




vo de electrones. La oxidacidn anaerdbica del protoporfirinége-
no estd acoplada a la reduccidn del fumarato a través de inter-
mediarios de la cadena de transporte de electrones, especifica-

mente quinonas (Jacobs y Jacobs, 1977 a, bj; 1978).

-6H
Vv M
M Vv
protoporfirinégeno X
20| ®
v M y 4
M V _4H P P
@ protoporfirina IX
M M
P P
P 503
<:> Y (:) Protogen oXidasa
(@)  autooxidacion
Figura I.14.: Esquema de la formacidn de protoporfirina 1X

a partir de protoporfirindgeno IX.




El grupo de Poulson y Polglase (1975) demostrd que se

trata de una proteina mitocondrial, sulfhidrilica y termoldbil.

1.2.2.8. Sintesis de hemo: Ferroquelatasa

Por cuanto el estudio de esta enzima constituye parte

fundamental de este trabajo de Tesis, en IL nos ocuparemos

de la 'misma en mayor exteiisidn.

I1.3. REQUERIMIENTO DE HEMO POR MICROORGANISMOS

I.3.1. Estudios nutricionales

En 1903, Novy y Mc Neal (citado por Lwoff, 1951) esta-
blecieron el requerimiento de sangre para cultivar los hemofla-
gelados Trypanosoma LewisL y T. bruced. Desde ese primer culti-
vo axénico, se describieron diversos medios a base de sangre pa

ra tripanosomdtidos.

En 1908, Nicole encontrd el mismo requerimiento de cul-
tivo en Leiéhmania‘donouaniy L. Laopies (citado por Lwoff,
1951). Lwoff (1951) sugirid que la hemina seria presumiblemente
usada por los flagelados para la formacidén de citocromos, dado
que su respiracidn se veia fuertemente disminuida luego del cre
cimiento con concentraciones limitantes de este factor y se res

tauraba por la adicidn de hemina o protoporfirina IX.

En 1938, Lwoff demostrd que, para Trypanosuma gruwze, Lla

sangre se podia sustitulr por suero, hemina y dcido ascdrbico.

Diversos autores (Adler, 1934; Senekjie, 1943; Senekjie
y Lewis, 1945) crecieron T. ctuzdl vy Leishmania sp. en medios
conteniendo suero y exentos de constituyentes eritrocitarios.
Lwoff (1951) sugirid que la hemina, un componente obligatorio
de los medios para el cultivo de tripanosomatidos, debia estar
presente en el suero usado por aquellos investigadores para

permitir que los organismos en cuestidn se desarrollasen.

Haemophilus <influenzae puede usar hemina o protoporfiri
na IX como factor de crecimiento, otras porfirinas no son efec
tivas (Granick y Gilder, 1947). Posteriormente, White y Cranick

(1963) encontraron que algunas cepas de f. (nfluenzae respondian
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s6lo a hemina y aparentemente carecerian de Hemosintetasa (Fe-

rroquelatasa).

Una cepa mutante de Staphylococcus aureus, var 571, tam
bién respondia sdlo a hemina y no a protoporfirina IX (Jensen vy

Thofern, 1964).

Estudios nutricionales han demostrado que la hemina es
un requerimiento estricto para ol crecimiento de Ledlshmania ta
nentolae (Trager, 1957; Simpson, 1968) . Gaughan y Krassner
(1971) confirmaron los resultados de Simpson (1968), quien en-
contrd una concentracidén minima requerida de hemina de 0,2 ug/ml
para cultivos continuos de Ledishmania tanentolae . Estos mismos
autores demostraron que: a) las porfirinas férricas catalasa y
peroxidasa podian sustituir a la hemina, mientras que el eito-
cromo ¢ era ineficaz; b) tanto citocromo C como protoporfirina
IX inhibieron el crecimiento de L. tanentolaces ¢) el dcido &-a-
minolevulinico fue incapaz de sustituir a la hemina; dado que
el 3H-ALA era capaz de penetrar en la célula, su inefectividad
no se debia a un problema de impermeabilidad celular; d) se en-
contraban porfirinas libres (uroporfirina) en extractos de célu

las de L.tarentolae .

Las dificultades aparecidas en la determinacidn de los
factores de crecimiento para las especies patogénicas, llevaron
al empleo de tripanosomdtidos de insectos para estudios nutricio
nales. E1 cultivo de C.f{asciculata ,en agua peptonada contenien
do hemina (Lwoff, 1933) contribuyd al establecimiento del primer
medio definido para tripanosomdtidos inferiores (Cowperthwaite

y eal., 1953) .

A pesar de que diversos tripanosomdtidos de insectos se
mantuvieron en medios definidos, algunos de ellos son tan exigen
tes como las especies patogénicas, creciendo solamente en medios

adicionados de sangre.

Todos los tripanosomdtidos cultivados en medio de compo
sicidn definida presentan patrones nutricionales semejantes: in
capacidad de sintesis de novo de purinas Yy exigencia de hemina

(Kidder y Dutta, 1958; Roitman y col., 1972) s

Los tripanosomdtidos infectados con bacterias simbion-
tes (Newton, 1957; Chang vy Trager, 1974) representan una excep-
cidén con respecto al requerimiento de hemina.Blastocenithidia

culicis y Crithidia oncopelti poseen entidades intracelulares




conocidas como '"'diplosomas" o '"cuerpos bipolares" (Novy y Mc
Neal, 1907; Newton y Horne, 1957). La naturaleza bacterial de
estos cuerpos bipolares fue indicada por el hallazgo de riboso-
mas 70S en ellos para la inhibicidn de su sintesis proteica con
cloramfenicol (Zaitseva y Salicov, 1972, 1973). Chang y Trager
(1974) confirmaron que los diplosomas de B.cufdlcis y los cuerpos
bipolares de C. oncopeltdi eran bacterias endosimbiontes. Indica
ron asimismo que estos endosimbiontes suplirian a sus huéspedes
con hemina y otros nutrientes esenciales. En 1975, Chang y col.,
demostraron que BlLastochithidia culicis y C. oncopeltl (libres
de simbiontes) requerian un minimo de 0,1 pg/ml de hemina para
su crecimiento, pudiendo &sta ser sustituida por protoporfirina

IX pero no por los precursores de porfirinas' ALA o PBG.

En 1985, Chang y Chang extendieron sus estudios sobre re
querimiento de hemina, al protozoo patogénico Ledshmandia mexd{ca-
na amazonensLs. La hemina aparece como un factor de crecimiento
esencial para los promastigotes de L.m.amazonensds . Este ha-
llazgo concuerda con las observaciones previas llevadas a cabo
con las especies de tripanosomadatidos no patogénicas bajo condi-
ciones definidas (Newton, 1957; Chang y Trager, 1974; Trager,
1974) .Estos mismos autores demostraron asimismo que la transfor
macidn amastigote a promastigote sd0lo ocurria en presencia de
hemina (10 ug/ml) o de suero fetal bovino (10%). Para establecer
la especificidad de este requerimiento por hemina intentaron
reemplazarlo en el medio definido (Steiger y Steiger, 1976;
Chang, 1983) empleado para el cultivo, por diversas metaloporfi
rinas (Cu-, Mg-, Mn-, Ni-, Co-protoporfirina o cianocobalamina)
o por otros compuestos relacionados estructuralmente (protopor-
firina IX, deuteroporfirina, mesoporfirina). Como resultado de
estas experiencias se observd que sb6lo la protoporfirina IX
(0,25 - 1 pg/ml) promovid la transformacidn y crecimiento de
Leishmanias tan eficientemente como la hemina. Sin embargo, se
comprobd que este precursor del hemo, deficiente en hierro, era
citotdxico a concentraciones mayores (10 pg/ml). Estos hallazgos
confirmarian ciertos estudios preliminares llevados a cabo por

Melo (1982) sobre el efecto de la concentracidén de hemina en el

crecimiento de [edishmania mexicana y L. donovandi.
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I.3.2. Actividades biosintéticas de hemo

Los estudios en hemoflagelados parasiticos llevados a
cabo con el objeto de correlacionar los experimentos nutriciona
les con la actividad biosinté@tica de hemo son muy escasos. A ex
cepcidn de los resultados obtenidos por Chang y col. (1975) so-
bre la actividad prdcticamente despreciable de Deaminasa en Thry
panosoma conornhind, Leishmania tarnentolae y cepas libres de sim-
biontes de Cadlthidia oncopelti y Blastocnithidia culicis y los
reportados por este mismo grupo en 1985, mostrando nuevamente
un muy bajo nivel de actividad de Deaminasa al igual que de ac-
tividad enzimdtica de ALA-D en Ledlshmandia mexdicana amazonensLs
no se tiene conocimiento de otros estudios de medicidn directa

de enzimas del camino del hemo en este tipo de microorganismos.

I.3.3. Estructura fina de tripanosomatidos: posible relacidn con

la biosintesis de -hemo

La estructura fina de los tripanosomdtidos ha sido des-
cripta por muchos autores. Se demostrd que presentan en el cito
plasma grdanulos densos en electrones, designados como reservo-
rios de productos metabdlicos, cuerpos pigmentados, vesiculas de
inclusidn, granulos osmiofilicos, etc. (Anderson y Ellis, 1965;
Maria y col., 1972; Heywood y col., 1974; Janovy y col., 1974;
Molyneux y Robertson, 1974; De Souza y col., 1975, 1976; 0O'Daly
y Bretafia, 1976; Vickerman y Tetley, 1977). Dado que estos gra-
nulos estdn presentes en prdcticamente todos los tripanosomidti-
dos,posiblemente ellos jueguen un papel importante en el metabo

lismo celular de estos microorganismos.

El microandlisis por Rayos X de la energia dispersiva a
sociado con la microscopia de transmisidn electrdnica fue usado
como una herramienta citoquimica para relacionar composicidn ele
mental con las caracteristicas morfolégicas (Sjostrom, 1976). La
aplicacidn de esta técnica al estudio de los grdnulos densos de
‘HenpetamonaA samuelpessoal(tripanosomdtida no patdgeno) demos-
trd que ellos contenian hierro (De Carvalhoy De Souza, 1977).

Se observd también que H,samuelpessoal crece pobremente y pre-
senta pocos granulos densos cuando son transferidos a un medio
de cultivo privado de hemina (De Carvalho y col., 1979). Basdndo

se en estos hallazgos, estos mismos autores, estudiaron la acti
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vidad de proteinas bdsicas y de fosfatasa adcida en los grdnulos.
Interesantes resultados se encontraron en T. cyclops , hallando
se cuerpos pigmentados en el citoplasma sb6lo cuando el parasito
fue cultivado en presencia de hemoglobina (Heywood vy col., 1974).
Es posible que los granulos densos de electrones representen una
forma de almacenamiento de derivados tetrapirrdlicos que puedan

ser usados por la célula (De Carvalho y col., 1979) .




II. FERROQUELATASA

II.1. REACCION

La enzima Ferroquelatasa (Hemosintetasa, Protohemo ferro-
y . : g 1 2% .
liasa) (E.C. 4.99.1.1) cataliza la insercidon de Fe (hierro fe-

rroso) en la protoporfirina IX para formar hemo (Figura I1.1.).

Vv M

V

Hemesv,  mEMO
2+
Fe

M M
P P
Proto IX

. s 2+ i

Figura II1.l.: Incorporacion de Fe en la Proto IX,
catalizada por la enzima Hemosinte
tasa (Hemo-S)

11.2. FUENTES

La presencia de Ferroquelatasa ha sido demostrada direc
famente en preparaciones libres de células de una gran variedad
de fuentes incluyendo diversos tejidos animales, tales como eri
trocitos de aves (Krueger y col., 1956) ; médula G6sea (Kasuga V¥
col., 1954); reticulocitos (Clark y Walsh, 1959); higado, rindn
y bazo (Lockhead vy Goldberg, 1961) de mamiferos. Se ha demostra
do similarmente la presencia de esta enzima en plantas (Jones
1968, 1983; Litle y Jones, 1970; Porra, 1975),asi como en leva-
duras y bacterias (Porra y Jones, 1963; Jones y Jones, 1970 a3
Dailey, 1974, 1977, 1982).La enzima se ha medido también en eri
trocitos de sangre humana patoldgica: anemias hemoliticas (CGrins

tein y col., 1959), anemia perniciosa, después de tratamiento




(Lochhead y Goldberg, 1961) y en varios otros desGrdenes hemato
16gicos (Vavra y col., 1964). Ninguno de estos grupos fue capaz
de detectar actividad de la enzima en sangre humana normal. Wal
ters y col., en 1963, demostraron actividad de Hemosintetasa en
preparaciones de leucocitos provenientes de pacientes con leuce
mia aguda pero no con leucemia crdonica. Finalmente, la actividad
de Ferroquelatasa fue demostrada y caracterizada en sangre huma

na normal (Langelaan y col., 1969).

II.3. FORMACION NO ENZIMATICA DE HEMO

La insercidn de hierro en la protoporfirina IX para for
mar hemo puede ocurrir no enzimdticamente (Mauzerall y Granick,
1958; Heikel y col., 1958; Tokunaga y Sano, 1966; Kassner y Wal-
chak, 1973). En particular, Kassner y Walchak (1973) han cuestio
nado el rol de una enzima en el Gltimo paso de la formacidn de
hemo ya que ellos observaron velocidades de formacidn de hemo no
enzimdtica que eran comparables y en algunos casos superiores a
aquellas observadas con las preparaciones enzimdticas. Estos mis-
mos autores sefialan que a menudo se incluye en las preparaciones
enzimdticas detergentes, los cuales inhiben fuertemente la for-
macidn no enzimdtica de hemo. Sin embargo, se demostrd repetida
mente que extractos de tejido catalizan la formacidn de hemo a
partir de hierro y protoporfirina bajo condiciones para las cua-
les ninguna reaccidn significativa ocurria sin material celular.
Las actividades de los extractos eran ldbiles al calor, depen-
dientes de la temperatura y exhibian un pH Gptimo, es decir exhi

bfan el comportamiento cldsico de una proteina enzimdtica.

La aplicacidn de métodos convencionales de purificacidn
proteica y de fraccionamiento subcelular, permitid obtener prepa
raciones con actividades especificas crecientes; no dializables
y labiles al calor, indicando una vez mds que la actividad cata
litica era dependiente de la proteina. Adn méds, Dailey y Lasce-
lles (1974) encontraron una mutante de S. Ltensond( la cual care
cia de actividad de Ferroquelatasa de membrana y requeria hemina
para el crecimiento.Mds recientemente, se encontrd que los anti-
cuerpos contra Ferroquelatasa bovina purificada inhibieron la
formacidn de hemo A vitho (Taketani y Tokunaga, 1982). En conse

cuencia, las evidencias experimcntales avalan firmemente el re-

querimiento de una enzima en el Gltimo paso de formacidon de hemo.




Se demostrd que en la Protoporfiria Eritropoyética tanto en hu-
manos como en gana@o bovino existe un defecto en la actividad de
Ferroquelatasa (Bonkowsky y col., 1975; Rut y col., 1977), indi
cando que esta enzima es necesaria para que la formacidn de he-
mo proceda normalmente bajo condiciones fisioldgicas. Sin embar
go, los estudios de Kassner y Walchak (1973) enfatizan la nece-
sidad de realizar estudios controles para determinar la contri-

2 o . . 5
bucidn no enzimidtica a la formacidn de hemo.

IT.4. LOCALIZACION. EFECTO DE LOS LIPIDOS

La Ferroquelatasa se localiza sobre el interior de 1la
membrana interna mitocondrial (Jones y Jones, 1969; Mac Kay y
col., 1969). Muchas enzimas wunidas a membrana muestran un reque
rimiento por lipidos.En consecuencia no es sorprendente que los
lipidos desempefien un rol importante en la actividad de esta en
zima. Mazanowksa y col. (1966) observaron que el tratamiento de
mitocondrias de higado de cerdo con acetona u otros solventes
lipidicos resultd en una significativa pérdida de actividad de
Ferroquelatasa la cual pudo restaurarse mediante la adicidn de
una preparacidn cruda de lipidos. Estudios subsiguientes revela
ron que la actividad enzimdtica se estimulaba por el agregado de
1ipidos neutros, fosfatidiletanolamina y lipidos acidicos (Maza
nowska y Dancewicz, 1970). Simpson y Poulson (1977), realizaron
estudios con preparaciones crudas de Ferroquelatasa, libre de 1%
pidos, de mitocondrias de higado de rata y encontraron que el
grado de reactivacidn, luego de 1la adicidén de dcido graso o de
fosfolipido, estaba directamente relacionado con el grado de in
saturacidén del Adcido graso y era independiente de la naturaleza
de la cabeza polar del fosfolipido. En consecuencia, estos auto
res sugieren que la actividad de Ferroquelatasa seria dépendieg
te de la fluidez de la fase hidrofébica, la cual aumenta con el

grado de insaturaciones.

La enzima purificada de higado de rata contiene una can
tidad considerable de &cidos grasos y la adicidn exdgena de los
mismos estimula hasta 15 veces su actividad (Taketani y Tokunaga,
1981). En contraste, la Ferroquelatasa purificada de tejido bovi
no no posee acidos grasos ni fosfolipidos y su actividad aumenta
mucho menos por el agregado de lipidos exdgenos (Taketani y To-

kunaga, 1982; Dailey y Fleming, 1983).




Se desconoce la funcidn precisa de los lipidos sobre la
actividad de Ferroquelatasa. Podrian servir como un medio de
reaccidn para los sustratos facilitando la solubilizacidn de la
porfirina y/o la transferencia del id6n metdlico desde un entor-
no acuoso a otro menos o no acuoso. Tambi&n podrian modificar o
mantener la estructura de la enzima de manera tal que permanez-
ca en su conformacidn bioldgicamente mas activa (Taketani y To-

kunaga, 1981).

I1.5. EFECTO DEL OXIGENO

Muchos investigadores han observado el efecto inhibito-
rio del oxigeno sobre la actividad de Ferroquelatasa (Labbe y'HE
bbard, 1960; Porra y Jones, 1963; Mazanowska y col., 1966; Bar-
nes y col., 1972; Koller y col., 1976). Se sugirieron tres posi
bles causas del mismo: 1) inactivacidn de la enzima por oxida-
cidén de grupos tioles esenciales (Labbe y Hubbard, 1960); 2) oxi
dacidn del idn ferroso a idn férrico,que no es sustrato de la
enzima (Porra y Jones, 1963); 3) inhibicidn indirecta a través
de la produccidn de un perdxido que podria oxidar una fraccidn
lipidica, esencial para la actividad enzimdtica (Mazanowska y

col., 1966). ‘

II.6. REQUERIMIENTO POR COFACTORES (FOSFATO DE PIRIDOXAL)

La Ferroquelatasa parece no poseer un requerimiento abso
luto por algidn cofactor. Sin embargo, Labbe y Nielsen (1976) su-
girieron que el fosfato de piridoxal podria cumplir esta funcidn
dado que, aumentaba la actividad de Ferroquelatasa, en ratones
mantenidos con una dieta deficiente en esa vitamina. Se encon-
tr6 ademds que la actividad de Ferroquelatasa en sangre periféri
ca en un paciente con anemia sensible a By estaba disminuida (Vo
geler, 1967). Sin embargo, no se detectd disminucidn de la acti
vidad de esta enzima en ratas mantenidas con una dieta deficien-
te en piridoxina (Labbe y Nielsen, 1976). Por otra parte, no se
ha podido demostrar que el fosfato de piridoxal aumenta la acti
vidad 4in vitno (Labbe y Nielsen, 1976; Dailey, 1982; Dailey vy

Fleming, 1983). En consecuencia, el requerimiento de la Ferroque
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latasa por el fosfato de piridoxal alin es dudoso.

IT.7. SUSTRATOS

La actividad de Ferroquelatasa puede medirse usando o-
tros compuestos diferentes de los sustratos naturales idn ferro

so y protoporfirina IX (Proto IX).

Zinc y cobalto pueden quelar enzimdticamente la porfiri
na (Labbe y Hubbard, 1961; Sinclair y col., 1979; Taketani vy TQ
kunaga, 1982) pero no ocurre lo mismo con el idn férrico (Porra

y Jones, 1963).

Otros buenos sustratos para la enzima que podrian reem-
plazar a Proto IX serian: deuteroporfirina y mesoporfirina (La-
bbe y col., 1963; Porra y Jones, 1963); estos compuestos difie-
ren de la Proto IX en que los grupos vinilos sobre los anillos
pirrdlicos A y B se reemplazan por &dtomos de hidrdgeno y grupos
etilo, respectivamente. Las porfirinas en las cuales los gru-
pos vinilo se reemplazaron por dcido sulfdnico o por grupos gli
col (-CHOH-CH20H) no act@ian como sustratos y en cambio son inhi
bidores competitivos de la enzima (Dailey y Fleming, 1983). De
acuérdo a sus estudios Honeybourme y col. (1979), sugieren que
el mejor sustrato para la Ferroquelatasa, es uno en el cual no
hay sustituyentes sobre los anillos Ay B. La esterificacidn o
sustitucidén de las cadenas carboxilicas laterales sobre los ani
llos C y D de la Proto IX también llevaria a compuestos que no
son sustratos (Labbe y col., 1963; Porra y Jones, 19637 Honey-
bourne y col., 1979). Se sugiere en consecuencia, que los sustil
tuyentes dcido-propidnico podrian ser criticos en la formacidn

de un complejo efectivo enzima-sustrato.

I1.8. PURIFICACION. PESO MOLECULAR

Los primeros intentos llevados a cabo para purificar la
Ferroquelatasa fracasaron debido a la pérdida completa de activi
dad durante las etapas de aislamiento (Yoneyama y col., 1965;
Mazanowska y col., 1969). Para la purificacidn de esta enzima es
necesaria su solubilizacidn de la membrana mitocondrial mediante

el empleo de un detergente, pero ha ocurrido con frecuencia que
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la posterior eliminacidn del mismo, generalmente resultara en

una inactivacidn de la enzima. Mailer y col. (1980) purificaron
la Ferroquelatasa de higado de rata por cromatografia de afini-
dad, hasta aparente homggeneidad, usando 2-vinil-4-3'-(N-3" ami
nopropil)-acrilamida deuteroporfirina como ligando insolubiliza
do. La Ferroquelatasa purificada presentd una dUnica banda, en

electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecilsulfato de
sodio, de peso molecular aparente 63 KD. Sin embargo, la enzima
purificada fue inestable, siendo su vida media de s6lo 12 horas
cuando se la almacend con 2-mercaptoetanol (a 4°C & a -20 °C).

En ausencia de 2-mercaptoetanol, la actividad enzimdtica se per

did6 completamente dentro de las 12 horas.

Mas recientemente, se empled Cromatografia con Blue Se-
pharosa CL-6B para purificar la Ferroquelatasa de higado de ra-
ta (Taketani y Tokunaga, 1981) e higado bovino (Taketani y Toku
naga, 1982; Dailey y Fleming, 1983). En estos estudios, se lo-
gré superar en gran medida la inestabilidad enzimadtica mediante
el uso de sistemas buffer conteniendo ditiotreitol y glicerol.
Los pesos moleculares de la enzima purificada de rata en las
formas desnaturalizada y nativa fueron de 42 KD y 240 KD, respec
tivamente, sugiriendo asi que la enzima de rata existe como un
pentdmero o como un hexdmero (Taketani y Tokunaga, 1981). El pe
so molecular de la enzima bovina estimado bajo condiciones des-
naturalizantes fue de 42,5 KD (Taketani y Tokunaga, 1982) y
40,5 KD (Dailey y Fleming, 1983). A pesar de la similitud en los
pesos moleculares de las enzimas bovina y de rata, las dos pro-
tefinas eran claramente diferentes, ya que los anticuerpos produ-
cidos contra la enzima bovina eran capaces de inhibir la activi
dad de la misma pero carecian de efecto sobre la actividad de Fe

rroquelatasa de higado de rata (Taketani y Tokunaga, 1982) 4

El peso molecular de la enzima bovina nativa determinado
por filtracidn por tamices moleculares fue de 200 KD(Taketani y
Tokunaga, 1982), sugiriendo una estructura oligomérica similar
a la de la enzima de rata. Este valor estaria de acuerdo con da-
tos anteriores del orden de 290 KD obtenidos para la Ferroquela-

tasa de eritrocitos de pato (Tanaka y col., 1976).

La Ferroquelatasa purificada 2.000 veces a partir de eri
trocitos de aves, exhibid una sola banda en electroforesis de po

liacrilamida y dodecilsulfato de sodio, con un peso molecular de

42 KD (Hanson y Dailey, 1984).
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IT.9. REGULACION DE LA ACTIVIDAD DE FERROQUELATASA

Algunas evidencias sugieren que la Ferroquelatasa, al i
gual que el ALA-S, podrian estar sujetas a una regulacidn nega-
tiva por feed-back provocada por el hemo. Jones y Jones (1970 b)
demostraron que el hemo (> 1 uM) inhibid la actividad de Ferro-
quelatasa en mitocondrias sonicadas de higado de rata. En mito-
condrias intactas de higado de rata, Koller y Romslo (1977) en-
contraron que la velocidad de formacidon de deuterohemo disminu-
y6 despu@s de aproximadamente 20 minutos de incubacidn. Tenien-
do en cuenta, que el deuterohemo enddgeno sintetizada aparente-
mente no atraviesa libremente hacia el exterior de la membrana
interna, estos autores sugieren que la disminucidn en la véloci
dad de formacidén de deuterohemo se debe a una inhibicidn por

producto de la Ferroquelatasa.

El hemo podria regular la actividad de Ferroquelatasa
mediante la inhibicidn de la enzima y/o mediante la regulacidn
de la concentracidn de sustratos para la misma. Se encontrd que
el hemo exbégeno reduce marcadamente la disponibilidad de hie-
rro para la Ferroquelatasa en mitocondrias intactas de higado

de rata (Koller y col., 1976; Koller y Romslo, 1977).

Dailey y Fleming (1983) encontraron que el hemo (> 40 uM)
era un inhibidor no-competitivo respecto del hierro de la Ferro
quelatasa bovina purificada. Agregado a &ésto, Koller (1979) de-
termind que el hemo (> 1 pM) inhibid la captacidn de deuteropor
firina IX en mitocondrias aisladas de higado de rata y postuld
que el hemo podria regular, aunque sea en parte, la actividad de
Ferroquelatasa, mediante el control de la unidn de la porfirina

a la mitocondria.

El estudio de la regulacidn de la Ferroquelatasa por he
mo es complicado, debido a las propiedades coloidales de la he-
mina. E1 hemo, a pH fisioldgico y concentraciones mayores que
0,1 uM, estd principalmente en la forma de un oxodimero, Fe-0-Fe,
donde los dos Atomos de hierro estdn unidos a través de un puen
te oxigeno. Estos dimeros forman grupos de peso molecular 50 KD,
o mds, y no son dializables. En consecuencia, los resultados ob
tenidos pueden versenotablemente afectados seglin la manera de
disolucidn e incubacidn (o administracidn) del hemo. De todas

formas, todavia no estd definido si existe o no (n v(vo una ver
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Incluso, de existir un rol regulatorio del hemo sobre la activi
dad de Ferroquelatasa, su importancia sobre la regulacién del
camino biosintético total del hemo es incierta (Cole y Marks,

1984) .

IT.10. INHIBIDORES; DDC Y GRISEOFULVINA

El1 DDC (3,5-dietoxicarbonil-l-4-dihidro-2,4,6-trimetil
piridina) y el agente antifilingico, griseofulvina ejercen su efec
to porfirinogénico, por lo menos en parte a través de la inhibi

cidn de la enzima Ferroquelatasa.

En 1963, Onisawa y Labbe, encontraron que el DDC inhi—
bia la Ferroquelatasa hepdtica en ratones. Este efecto inhibito-
rio se observd luego en otras especies (Tephly, 1971; Anderson,
1978; Cole y col., 1979; Rifkind, 1979; Cole y col., 1981 a) pe
ro el mecanismo a través del cual el DDC causa la inhibicidn de
la Ferroquelatasa s0lo se elucidd recientemente. Se encontrd
que el DDC provoca la acumulacidn de un pigmento verde (Tephly
y col., 1979) identificado como N-metilprotoporfirina (De Matteis
y col., 1980; Ortiz de Montellano y col., 1981), el cual es un po
tente inhibidor de la Ferroquelatasa (Tephly y col., 1979; De
Matteis, 1980; Dailey y Fleming, 1983). La fuente del sustitu-
yente N-metilo de la N-metilprotoporfirina se encontrd que era

el grupo 4 metil del DDC.

La griseofulvina también ejerce un efecto inhibitorio
sobre la Ferroquelatasa hepidtica de roedores (De Matteis y Gibbs,
1975).Sin embargo,no se observa esta inhibicidn ni en embriones
de pollo ni en sistemas de cultivo de hepatocitos (Cole y col.,

1981 b).

I1.11. EFECTO DE METALES. METALQUELATASAS

La insercidén enzimdtica de un metal en la porfirina li-
bre es uno de los pasos aceptados del camino biosintético de los
tetrapirroles. Se han llevado a cabo diversos estudios sobre las
velocidades de incorporacién de metales en las porfirinas, tan-
to en modelos no enzimdticos como en sistemas enzimdticos. Como

ya hemos mencionado,el estudio de la quelacidn enzimatica de me
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tales por porfirinas es complejo dado que la velocidad no enzi
matica es frecuentemente significativa y dependiente de las con

diciones experimentales.

Se han detectado enzimas que catalizan esta etapa en
cerdo e higado de rata; eritrocitos de aves, levaduras y diver-
sos microorganismos. Los datos en plantas superiores son limita
dos; Goldin y Little (1i969) han aportado alguna informacidn so-
bre una metalquelatasa de cebada y Jones (1967, 1968) ha des-

cripto una Ferroquelatasa de espinaca.

Hemos visto que la enzima que cataliza la insercidn del
hierro en la protoporfirina se clasifica como una Protohemo-fe-
rroliasa, aunque también se la conoce como Ferroquelatasa -(Porra
y Jones, 1963) o Hierro-protoporfirina quelatasa (Labbe y Hu-
bbard, 1961).

La enzima de cebada, cataliza la formacidn tanto de
cinc-como de hierro-porfirinas. Dado que no ha sido establecido
inequivocamente que una Unica enzima catalice ambas reacciones,
el término "actividad de Zn-quelatasa'", ha sido usado para desig
nar. la actividad observada cuando Zn y protoporfirina sirvieron
como sustratos. En tanto que el término "actividad de Ferroquela
tasa" ha sido empleado cuando se estudid la insercidn de hierro

en el sustrato porfirina (Goldin y col., 1969).

Labbe y Hubbard (1961), estudiaron la especificidad me-
tdlica de la quelatasa hierro-protoporfirina de higado de rata.
La conversidn de hierro y protoﬁorfirina en hemo, se demostrd es
pectrofotométricamente. Altas concentraciones de Fe2+ produjeron
inhibicidén,probablemente a través de una reaccidn con los grupos

sulfhidrilos. El C02+, se comportd en forma similar al Fe2+ y

; . v i z : 2+
los experimentos de dilucidn isotdpica indicaron que el Co y
2+ g b = : : o
el Fe se utilizaron a través del mismo mecanismo enzilimatico.
v 5 - . 5 54 2+
También se comprobd la incorporacidnde trazas de Mn en pro-
" 2+ - j o
toporfirina, aunque el Mn se comportd como un inhibidor de la
g 2+ o P
enzima. E1 Mn° aparentemente no reacciond con los grupos sulfhi

drilos, sino que inhibid no competitivamente con respecto al

Fe2+. Sn2+ no fue utilizado por la enzima, ni inhibid la activi

dad de la misma. Sin embargo, todos los otros metales ensayados
. 2% 2+ 2+ 2+ 2+ 24+ 2+

(Mg2+, C02+, Ni“", €cd®“, Pb", Cu”" , Mn" , Zn~ , Hg ') fueron

: ; 24 s L 2
inhibitories. Tanto Fe como Co” , inhibieron la actividad de

Zn-quelatasa.




Neuberger y Tait (1964) detectaron la enzima Zn-proto-
porfirina quelatasa en cromatdforos de Rhodopseudomonas sphenros
des . Las Zn-protoporfirina quelatasas estdn también presentes_
en mitocondrias de higado de cobayos y en higado, corazdn y ri-
fion de conejo. La enzima de Rp. 4pheroides es especifica para
iones Zn2 . De las sales probadas como inhibidores, sélo aque-

+
ot wn2*

; 2
llas con iones Cu Ca2+ son activas.

La Ferroquelatasa particulada de Rp. spheroides no es
especifica, pues puede utilizar Co2+ o Fe2+; también se han rea
lizado estudios con Zn2+ (Johnson y Jones, 1964; Neuberger y
- Tait, 1964) y Cu2+ (Jones, 1967). Jones y Jones (1970) han con-
firmado estos datos, encontrando baja actividad de metal-quela-

tasa con Ni2+ y an+

. Estos metales fueron ademds mutuamente com
petitivos para la Ferroquelatasa. Al probar varios sustratos me
tdlicos sobre un amplio rango de concentraciones, estos autores
demostraron que altas concentraciones de Zn2+ pero no de Co2+
fueron inhibitprias para la enzima de Rp. sphernodides. Fe3+, Mg2+
y Sr2+ no fueron incorporados ni se consideraron inhibidores de
la accidn de la quelatasa; pero el Cd2+ que tampoco fue incorpo

rado, inhibid en cambio la incorporacidn de otros metales.

Como resultado de diversos estudios de competicidn entre
diferentes sustratos metdlicos, Jones y Jones (1969), concluye-
ron que la misma enzima fue la responsable de la incorporacidn
de Fe2+, Zn2+ o Co2+ en mitocondria de higado de rata. Porra y
Ross (1965), sin embargo, encontraron que en CALostnidium tetano
m orphum, una bacteria que sintetiza vitamina B12 pero no hemos,
las velocidades de incorporacidn de Co2+ excedieron ampliamente

. : 3 2+ e o
las velocidades de incorporacidn de Fe ', sugiriendo la presen

- 2+ - .
cia de una Co -quelatasa especifica.

Jones y Jones (1970 a), postularon la correlacidn entre
las propiedades fisicas de los iones metdalicos y sus velocidades
de incorporacidn. Con la excepcidn de Fe2+ y C02+, las velocida
des fueron aproximadamente del mismo orden que las descriptas pa

ra la formacidén no enzimdtica de metaloporfirinas. Con los demids

2+
iones metalicos las velocidades medibles fueron Cu > Zn >
Mn2+ > Co2+ > Fe2+ > Ni2+ > Cd2+ (Fleischer y col.,, 1664; Philli
ps, 1967). Aunque Mg2+, Co2+ y Fe2+ pudieron ser incorporados no

enzimidticamente en un entorno no acuoso, solo se detectd ligera
incorporacidn en condiciones fisioldgicas acuosas, lo cual sugi

rié que el sitio activo de la enzima podria proveer de un entor

36
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no hidrofdbico para el paso de la quelacidn.

Recordemos que Sawada y col. (1969) hallaron evidencias
de que los fosfolipidos serian importantes para la actividad de

la Ferroquelatasa.

Jones y Jones (1970 a) mencionan tambi&n que, a bajas ve
locidades en un medio acuoso, el Cd2+ podria ser incorporado no
enzimdticamente en las porfirinas y podrfia actuar como un inhi-
bidor competitivo de los sustratos normales en reacciones cata-

lizadas enzimadticamente.

- - - 2+ 2+ - g
Iones metalicos tales como Ni y Mn , incorporados a
bajas velocidades, fueron también inhibidores de la incorporacidn

de Fe2+ y Co2+

Pareciera ser, que uno de los problemas que todos los
organismos tienen que resolver es el de mantener todos los io-
nes metdlicos excepto Fe2+, lejos del sitio de accidn de la Fe-
rroquelatasa. Estos mismos autores, han detectado Zn y Cu-por-
firinas en medios de cultivo de bacterias y levaduras, aunque es

tas podrian haberse formado no enzimdticamente.

Taketani y Tokunaga (1981), demostraron también la inhi
bicidn de la actividad enzimidtica de Ferroquelatasa de mitocon-

2+ 2+ 2+
dria de higado de rata por metales tales como Co~ , Zn , Pb

Cu2+ o Mn2+

En consecuencia, pareceria que la capacidad para formar
diferentes metaloporfirinas, varia entre especies y podria estar
vinculada a la capacidad para sintetizar tales complejos metal-
tetrapirroles, como clorofilas y vitamina By asi como los pig

mentos del hemo md@s comunes (Johnson y Jones, 1964).
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IIT. LOS PARASITOS

ITI.1. CLASIFICACION

La familia Trypanosomatidae (Tabla III.1.) pertenece al

orden Kinetoplastida y est@ compuesta por protozoarios flagela-
dos que poseen una {nica mitocondria, que recorre toda la exten
sidn de la c&lula y en la cual se localiza el cinetoplasto com
puesto por una red de fibras circulares de DNA unidas entre si
(Hoare y Wallace, 1966; Simpson, 1972; Vickerman, 1976; Camargo,
1979; Levine, 1980).

III.2. FORMAS MORFOLOGICAS

En funcidn de la ausencia o presencia de flagelo y mem-
brana ondulante asi como del punto de origen del flagelo y de la
posicidn del cinetoplasto relativa al nficleo se caracterizaron
las formas promastigotes, opimastigotes, epimastigotes, tripomas
tigotes, coanomastigotes, amastigotes, paramastigotes y esfero-
mastigotes en los tripanosomdtidos (Hoare y Wallace, 1966; Vi-

ckerman, 1976; Camargo, 1979; De Souza, 1983) (Figura III.1l.).

La ausencia de las diversas formas en la familia Trypa-

nosomatidae se muestra claramente en la Tabla III.Z2.

ITI.3. Familia Trypanosomatidae

Los géneros Leptomonas, Phytomonas, Leishmania, Hernpeto
monas, Crnithidia, Blastochithidia, Rhyncodldomonas, Endotrypanum
y Thypanosoma pertenecen a la familia Trypanosomatidae (Vicker-
man, 1976) (Tabla III.1l.).

De gran importancia médica y econdmica son los géneros
Leishmania y Thypanosoma, debido a la existencia de especies pa
togénicas para el hombre y para los animales domésticos. Ambos
géneros estdn constituidos de paraSitos digenéticos de vertebra

dos e insectos (Camargo, 1979).

Los géneros Leptomonas, Herpetomonas, Crnithidia, Blasto

endithidia y Rynchodidomonas son monogenéticos y son casi exclusi
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vamente pardsitos de insectos.

El género Phyfomonas estd constituido de pardsitos dige

néticos de insectos y plantas (Mc Ghee y Cosgrove, 1980).

El género Endotrypanum es también digenético y es el G-

nico Kinetopldstida intraeritrocitico (Molyneux y Ashford, 1983).

III1.4. GENERO Cadithidia

Este género comprende pardsitos monogenéticos de insec-
tos, principalmente dipteros, hemipteros e himendpteros (Camar-
go, 1979).Los pardsitos se localizan generalmente en el intesti

no de los insectos.

La presencia de la forma coanomastigote (Figura III.1.)

con un flagelo libre es una definicidn del género (Tabla III.2.).

Algunas especies poseen bacterias endosimbiontes (Cill
y Vogel, 1963; Gutteridge y Macadam , 1971; Chang, 1974 ; Mundim
y col., 1974) capaces de proveer vitaminas esenciales, cofacto

res, etc. (Chang y Dave, 1980; Alfieri y Camargo, 1982).

Su fadcil cultivo, su importancia como modelos para leos
patdgenos de vertebrados y su conveniencia para la experimenta-
cidén efectiva de agentes quimioterapéuticos ha motivado exten-
sos estudios sobre los requerimientos nutricionales de Crithidia

y sobre su bioquimica (Mc Ghee y Cosgrove, 1980).

IIT.5. GENERO Thypanosoma

Por razones relacionadas tanto a las enfermedades que
causan como a sus caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas, el
género Taypanosoma puede clasificarse de la siguiente manera

(Tabla IIL.3.):

El ejemplo mds importante de los tripanosomas stercorarian
es el Taypanosoma cruzdi que causa la enfermedad de Chagas en el
hombre. Dentro de los tripanosomas salivarian (principalmente a
fricanos), T. brucel nhodesiense y T. bruced gambiense causan la
enfermedad del suefio en el hombre y T. brucei bruced, T. bruced
congolense, T. bruced vivax y T. brucei equdipendum provocan la

tripanosomiasis del ganado (nagana y enfermedades similares).




Tabla III.l.: Clasificacidén de los Kinetoplastida

Reino

Subreino

Phylum

Subphylum

Clase

Orden

Suborden

Familia

Género

PROTISTA

PROTOZOA

I, ) . - U S & 1
Apicomplexa Sarcomastigophora Microspora Ciliophora

i 1
Opalinata Mastigophora Sarcodina

r~ 1
Phytomastigophorea Zoomastigophorea
Kinetoplastida
—
Bodonina Trypanosomatina
Trypanosomatidae

. T ] L] ] 1 I ] 1
Crnithidia Leptomonas Henpetomonas Blastocrithidia Thypanosoma Phytomonas Leishmania Endotrypanum Rhynchodldomonas

0%
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Figura III.1l.: Configuracidn diagramdtica
de tipos morfoldgicos de
Trypanosomatidae (x 1300).
(a) Promastigote, (b) Opis
tomastigote, (c) Epimasti-
gote, (d) Tripomastigote,
(e) Coanomastigote, (f) A-
mastigote, (g) Paramastigo
te, (h) Esferomastigote.
fl1 = flagelo, N = niicleo,
K = Kinetoplasto.

Las formas morfoldgicas caracteristicas son: tripomasti
gotes, que se encuentran en la sangre y tejidos de huéspedes ver
tebrados y las formas epimastigotes, localizadas en el vector in
vertebrado. Sin embargo, existen otras configuraciones como amas
tigotes y mds raramente, promastigotes. Las formas infectivas que

se producen en el vector se conocen como metaciclicas y son de

configuracidn tripomastigote.




Tabla III.2.: Ocurrencia de -mastigotes en géneros de Trypano-

somatidae

Pro- Opisto- Epi- Tripo- Coano- A- Para- Esfero-
Leptomonas %* *
Crithidia * %
Heapetomonas * * *
Blas tocnithidia x * *
Rhyncholdomonas *
Endotrypanum * * * *
Phytomonas *
Trhypanosoma * * * * *
Leishmania % * *

La transmisidn a los huéspedes vertebrados se produce a
través de la incoculacidn durante el proceso de alimentacidn del
vector o por la contaminacidn de las membranas de la piel o muco

sas con heces conteniendo tripanosomas metaciclicos infectivos.

Los vectores son artrépodos hematdfagos (insectos y ardc

nidos) .

La reproduccidén en el huésped vertebrado es por una va-
riedad de diferentes métodos de divisidn celular; se piensa que
no ocurren procesos sexuales en el vertebrado, pero recientes es
tudios usando isoenzimas sugerirfan que los tripanosomas son di
ploides y ocurriria un intercambio de informacidn genética en el

vector (Molyneux y'Ashford, 1983).
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Tabla III.3.: Clasificacidn del género Taypanosoma

Género Trypanosoma
Seccidn Stercoraria Salivaria
f T J f |5 T —
Subgénero Megatrypanum Henpetosoma Schizotrypanum Duttonella Nannomenas Trypanozoon Pycnemonas
Especies T.(M.)theilendi T.(H.)Lewisd T.(S.)cruzs T.(D.)uniforume T.(N.)congolen T.(T.)bruced T.(P.)suss
Representativas T.(H.)muwsculd T.(D.)vivax o - T.{T.ib.brucel
T. (H.)nangeld T.(N.Jsdmiae 1 (T )b nhodesiense

T.(T.)b.gambiense

T.(T.)equiperndum

T.(T.)evanss




IV. Thypanosoma cruzd

IV.1. ENFERMEDAD DE CHAGAS

IV.1.1. Consideraciones generales

La enfermedad de Chagas lleva este nombre en homenaje a
Carlos Chagas quien descubrid el organismo causal, Thypanosoma
(Schizotrypanum) cruzi (Chagas, 1909). A este protozoario, des-
cubierto en Minas Gerais, Brasil, mientras observaba el conteni
do intestinal de un insecto hematdfago de la familia Ruduvidae:
Pastrhongilus megistus, Chagas lo denomind Taypanosoma cruzl co-

mo reconocimiento a su maestro Oswaldo Cruz.

El pardsito difiere marcadamente de los tripanosomas a-
fricanos. Ademds de las formas sanguineas tripomastigotes, que
no se dividen, hay pseudocistos en los tejidos conteniendo masas
de amastigotes. La mayor parte de la patologia es el resultado
de los efectos de estos pseudocistos sobre las células muscula-

res de sus huéspedes.

Las investigaciones de Chagas crearon las bases de los
conocimientos actuales sobre la etiologia, clinica y epidemio-
logia de esta tripanosomiasis (Chagas, 1911). Describid el orga
nismo responsable y los insectos vectores, identificd uno de los
huéspedes reservorios y sugirid algunos de los sintomas clinicos

asociados con la enfermedad.

En 1980, la Organizacidn Mundial de la Salud, basdndose
en la distribucidn del vector, estimd que 35 millones de perso-

nas estaban expuestas a la infeccidn.

La enfermedad de Chagas, estda reconocida como una de las
causas mds importantes de morbilidad y mortalidad en América del

Sur y Central.

El T. chuzd tiene afinidad por el misculo cardiaco y por
las células nerviosas del plexo mesentérico, provocando en este

iltimo caso dilataciones patoldgicas (megaesdfago y megacolon).

La enfermedad se inicia en forma aguda y posteriormente
pasa a formas cronicas. Sin embargo, se carece hasta el presente
de drogas enteramente convenientes para curar esta condicidn erd
nica. Los vectores son relativamente resistentes a insecticidas
organoclorados y ademds la aplicacidn y provisidn de los mismos

son alternativas relativamente costosas, considerando que vivien

I~
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das de bajo nivel socio-econdémico son excelentes habitats para

estos insectos.

En la actualidad se realizan grandes esfuerzos para con
trolar la enfermedad de Chagas a través de programas nacionales,
que consisten en la desinfeccidn domiciliaria, particularmente
de ranchos y otro tipo de locales precarios, en el mejoramiento
de las viviendas, en la educacidn popular y en el desarrollo de

compuestos activos contra el T. cauzd.

IV.1.2. Distribucidn

T. cnuzi{ se encuentra ampliamente distribuido entre las
latitudes 40 ° Norte y 40 °Sur, en América del Sur y Central y
en algunos de los estados del Sur de los Estados Unidos. Su iden
tificacidén en huéspedes mamiferos se extiende desde Maryland (Es
tados Unidos) al norte,hasta Argentina y Chile, al sur. En préc
ticamente todos los paises de América del Sur y Central se han
confirmado parasitoldgicamente casos autdctonos. Sin embargo,
las infecciones en animales estan mds extendidas que en humanos.
Organismos de tipo T. cauzd{ existen también en algunas islas del
Caribe y al Sur de los Estados Unidos, pero se carece de pruebas

parasitoldgicas de enfermedad humana mds al norte de Méjico.

IV.2. BIOLOGIA CELULAR

IV.2.1. Organismos. Formas desarrolladas

En Taypanosoma chuzd se identificaron tres formas morfo
l6gicamente distintas: amastigote, epimastigote y tripomastigo-

te.

- Amastigote: Se la conoce también como esferomastigote, micro-
mastigote, forma aflagelada o forma leishmania. Hoare y Walla
ce (1966) designaron con el nombre de amastigote a la forma mu 1
tiplicativa intracelular de T. chuzd en el mamifero. Sin em-
bargo, existen observaciones con microscopia electrdnica y de
contraste de fase que indicarian que estas formas presentan un
corto flagelo, prefiriéndose en consecuencia, el nombre de es

feromastigotes (Meyer y De Souza, 1976).




- Epimastigotes: Se localizan en el intestino del huésped inver

tebrado. Cuando T. chuz{i{ se mantiene en cultivos acelulares,
estas formas se observan en la fase logaritmica de crecimien-
to. Asimismo pueden tambié&n encontrarse durante el final del
ciclo intracelular, cuando los esferomastigotes se transforman
en tripomastigotes o cuando en el comienzo del nuevo ciclo, o
curre la transformacidn inversa (Meyer y De Oliveira, 1948).
Son organismos alargados, de 20-40 um de largo. Tienen flage-
lo libre en la posicidn extrema y el cinetoplasto estda locali

zado anterior al nlicleo. Son capaces de dividirse.

- Tripomastigotes: Estas formas miden aproximadamente 25 um de

largo y 2 uym de didmetro. El cinetoplasto esta situado en la
regidn posterior al nilcleo. Se observan en: a) células de los
tejidos y sangre de los huéspedes mamiferos (forma circulante),
b) intestino posterior, heces y orina del huésped invertebrado
(forma metaciclica), c) en cultivos axénicos (fase estaciona-
ria de crecimiento) y d) en cultivos celulares (fase liquida)

(De Souza, 1984). No son capaces de dividirse.

IV.2.2. Ciclo de vida

El ciclo bioldgico de T. cruzd{ se inicia cuando los hués
pedes invertebrados (usualmente insectos hematdfagos pertenecien
tes a las familias Hemiptera y Ruduvidae, tales como Rhodd{nus
prolixus, Trniatoma Lnfestans, Panstrongylus megistus, y otros)
se alimentan mediante la ingesta de sangre de los huéspedes ver

tebrados infectados.

Los vectores se infectan y las formas sanguineas ingeri
das evolucionan a través de su tracto digestivo. En el estdmago
del insecto la mayoria de los tripomastigotes de la sangre se
transforman en epimastigotes y en algunas formas redondeadas. En
el intestino, los epimastigotes se dividen repetidamente median
te un proceso de fisidn binaria y pueden adherirse a las células
‘intestinales a través de hemidesmosomas (Zeledon y col., 1977).
En el recto,una parte de los epimastigotes se transforma en 3 8
pomastigotes metaciclicos infectantes, que se eliminan por las
heces (Dias, 1934; Brack, 1968; Brener, 1973; Brener y Alvaren-
ga, 1976; Zeledon y col., 1977).

A través de lesiones en la piel o de membranas mucosas




normales , estas formas metaciclicas son capaces de penetrar en
las células de los vertebrados donde se transforman en amastigo
tes, que se multiplican por fisidn binaria, diferenciidndose en
tripomastigotes. Estos flagelados recientemente formados, son
liberados de las células parasitadas, en el espacio intercelu-
lar; pueden alcanzar la corriente sanguinea y luego de circular,
por un cierto periodo de tiempo, penetrar en otras células del
huésped para llevar a cabo un nuevo ciclo tisular o quedan 1li-

bres para ser ingeridos por otro insecto hematdfago.

IV.2.3. Superficie celular

La membrana plasmadtica y cubiertas externas tienen funda

mental importancia en la interaccidn pardsito-huésped.

En la mayoria de las células eucariotas los microtibulos
y los microfilamentos estdn asociados con la membrana plasmédtica
(Weatherbee, 1981). Sin embargo,en ningiln otro tipo de células
esta asociacidn es tan fuerte como en los tripanosomdtidos donde
estos dos componentes de la superficie celular (membrana plasma
tica y microtibulos subpeliculares) permanecen asociados inclu-
so después de la lisis del protozoo y aislamiento de la fraccidn

enriquecida en membranas.

IV.2.3.1. Membrana plasmitica

La membrana plasmdtica de T . chuzd estd compuesta de pro
teinas, lipidos y carbohidratos, formando el glicocalix. Estu-
dios citoquimicos y con microscopia electrdnica, muestran que el
glicocalix estd presente en todos los estadios del ciclo de vi-
da de T. chruzi, incluso en las formas intracelulares (De Souza
y Meyer, 1976). El estudio de la superficie celular de T. cruz<
con lectinas provee datos que muestran la existencia de diferen
cias cualitativas y cuantitativas en los carbohidratos expuestos
sobre la superficie celular del pardasito en los diversos esta-
dios de su ciclo de vida (Alves y Colli, 1974; Chiari y col.,
1978; Araujo y col., 1980; Szarfman y col., 1980; Pereira y col.
1980). También se estudid la aglutinacidén inducida por lectinas

en varias cepas de T, cruzd{ y similares (Schottelius, 1982).

b
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IV.2.3.2. Carga de superficie

La presencia de sitios anidnicos sobre la superficie de
T. chuzi se demostrd mediante el empleo de hidrdéxido de hierro
coloidal y particulas de ferritina cationizada (Martinez Palomo
y col., 1976; De Souza y col., 1978). Los datos bioquimicos asi
como la aglutinacidn de T. cnuzd por la lectina de Limulus poly
phemus y por la aglutinina de gérmen de trigo, también indican
la presencia de acido sidlico sobre su superficie (Pereira y

col., 1980).

IV.2.3.3. Cubierta celular

Se demostrd por microscopia electrénica la presencia de
material electrodenso sobre la unidad de membrana de la familia
Trypanosomatidae.Esta estructura, denominada cubierta celular,
es mas evidente en las formas sanguineas tripomastigotes que
pertenecen a los subgéneros Thaypanosooi y Nanomonas, donde al-

canza un espesor de 15 nm (Vickerman, 1969).

La cubierta superficial se pierde en cultivos acelulares
y después que el pardsito entra al vector para un desarrollo ci
clico. Sin embargo, reaparece cuando los pardsitos se transfor-
man en las formas metaciclicas en las glandulas salivales del

huésped invertebrado.

Por microscopia electrdonica se ha observado que la cubier
ta superficial de los tripomastigotes sanguineos estd formada
por 5 a 10 millones de moléculas de una glicoproteina superfi-
cial wvariable (VSG) . Las VSGS forman una monocapa sobre la mem-
brana plasmatica, que constituye una barrera fisica para preve-
nir a los antigenos comunes de la membrana contra los anticuer-

pos del huésped (De Souza, 1984) .

v.2.%.4, ‘Lisis del Trypanosoma eruzi

Los epimastigotes de T. chuzd se lisan al incubarlos en
presencia de suero de mamifero, mientras que los tripomastigotes
(tanto de cultivos axénicos, de cultivos de tejido, como de la

corriente sanguinea) son resistentes (Muniz y Borielo, 1945; No

gueira y col., 1975).
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Se demostrd que esta lisis estd mediada por un camino
alternativo del complemento (Nogueira y col., 1975). Teniendo
en cuenta que la lisis mediada por complemento involucra princi
palmente la participacidn de la superficie celular del paréasito,
es posible que la susceptibilidad de los epimastigotes y tripo-
mastigotes de T. chuzd a este tipo de lisis refleje diferencias

de sus propiedades de superficie.

1V.2.4. Microtibulos subpeliculares

Se designa como microtdbulos subpeliculares a la capa de
microtiibulos, caracteristica de los protozoos tripanosomdtidos,
que se localiza por debajo de la membrana plasmatica. Se demos-
trdo que los microtidbulos estdn conectados entre s1 y con la mem-
brana plasmitica, a través de cortos filamentos, de naturaleza
atin desconocida (Hunt y Ellar, 1974; De Souza, 1976; Dwyer,
1980) .

El analisis de secciones transversales de diferentes re-
giones de la forma tripomastigote de T. cnuzi mostrd que los mi
crotiibulos estdn regularmente espaciados. Se observd ademads, que
su nGmero estd relacionado con el didmetro de la célula y que va
ria de acuerdo al estadio del ciclo de la misma (Meyer y De Sou-

za, 1976).

IV.2.5. Flagelo y cuerpo basal

Todos los miembros de la familia Trypanosomatidae poseen
un flagelo que emerge de una invaginacidn llamada bolsillo flage

LA«

El flagelo de T. chuzd generalmente esta unido al cuerpo
basal. Aunque los tripanosomdtidos tienen s6lo un flagelo, po-
seen dos cuerpos basales localizados muy cerca, y compuestos de
nueve tripletes de microtdbulos. Los cuerpos basales de T. ecauzd
y otros tripanosomdtidos no migran durante la divisidén celular

(De Souza, 1984).
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IV.2.6. Mitocondria-cinetoplasto

El Thypanosoma cruzdi, al igual que otros miembros de ta
familia Trypanosomatidae, posee una sola mitocondria de gran ta
mafio, que recorre todo su cuerpo celular, en una de cuyas ramifi
caciones se encuentra el DNA-mitocondrial, que integra el conjun

to cinetoplasto-mitocondria (Simpson,1972; Paulin, 1975).

Esta estructura, el cinetoplasto, es diagndstica del or
den Kinetoplastida al cual pertenece la familia Trypanosomati-

dae.

Durante el ciclo normal de vida de los tripanosomidtidos
hay cambios en la posicidn relativa del cinetoplasto con respec

to al nicleo.

En los Gltimos 14 anos se demostrd en forma concluyente
que en T, chuzd{ y en otros tripanosomidtidos el cinetoplasto es-
tad formado por un DNA que posee una configuracidn especial (Simp

son, 1972; Borst y Hoeijmajers, 1979; Kallinikova, 1981).

Riov y col. (Riov y Paoletti, 1967; Riov y Delain, 1969;
Riov y Pautrizel, 1969; Brack y col. 1972; Riou y Yot, 1977) es
tudiaron en detalle el cinetoplasto de T. cauzd{. Se establecid
que el DNA-cinetoplidstico representa entre 20 y 25% del DNA to-
tal de epimastigotes de T. cauzd . Por microscopia electrdnica
se demostrd que el cinetoplasto consiste de una red de 20.000 a
30.000 moléculas de minicirculos asociadas unas con otras y con
largas moléculas lineales. Cada minicirculo tiene un largo de a
proximadamente 0,45 um, que corresponde a aproximadamente 1.440
pares de bases y un peso molecular de 0,94 x 106 (Riov y Delain,

1969).

Recientemente, la digestidn del DNA-cinetoplastico de T.
crnuzd con endonucleasas de restriccidn, seguido del andlisis e-
lectroforético de los fragmentos en geles de gradiente de polia
crilamida , se empled para la caracterizacidn de stocks, cepas

y clones (Morel y Simpson, 1980; Morel y col., 1980).

IV.2.7. Reticulo endopldsmico, ribosomas y complejo de Golgi

El reticulo endopldsmico tanto liso como rugoso se obser
v en T. cruzdi, asi como en otros tripanosomdtidos. Estas estruc

turas se evidencian especialmente en la regidn perinuclear y en




la regidn entre el nicleo y el bolsillo flagelar.

Los ribosomas se distribuyen a través del citoplasma de
T. chuzd. Estdn compuestos de proteina (45%) y RNA (55%) (Tano-
witz y col., 1975; Castro y col., 1981).

El complejo de Golgi estd siempre presente en 1. Chruzd
y se localiza entre el niicleo y el cinetoplasto, en la regidn

cercana al bolsillo flagelar.

IV.2.8. Nicleo

El nficleo de T. chuz{ tiene una organizacidn estructural

similar a la encontrada en otras células eucaridticas.
Es pequefio y mide alrededor de 2,5 um.

En tripomastigotes, es alargado y se localiza en la por
cidn central de la célula. En esferomastigotes y epimastigotes,
tiene forma redondeada. Posee una tipica membrana nuclear, pro-
vista de poros. Aproximadamente en el centro del nlcleo, se en-

cuentra el nucleolo.

IV.2.9. Microcuerpos. Glicosomas

Los tripanosomdtidos son hemoflagelados parasiticos que
se identifican por tener dos caracteristicas tipicas: la organi
zacidén excepcional de su DNA mitocondrial, el DNA-cinetoplasto
(Borst y Hoeijmakers, 1979) y la presencia de organelas simila-

res a microcuerpos llamadas glicosomas (Opperdoes y Borst, 19T TN

Estos glicosomas contienen las primeras enzimas del cami
no glicolitico, Adenilato kinasa y Orotato fosforibosiltransfe-
rasa y Orotiden-5'-fosfatodecarboxilasa, dos enzimas del camino
biosintético de las pirimidinas (Taylor y col., 1980; Hammond vy

Gutteridge, 1982).

Opperdoes y Cottem (1982) obtuvieron datos indicando que
los glicosomas de los tripanosomdtidos estdn involucrados en la
fijacidén de didxido de carbono. Asimismo, Hammond y Gutteridge
(1982, 1983) mostraron su participacidén en la biosintesis de no

vo de pirimidinas.

Esta estructura, a veces llamada peroxisoma, parece ha-

i,




berse adaptado en los tripanosomdtidos para desempenar otrcs ro

les funcionales ademds de aquellos descriptos para los peroxiso

mas de mamIferos (Vickerman y Preston, 1976; Mc Ghee y Cosgrove,
1980; De Souza, 1984). Los glicosomas aparentemente serian micro
cuerpos altamente especializados en la degradacidn de glucosa,

mds que en el metabolismo del perdxido de hidrdgeno.

IV.3. ESTUDIOS BIOQUIMICOS

Existen dos aspectos fundamentales que requieren un pro
fundo conocimiento de la bioquimica del T. chuzd. Uno, es la bis
queda de una quimioterapia rac}onal adecuada. Es decir elucidar
las vias metabdlicas del pardsito y del huésped, con el objeto
de encontrar diferencias y a partir de las mismas, procurar la
inhibicidn de una enzima o una via metabdlica en el parasito,
sin afectar o afectando muy poco la via correspondiente del hués
ped. El caso ideal es cuando se encuentra que un camino metabdli
co estd ausente en el huésped pero presente y de considerable im
portancia en el pardsito, de forma tal que su inhibicidn lleve
a la muerte del mismo. Es por este motivo que desde hace varios
afios se han estudiado diversas vias metabdlicas en el T. cauzd
(Piessmann Camargo, 1978; Juan y col., 1979; Cazzulo y col.,
1980; Franke de Cazzulo y Cazzulo, 1982) a fin de aportar dife-
rencias que puedan ser importantes para el diseno de nuevos a-
gentes tripanomicidas. El1 otro aspecto, es el relacionado con
estudios epidemioldgicos, para los cuales es trascendental lle-
var a cabo una clasificacidn taxondmica adecuada de cepas, espe
cies,clones dentro de cepas, etc. Considerando que la enferme-
dad de Chagas, presenta una serie de variaciones en su sintomato
logia clinica que también se pueden relacionar con la proceden-
cia geografica de los pacientes, es probable que las mismas pro

vengan de desigualdades en las poblaciones de pardasitos.

Las implicaciones quimioterapéuticas de las diferencias
entre el metabolismo de T. cruzd y su huésped mamifero, fueron

discutidas por Gutteridge en 1978.

Un gran caudal de informacidn sobre la bioquimica badsi-
ca del T. cruzd{ proviene de experiencias llevadas a cabo con la

forma de cultivo epimastigote (Bremer, 1973; Von Brand, 1973;

Bowman y Flynn, 1976; Gutteridge, 1976; Gutteridge y Coombs,




1977) s

Una de las principales criticas al uso de estas formas
como representantes de T. cauzd es el hecho de que no son infec
tivas para vertebrados. Cuando inoculadas en ratones o incuba-
das 4n v4tho en la presencia de macrd6fagos de ratones normales,
son fagocitadas y digeridas (Nogueira y Cohn, 1976). En conse-
cuencia, seria mids interesante trabajar con formas sanguineas
tripomastigotes o con esferomastigotes intracelulares o con am-
bos, que son las formas encontradas en el huésped vertebrado vy
directamente responsables de 1la enfermedad de Chagas. :Sin embar
go, es dificil su obtencidn en las cantidades adecuadas para es
tudios bioquimicos, aunque se han hecho algunos progresos en los
dltimos afios (Gutteridge y col., 1978; Villaltay Leon, 1979;
Carvalho y col., 1981). Sin embargo, no son muchos los laborato
rios que estadn equipados con grandes cantidades de estas formas

patogénicas.

Es importante sefialar aqui, que en los pocos estudios
bioquimicos y citoquimicos llevados a cabo con epimastigotes vy
tripomastigotes no se detectaron diferencias fundamentales (Gu-
tteridge y Rogerson,1979; Meirelles y col., 1982). Altos nive-
les de hexoquinasa, fosfofructoquinasa y piruvato quinasa indi-
can que la glucdlisis es funcional en las tres formas (Rogerson

y Gutteridge, 1980)

La operacidn de la via glicolitica y el ciclo de los a-
cidos tricarboxilicos en T. cruz{ depende del transporte de e-
lectrones a nivel de la cadena respiratoria que involucra flavo
proteinas y citocromos (Stoppani y Boiso, 1973). Asi se ha demos
trado que el paradasito puede utilizar glucosa, acetato y piruva-

to (Boiso y Stoppani, 1973) como fuentes de energia.

La operacidn del ciclo de los acidos tricarboxilicos de
pende del funcionamiento de la cadena respiratoria mitocondrial
que contiene citocromos a, b y Ccsgr ubiquinona, y que es sensi
ble a antimicina y cianuro (Boiso y Stoppani, 1973; Docampo vy
col., 1978). La operacidn de esta cadena respiratoria lleva a la
fosforilacidn oxidativa como fue demostrado por medidas directas
del pool de adenilato (ATP, ADP, AMP) cuya carga energética de-

crece luego de la adicidn de desacoplantes o inhibidores mitocon

driales (Boiso y Stoppani, 1972).

Se ha reportado que los cambios de provisidn de oxigeno




y la composicidn del medio, especialmente en lo relativo a los
compuestos heminicos, afectan marcadamente el crecimiento de T.
chruzd en medios de cultivo (Docampo y col., 1974). Estos cambios
se explican sobre la base de que la forma de cultivo del T. cau
z{ requiere una cadena respiratoria efectiva para su crecimien-

tos

El sistema de transporte de electrones del T. ciauz( ha
llamado la atencidn y diversos estudios se han llevado a cabo pa
ra lograr la comprensidén de la funcidn de sus citocromos. Baerns
tein y Tobie (1955), fueron ios primeros en identificar citocro
mos con fuertes bandas de absorcidn a 556-560 nm y mds débiles
bandas a 532 y 600 nm. Estas bandas fueron confirmadas espectros
copicamente por Stoppani y Boiso (1973) y por Agosin y col.,
(1976). La banda a 556-560 nm involucra al citocromo b y al Csog
mientras que la banda de 603 nm corresponde al citocromo a + aq-
El citocromo C558 es un citocromo c modificado que fue purifica
do por Hill (1972) e identificado por picos en la forma reduci-
da a 558, 525 y 421 nm. La Oxidasa (citocromo a + a3)tiene apa-
rentemente alta especificidad hacia el citocromo C558 ya que el
citocromo ¢ reducido de mamiferos no es oxidado por fragmentos
mitocondriales de T. ciauzd. Docampo y col. (1978) han demostra-
do que las membranas mitocondriales contienen 0,05 nmol oxida-

sa a -+ a3/mg proteina con un mdximo de absorcidén a 602 nm.

Agogin y col. (1976) y Rogerson y Gutteridge (1977) re-
portaron la presencia de un compuesto que une mondxido de carbo
no en I. chauzd{, que se identificd como citocromo cero. Este ci-
tocromo cero de los Kinetoplastidae podria funcionar como una o
xidasa alternativa en la respiracidn cianuro insensible (Hill vy
Anderson, 1970; Ray y Cross, 1972; Hill y Cross, 1973; Hill,
1976). Sin embargo diversos grupos de investigaroes han dudado

acerca de la existencia efectiva de este citocromo.

Las observaciones de Stoppani y col. (1980) y aquellas
presentadas por Rogerson y Gutteridge (1977) confirman la presen
cia de una cadena respiratoria mitocondrial en los epimastigotes
de T. cnuzd. Esta cadena incluye una oxidasa terminal cianuro-

sensible, citocromo Cesg ¥ especies de citocromo b.

El ciclo de los dcidos tricarboxilicos (Rogerson y Gutte
ridge, 1980) y la cadena de citocromos seria funcional en las 3

formas (Rogerson y Gutteridge, 1979) de T. chuzd. Pero a pesar




de existir esta cadena respiratoria, los niveles de algunos de
sus componentes son muy bajos y su nivel de actividad no seria
suficiente para 'reoxidar el NADH glucolitico. Este tripanosoma-
tido puede, entonces, recurrir a una variacidn del metabolismo,
difiriendo asi de la via tradicional. Se requiere en consecuen-
cia , una fermentacidn aerGbica que consiste en la fijacidn de
diéxido de carbono y produccidn y excrecidn de succinato (Bow-
man y col., 1963). Las enzimas involucradas en la fermentacidn
aerdbica y su regulacidn serian fundamentalmente la Carboxiqui-
nasa fosfoenolpiriivico (PEPCK) y la enzima MAalica (Cannata y Ca
zzulo, 1984). Desde el punto de vista fisiolégico es esencial
una estricta regulacidn concertada de la actividad de ambas en-
zimas, para evitar un reciclado fG4til del dcido dicarboxilico
de 4 carbonos producida por la Carboxiquinasa, el cual seria de
carboxilado nuevamente y vuelto al nivel de dcido monocarboxili

co de tres carbonos por la enzima malica (Cannata y col., 1980) .

Otro metabolismo particular del T. chuzd es el del pe-

roxido de hidrdgeno.

La habilidad de los organismos para prevenir la accidn
letal de los intermediarios de la reduccidn parcial del oxigeno,
depende del contenido de Superdxido dismutasa, catalasa y pero-

xidasa.

En el T. cruzd se genera H,0, por medio de enzimas mito-
condriales, microsomales Yy citosblicas; la produccidn total de
H,0, corresponde al 4% del consumo enddgeno de los epimastigotes
(Boveris y col., 1977). Los pardsitos contienen Superdxido dis-
mutasa, pero no contienen catalasa al igual que los tripanoso-
mas africanos (Fulton y col., 1956) y tampoco presentan activi=

dad de peroxidasa.

Los resultados obtenidos por Boveris y col. (1980) mﬁei
tran que sd0lo se detecta actividad de peroxidasa con ascorbato
como dador de eletrones, pero no con pirogalol, guayacol y cito
cromo ¢ reducido. E1l cianuro de potasio inhibe la actividad de

Ascorbato peroxidasa.

De manera que el T. chuzA{ es un organismo que no esta
capacitado para detoxificar H,0,; ademds de la ausencia de cata
lasa, no se encuentra actividad de Glutation peroxidasa en ex-

tractos de epimastigotes (Boveris y col., 1980). La Ascorbato

peroxidasa (Sies vy col., 1979) parece ser el finico mecanismo por
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el cual T. cruzd{ metaboliza H;0,; sin embargo la inactividad
observada con otros sustratos tipicos para peroxidasas como piro
galol, guayacol y citocromo ¢ reducido, hacen dudar del signi-

ficado fisioldégico de la enzima.

Sin embargo, a pesar de todos los esfuerzos realizados
no se ha conseguido hasta el momento el diseno de un agente te-

rapéutico adecuado para el caso de la enfermedad de Chagas.

Teniendo en cuenta que los hemoflagelados a diferencia
de sus huéspedes vertebrados no sintetizan hemo, consideramos

de interés estudiar la posibilidad de aprovechar este metabolis

mo anormal como alternativa bioquimica.




V. Crnithidia deanex

V.1l. SIMBIOSIS INTRACELULAR

El estudio de la simbiosis intracelular tiene una rele-
vancia fundamental para el entendimiento de muchos problemas bio
l6gicos, incluyendo el origen de las células eucaridticas y la
colonizacidén y sobrevivencia de los pardsitos dentro de las cé-
lulas (Margulis, 1970; Bannister, 1979). El estudio de los tripa
nosomatidos puede aportar conocimientos respecto a algunos de

estos problemas.

Este grupo de flagelados incluye especies que son para-
sitos intracelulares de diversos huéspedes (Hoare, 1972; Vicker
man, 1976; Zuckerman y Lainson, 1977) y también otras especies
que son ellas mismas huéspedes de simbiontes intracelulares. En
tre estas Gltimas, se sabe de la existencia de tres especies que
poseen endosimbiontes de tipo bacteriano: Blastocndithidia cul el
Crnithida oncopelti y Crithidia deanel (Novy y col., 1907; Newton
y Horne, 1957; Mundim y col., 1974).

V.2. ENDOSIMBIONTES

Los endosimbiontes bacterianos de B. culicdis, C. oncopel
ti y C. deaned estdn integrados con la fisiologia de la célula

huésped(Mc Ghee y Cosgrove, 1980).

Se trata de estructuras rodeadas por una doble membrana.
La membrana interna se interpreta como la membrana plasmidtica
del simbionte y la externa se interpreta como parte del sistema

de membrana de la célula huésped (Mc Ghee y Cosgrove, 1980).

Se han llevado a cabo diversos trabajos con el objeto de
evaluar la contribucidén tanto nutricional como bioquimica de los
simbiontes a las células huésped. Chang y col. (1975) como se ci
téd anteriormente, elucidaron la participacidén del simbionte en
la sintesis de compuestos heminicos por C. oncopelt( y B. cul(-
cis, asi como en el metabolismo de poliaminas (Chang y Dave,
1980). Camargo y col. estudiaron la participacidn de los simbion
tes en el metabolismo ornitina-arginina, de los tripanosomatidos

(Camargo y Freymuller, 1977; Figuereido y col., 1978; yalinari
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y Camargo, 1978; Yoshida y Camargo, 1978) y en el camino meta-
bdlico para la biosintesis de isoleucina (Alfieri y Plessmann
Camargo, 1982). En todos los casos, la presencia del endosimbion
te aumentd las capacidades biosintéticas de los huéspedes tripa

nosomatidos.

V.3. Cndlthidia deaned

Crhithidia deaned difiere de otras especies de Caithidia.
Requerimientos nutricionales tan simples como los que presenta
Crithidia deanei s6lo tienmen como paralelo en la literatura a
los de C. oncopelti. Estos dos flagelados escapan enteramente
al patrdn nutricional caracteristico de los tripanosomdtidos de

insectos cultivados hasta el presente en medio definido.

Los Unicos aminodcidos esenciales para C. deaned son me
tionina y tirosina. C. oncopeltd requiere apenas metionina (New
ton, 1956). C. deanel{ fue incapaz de crecer con metionina como

nico aminodcido adicionado al medio.

C. deaned no requiere hemina o ninguna otra porfirina.
Tampoco exigen este compuesto C. oncopelidi y los organismos que
Lwoff (1951) hace referencia como Stadigomonas parva y S. media
y que posteriormente se consideraron como Calthidia Luciliae,
variedad parva y variedad media, respectivamente (Wallace, 1966).
Sin embargo, Calthidia deanei{ presenta como ventaja sobre C,.
Lucifiae un crecimiento Sptimo dentro de un rango mias amplio de
valores de pH (5,5 a 7,0). C. deanel no requiere purina para su
crecimiento. Newton (1956) describe el requerimiento de adenina
para C. oncopelti{. En un trabajo posterior, este autor demostrd
que la purina no es necesaria cuando PABA estd presente en el me

dio (Newton, 1957).

La hipdtesis que se levanta explicando estos simples re
querimientos nutricionales de C. deanel es la presencia de endo

simbiontes.

Los estudios de microscopia electrdnica permitieron ob-
servar la existencia de estructuras en el citoplasma de C. dea-
nei{, semejantes a los corplisculos bipolares encontrados en C.

oncopelti (Newton y Hornme, 1957; Gutteridge y Macadam, 1971).
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para C. deaned. La provisidn de nutrientes por los simbiontes a
las células huésped se observd en diversos protozoarios. Asi,
la presencia de particulas lambda en Parameci{um, lo torna inde-
pendiente de una fuente exdgena de dcido félico. Cuando en Blas
tocnithidia culicis y Crithidia oncopelti, se eliminan los "di-
plosomas" y corplisculos bipolares respectivamente, por el tra-
tamiento sucesivo con cloramfenicol, pasan a exigir hemina

(Chang y Trager, 1974) para su crecimiento.

A excepcidn de pequenias diferencias estructurales, los
corplisculos bipolares de C. deaned son esencialmente idénticos
a los descriptos para C. oncopeltdi por Gutteridge y Macadam
(1971). Como resaltan estos autores, el aspecto de los corpiscu
los bipolares parece apartar la posibilidad de tratarse de un
componente celular normal o alterado, asemejidndose mds a una c@é
Tula bacteriana. La posibilidad de que los corpiisculos bipola-
res de C. deaned sean organismos semejantes a rickettsias tam-
bién se analizd, dada la similitud de los mismos con los simbion
tes de tipo rickettsia, Wolbachia spp. encontrados en las Monta
nas Rocosas (Burgdorfer y col., 1970) o con rickettsias patogé-
nicas (Anderson y col., 1965). La semejanza con rickettsias se
sugiere por la membrana externa ligeramente ondulada, que proba
blemente representa la membrana celular de este bacteroide y no
la membrana limitante de una vacuola citoplasmidtica de C. deaned.
La constante yuxtaposicidn de la membrana externa a la membrana
interna y la presencia de dos membranas, incluso en los corpls-
culos bipolares observados después de la ruptura de las células
con tergitol, refuerzan la suposicidn de que estas estructuras

sean bacteroides (Mundim, 1975).

Crithidia deanei, obviamente, provee condiciones favora
bles al endosimbionte como por ejemplo, factores de crecimiento,
medio fisico e incluso energia, como se observd con Chlamyddia
psittacd que utiliza energia de la cé&lula huésped (Weiss y Wil

son, 1969).

Las diferencias entre el requerimiento de cultivo de C.
deanei{ y otros tripanosomdtidos inferiores podrian contribuir,
entre otras cosas, al desarrollo de medios de cultivo para ri-
ckettsias y organismos semejantes.Con la {nica excepcidn de R<-
ckettsia quintana, que requiere hemina (Myers y col., 1972) nin
guna otra rickettsia u organismo similar, se pudo crecer en medio

libre de células (Weiss, 1973).
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Por otro lado, la presencia de bacterias endocitoplas-

midticas en Bodo saltans (Brooker, 1971), perteneciente a un gru

po considerado ancestral de la familia Trypanosomatidae, sugie-

re que la presencia de simbiontes en el orden Kinetoplastidae

podria considerarse como anterior a la aparicién de la familia

Trypanosomatidae.
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I. MATERIALES Y METODOS

I.1. EQUIPOS UTILIZADOS

- Centrifugas: analitica Rolco modelo CM-36.Refrigerada Sorvall

RC-5B. Ultracentrifuga Sorvall OTD 65B.

- pHmetro: Altronix

- Espectrofotdmetro: Beckman modelo DB o Metrolab RC 325 BD.

- Sonicador: Sonifier Cell Disruptor MSE modelo W 185.

(]

.2. REACTIVOS

La mayoria de los reactivos empleados se obtuvieron de

Merck, Difco o Sigma Chem. Co.

PBG, protoporfirina IX, mesoporfirina IX y deuteroporfi-

rina IX se obtuvieron de Burnham, Porphyrin Products, UTAH-USA.

DOVA se prepard de acuerdo al procedimiento descripto

por Dornermann y Senger (1980).

I.3. FUENTES ENZIMATICAS

I.3.1. Trypanosoma cruzi

I.3.1.1. Cepas empleadas

En las experiencias realizadas se emplearon tres cepas:

- Cepa Tulahuén o (Tulo): Fue suministrada por los Dres. Rober-

to Docampo y Andrés O.M. Stoppani del Centro de Investigacio-

nes Bioenergéticas (CIBIERG), Facultad de Medicina, UBA.

. Y
- Cepa Y: Fue gentilmente cedida por el Dr.F.Nery Guimaraes del
Instituto Oswaldo Cruz al Instituto de Biofisica, UFRJ, R.J.,

Brasil; donde se mantuvo durante 10 anos por crecimiento en me

dio LIT o Warren.
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- Cepa CL: Fue provista por el Departamento de Parasitologla de
la Universidad de Minas Gerais al Instituto de Biofisica de
la UFRJ, R.J., Brasil, donde se mantuvo durante 6 anos por cre

cimiento en medio LIT o Warren.

1.3.1.2. Cultivo y crecimiento de T. CrUZA

Los epimastigotes de T. cnuzd{ pueden cultivarse axénica
mente en medios liquidos bifédsicos, monofdsicos o quimicamente

definidos.

Generalmente, para el mantenimiento vy crecimiente de T.
cnuzd los laboratorios usan indistintamente uno de los siéuien—
tes medios liquidos: Warren (1960) y el medio LIT (Camargo,
1964) .

I.3.1.21. Medio LIT

El medio LIT (Liver—Infusion—Tryptose) fue inicialmente
diseiiado, en la década del 60, por el Dr. R. Yaeger de la Univer
sidad de Tulane. El primer trabajo de crecimiento de T. cauzL en
LIT corresponde a Camargo (1964) . Desde entonces, el medio LIT
ha sido de uso comin en algunos laboratorios y los cultivos de
T. crhuzd{ pueden mantenerse ininterrumpidamente en LIT durante a-

proximadamente 20 anos.

1.3.1.22. Composicidn del medio LIT

Cloruro de sodio (NacCl) 4,0 g
Cloruro de potasio (KC1) 0,4 g -
Fosfato disddico (Na,HPOy) 8,0 g
Glucosa 2;0 g
Triptosa (Difco o 0xoid) 5,0 g
Infusidén de higado (Difco) 5.8 &
Hemina (Sigma) (*) 25,0 mg
Suero (*%) 100,0 ml
Agua destilada c.s.p. 1.000,0 ml

(*) La hemina puede disolverse en trietanolamina o en hidrdéxido

de sodio, para dar soluciones stock de 50 mg/ml.

(**%) Puede usarse suero fetal bovino, bovino & de ternero.




I.3.1.23. Preparacidn del medio LIT

Después de disolver los componentes del medio en agua,
se ajusta el pH a 7,2 con HCl concentrado. El1 medio es entonces
filtrado a través de membranas EKS-Seitz, bajo presidn negativa.
Antes o después de filtrar, el medio debe calentarse durante 60

minutos a 68 °C, para inactivar el suero.

Se prefiere no agregar antibidticos al medio LIT, pero
pueden adicionarse Ampicilina (10 mg/ml) o Penicilina mds Strep
tomina (100.000 unidades y 100.000 microgramos respectivamente

por litro). :

El medio LIT filtrado e inactivado puede almacenarse du-

rante meses a - 20 °C.

I.3.1.24. Preparacidn del medio Warren

1.3.1.24 a. Preparacidn del medio Warren (para el crecimiento de

las cepas Y y CL de T. cruzd)

- Preparacidn de la solucidn acuosa de Infusidn de Cerebro-Cora-

z6n: Para la preparacidén de 1.000 ml de medio Warren de culti

vo se disuelven 37 g de infusidn de cerebro-corazdén en agua
destilada. Esta solucidén acuosa se distribuye en frascos de
Roux, en voliimenes de 90 ml y se esteriliza en autoclave a
120 °C durante 15 a 20 minutos. A cada botella de Roux, ya es-

téril, se le agregan 10 ml de suero hemoglobina (SHB).

- Preparacidén de Hemoglobina bovina: Se recoge sangre bovina sin

anticoagulante. Después de la retraccidn del codgulo, se des-

carta el suero y se lo quiebra, filtrdndolo a través de gasa.

El filtrado se centrifuga a 10.000 rpm (en centrifuga refrige

rada Sorvall RC-5BRotor SS34) durante 15 minutos y se descarta
el sobrenadante. La hemoglobina precipitada se lava dos veces

con solucidn salina de buffer fosfato (PBS). El precipitado

se resuspende en agua destilada en proporcidn 1:10.

Esta solucidn se conserva en congelador.

- Composicidn de PBS:

Cloruro de sodio 8,5 g

Fosfato didcido de potasio 2,54 ¢
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Fosfato disddico 7,24 ¢
Agua destilada c.s.p. 1.000,00 ml

Después de disolver los componentes del buffer PBS, se ajusta

el pH a 7,2.
Por cada litro de medio Warren preparado, se requieren
100.000 UI de Penicilina, las cuales son agregadas directamente

a la solucidn SHB ya esterilizada.

- Preparacidn de Suero-Hemoglobina (SHB): El procedimiento consis

te en mezclar 807% de suero (suero de ternera reinactivado a

56 °C 10 minutos - Lab. Microbioldgica Rio Janeiro) con 20% de
hemoglobina.

La solucidn de SHB se clarifica en filtro SEITZ (SEITZ-Filter
Schicten, Sorte EKS, 6 cm) con membrana clarificante. Luego se
esteriliza en filtro SEITZ con membrana esterilizante (placa
EKS-SEITZ, 6 cm). Finalmente se realiza el test de esterilidad
a 37 °C durante 48 horas. El aspecto cristalino es indicador
de pureza,en tanto que la turbidez sefiala la presencia de con-
taminacidén, siendo necesaria su verificacidénal microscopio op-

E1¢0.

I1.3.1.24 b. Medio Warren modificado (Cepa Tulahuén - Tulo, de

Thypanosoma ChrUzi)

La composicidn del mismo por cada 1.000 ml es 37 g de in
fusidn de cerebro-corazdén (Laboratorios DIFCO, Detroit, MI, USA),
20mg de hemina (tipo III, equina) disueltos en trietanolamina
(50%, v/v) y 40 ml de suero de ternera, inactivado a 56 °C y fil

trado.

1.3.1.25. Crecimiento y mantenimiento de T. chruzd

Los cultivos de T. ciauzd se crecieron en los medios 1i-
quidos complejos monofdsicos de LIT (Camargo, 1964) y Warren
(Warren, 1960) a 26-28 °C, en semianaerobiosis y oscuridad. Se
emplearon botellas de Roux, conteniendo entre 50 y 100 ml de me
dio previamente esterilizado en un autoclave apropiada durante

20 minutos.




Se usaron epimastigotes de la fase log o cultivos del
comienzo del plateau para sembrar nuevos cultivos. La concentra
cidn inical de cultivos fue de aproximadamente 2-5 x 106 flage-
lados/ml. E1 tiempo de generacidn media es alrededor de 24 ho-
ras. A la semana, los cultivos alcanzaron 5-10 x lO7 células/ml.
Para mejores rendimientos es aconsejable la agitacidn, aunque

una agitacidn violenta es siempre dafiina.

Luego de un determinado niimero de dias después de 1la i

noculacidn (5 a 7), las células se cosechan y lavan con cloruro

de sodio (0,15 M).

El niimero de células (cepas Y y CL) se contd en cadmara
de Neubauer y/o en contadores de células electrdnicos, después
de la dilucidn de las muestras en formol conteniendo solucidn
salina (1%, v/v). La concentracidén final de epimastigotes de la
cepa Tulo se estimd midiendo la absorbancia de las suspensiones
a 670 nm, previa obtencidn de una curva de calibracidén con sus
pensiones de epimastigotes de concentracidn conocida por recuen
to en cdmara cuentagldbulos. Con este método se encontrd una re
lacidn lineal entre los valores de absorbancia y de concentracio

nes celulares (Docampo y col., 1978).

Los stocks de T. chuzd{ son mantenidos por repiques sema

nales en tubos de ensayo.

- Repique: El repique o inoculacidn es el pasaje de un cultivo
de T. cnuzd, exento de contaminacidn para el medio LIT o Wa-
rren. Este procedimiento se realizd al 7° dia con cultivos de
T. cruzd crecidos a 28 °C. La proporcidn es de 10 a 207% de i-
ndculo; o sea se agregan 10 a 20 ml de T. ciauzf a cada botella

de Roux conteniendo 90 ml de medio.

- Curva de crecimiento: La curva de crecimiento tiene como obje

tivo verificar en la prdctica las fases del crecimiento del mi
croorganismo a través del conteo del nlimero de células duran-

te intervalos de tiempos iguales.

- Procedimiento para la preparacidn del inbGculo: Antes de realil

zar el conteo del niimero de células presentes en los frascos
de Roux, conteniendo T. ciuzdi de 7 dias, se hace un examen mi
croscépico para verificar la ausencia de contaminacidn y al mis

mo tiempo evaluar el factor de dilucidén necesario para el con
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teo y laviabilidad de las c&lulas. Si el examen fue positivo,

se procede al conteo del nimero de c&lulas haciendo una dilu-

cidén 1:100 con PBS, en tubos de ensayo, a los efectos de no

contaminar la botella de Roux. Finalmente se agrega el volumen

de indculo que es necesario adicionar al medio para tener una

concentracidon de lO5 células/ml.

Todas estas operaciones se llevan a cabo dentro de la cdmara

aséptica de flujo laminar, siendo el T. ciuzd{ manipulado con

todas las técnicas y precauciones posibles a fin de evitar cual

quier tipo de contaminacidn.

Curva de crecimiento (Ejemplo: en Medio Warren). Etapas:

1)

2)

3)

4)

5)

Se prepara la solucidn de infusidn de cerebro-corazdn, se

esteriliza y conserva en camara fria.

Preparacidn y esterilizacidon del suero-hemoglobina, a tra-

vés de la membrana esterilizante y del filtro SEITZ.

Preparacidn del medio Warren en la cdmara aséptica y colo-
cacidn en la estufa para el test de esterilidad durante 48

horas a 37 °C.

Pasaje del medio Warren a tubos de ensayo con tapa, dentro
de cdmara aséptica. Colocarlos en la estufa pro-esterilidad

durante 48 horas a 37 °C.

Se realiza el pasaje de un cultivo de microorganismos para
el medio Warren en los tubos en la proporcidn de 10 a 157%.
Antes de este pasaje se determina la concentracidén de micro
organismos (nlimero de células/ml) a través de un examen mi-
croscdpico. Inmediatamente se hace una dilucidn de las cé&lu
las con PBS en la proporcidn 1:10 & 1:100 segln la evalua-
cidén visual de la concentracidn de células y se realiza el
conteo de las mismas en una cdmara de Neubauer. Se determi

na el nimero de células/ml.

Observaciones: Es imperativo realizar un examen al microsco
pio de cardcter cuali y cuantitativo de todo cultivo de T.

cruzdi, antes del repique del mismo para el medio nutritivo.
Este examen determinard la existencia de contaminacidn por

otros microorganismos que invalidarian los resultados expe

rimentales.
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obtiene el indculo de concentracidn correspondiente a 10

células/ml.

I.3.1.3. Extraccidn de la proteina enzimidtica

I.3.1.31. Preparacidon del homogenato

Al precipitado lavado de epimastigotes se le agregd per
las de vidrio (5 g/g células, peso himedo) y se molid en un mor
tero durante 5 minutos, a 4 °C. Este procedimiento resulta en
la completa ruptura de las células como se reveld por microsco-
pia de contraste de fase (Docampo y Stoppani, 1979). El homogena
to se suspendid en buffer Tris-HCl 0,05 M pH 7,4 o eventualmente
en buffer fosfato 0,05 M seglin los requerimientos de las activi-
dades enzimdticas a determinar. La mayor parte de las perlas de
vidrio se separd por decantacidn y la suspensidn se centrifugd
a 580 x g durante 10 minutos. Se descartd el precipitado (frac
cidn nuclear-flagelar) y se conservd el sobrenadante para la de
terminacidn de precursores, porfirinas, hemo y actividades enzi

maticas.

I.3.1.32. Fraccionamiento subcelular

En algunas experiencias, segilin se indique el homogenato
obtenido por el procedimiento descripto en I.3.1.31. se sometid

a centrifugacidon diferencial.

Las fracciones obtenidas fueron: a) fraccidén nuclear-fla
gelar, sedimentada a 580 x g durante 10 minutos; b) fraccidn mi-
tocondrial, sedimentada a 30.000 x g durante 20 minutos; ¢) frae
cidén microsomal, sedimentada a 105.000 x g durante 60 minutos vy
d) fraccidn sobrenadante. Las fracciones subcelulares a) y b)
fueron lavadas con buffer fosfato de potasio 0,05 M pH 7,8, saca
rosa 0,25 M y la fraccidn c¢) se lavdé con buffer Tris-HCl1l 0,05 M

pH 7,4; cloruro de potasio 0,15 M.
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I1.3.2. Chithidia deanex

I.3.2.1. Cepas empleadas

Crithidia deanei, ATCC 30255, fue aislada del insecto Z.
" ,
Leucogramus por Galvao y col.(1970) y presenta como caracteristi

ca un endosimbionte, posiblemente de origen bacteriano.

La muestra aposimbidtica se obtuvo artificialmente, me-
diante el empleo de altas dosis de cloramfenicol (Mundim y Roit

man, 1977).

I.3.2.2., Cultivo y crecimiento del tejido

I.3.2.21. Mantenimiento del tejido

Crnithidia deaned (conteniendo endosimbionte) se mantuvo
en un medio quimicamente definido (Roitman y col., 1972), sin

hemina.

La cepa aposimbidtica requirid nicotinamida (3 mgZ%Z) y he
mina (1 ug%), los cuales fueron agregados al mismo medio defini-

do (Mundim y Roitman, 1977).

El medio en alicuotas de 5,0 ml se distribuyd en tubos
de rosca de 18 x 150 mm y se autoclavd a 120 °C, durante 20 minu
tos. Después del crecimiento a 28 °C durante 48 horas, los culti
vos sembrados se guardaron en heladera. Las muestras se repica-

ron semanalmente.

I1.3.2.22. Obtencidn de la masa de células

Para los experimentos, las células se crecieron en fras
cos de 3 litros conteniendo 1,5 litros del medio definido cita-
do en I.3.3.21. E1 medio se autoclavé a 120 °C durante 20 minu-
tos. E1 indculo consistid de 30 ml de cultivos de 48 horas; se
inocularon alrededor de 6 x 107 células /ml por frasco. La incu

bacidn se llevd a cabo en reposo, a 28 °C, durante 48 horas.

Después del crecimiento las células se recogieron por
centrifugacidn a 2.000 x g durante 10 minutos y se lavaron 2 ve
ces con buffer Tris-HCl 25 mM, sacarosa 250 mM, cloruro de pota

sio 5 mM, pH 7,0, en frio.




I.3.2.23.Conteo de los microorganismos

El conteo de los microorganismos se realizd mediante el
empleo de una c@mara hematocitométrica de Neubauer (Neubauer

Improved Chamber).

I.3.2.3. Extraccién de la proteina enzimdtica

Al precipitado dé células lavado,obtenido segiin el pro-
cedimiento descripto en I1.3.3.22, se le agregd perlas de vidrio
(5 g/g células, peso hiimedo) y la mezcla se molid en mortero du
rante 5 minutos a 4 °C. Este procedimiento resultd en la comple-
ta ruptura de las células, como se reveld por microscopia de con
traste de fase. La mayor parte de las perlas de vidrio se separd
por decantacidn. Las c&lulas rotas se resuspendieron en buffer
Tris-HCl (25-50 mM) o en buffer fosfato (25-50 mM), aproximada-
mente 10 ml/g células (peso himedo) a los pH's indicados, depen
diendo de la enzima bajo estudio. La suspensidn se centrifugd a
580 x g durante 10 minutos; el precipitado se descartd y el so-
brenadante se empled para medir actividades enzimdticas y conte

nido de precursores, porfirinas y hemo libre.

I.4. DETERMINACION DE LOS PRECURSORES ALA Y PBG

1,6 ml del sobrenadante de la centrifugacidn a 580 x g
del homogenato, se desproteinizd por el agregado de 0,16 ml de
TCA 50%. Se agitd vigorosamente y el precipitado proteico fue
separado por centrifugacidn a baja velocidad. En el sobrenadante
se determind la presencia de ALA y PBG, por el método de Mauze-

rall y Granick (1956).

I.5. DETERMINACION DE PORFIRINAS

I.5.1. Libres

9 g de epimastigotes de T. cruzd (peso himedo), fueron

tratados con 90 ml de una mezcla acetatode etilo:dcido acético

| ! |
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te 15 minutos a baja velocidad y el extracto organico se lavd

4 veces con porciones de 25 ml de agua cada vez, para eliminar

el 3cido. Se controld la existencia de fluorescencia. La fase a

cetato de etilo se expuso a la luz durante 15 minutos; se extra

jo con pequeflos volimenes de HCl 10% (Rimington, 1960) y se le-

yeron las absorbancias a 380 y 430 nm, y la absorbancia mdxima,

calculdndose el contenido total de porfirinas, empleando la for

mula corregida de Rimington y Sveinsson (1950).

El esquema descripto se ilustraen la Figura I1.1.

Precipitado lavado
de T. cruz4

1)
2)

3)

Acetato de Etilo/Acético glacial (3:1)

Agitacidn intermitente, 3 horas, oscu
ridad, 4 °C.

Centrifugacidn

r

Precipitado

(se descarta)

1

Sobrenadante

Lavados con agua destilada

f —
Extracto Extracto acetato
acuoso de etilo

(se descarta)

Exposicidn a la
luz (5 minutos)

Agregar pequenos
volimentes HC1l 107%

| W s
Fraccion Fraccion HC1
aGgtato (PORFIRINAS)

de etilo

Figura I.l.: Esquema de extraccidn de porfirinas

I1.5.2. Esterificadas

F1 extracto clorhidrico se evapord en un evaporador Fis
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te metanol:dacido sulfdrico (9:1, v/v). Se extrajo con clorofor-
mo, se agregd un pequeflo volumen de cloruro de sodio 7% para rom
per la emulsidn y se determind la cantidad de porfirinas presen
tes en el extracto clorofdrmico espectrofotométricamente como en
el caso descripto para las porfirinas libres. Se calculd el por

centaje de recuperacidn segin:

, "y Porfirinas esterificadas
% Recuperacidn: x 100

Porfirinas libres

Posteriormente la solucidén clorofdérmica en la cual se mi
dieron las porfirinas esterificadas totales se llevaron a seque
dad en bafio maria; el residuo se disolvid en un pequefio volumen
de cloroformo y se sembrd en una placa de silica gel G de 0,25
cm de espesor. Las placas se secaron 1 hora a 100-105 °C y se
mantuvieron,en un recipiente cerrado,sobre cloruro de calcio y
dcido sulfidrico hasta su uso. Se sembraron ademds testigos de

Proto IX, Copro III, Isocopro, Penta, Hexa, Firia y uroporfiri-

nas.

Se empled una cromatografia de tipo ascendente a tempera
tura ambiente que requiere dos desarrollos en el mismo sentido en

dos cubas independientes.

El solvente para saturar las cubas se coloca por lo me-

nos una hora antes.

En la primer corrida se emplea como solvente benceno:me
tiletilcetona (80:6, v/v). Se corre con este solvente hasta un
tercio de la placa. La placa se retira de la primer cuba y se se
ca en corriente de aire tibio. El1 solvente de desarrollo de la
segunda corrida es benceno:acetato de etilo:metanol;éter de pe-
trdleo (rango de ebullicidn 60-65 °C) en la proporcidn 50:1:2:6
(v/v/v/v). Se deja correr durante 90 minutos, luego se seca en

corriente de aire tibio.

En todos los casos la posicidén de las manchas se determi
na por su fluorescencia bajo la luz UV y se las identifica por

comparacidn con los testigos correspondientes.




I.6. DETERMINACION DE HEMO-LIBRE

Se obtuvo una curva de calibracidn siguiendo el procedi
miento descripto por Porra y Jones (1963). La hemina se midid

por el mismo procedimiento en el sobrenadante de 580 x g.

I.7. DETERMINACION DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS

I.7.1. Suc.CoA-S

Se empled el método descripto por Wider y Tigier (1970)
ligeramente modificado. La mezcla de incubacidén contenfia buffer
Tris-HC1 25 mM pH 7,4; GSH 3 mM; ATP 5 mM; succinato de sodio
50 mM; hidroxilamina 0,48 M; cloruro de magnesio 13 mM y CoA
0,1 mM. La reaccidn se inicid por el agregado de la solucidn en
zimdtica incubdndose 60 minutos a 37 °C y se detuvo por el agre
gado de la siguiente mezcla desproteinizante: TCA 25%, HCl 3 N,
cloruro férrico 5%, en una relacidn de volimenes 1l:1:1; se cen-
trifugd la proteina precipitada y se determind el succinil hidro
xamato férrico formado leyendo la densidad Optica de la solucidn
a 540 nm, segin el método descripto por Kaufman y Alivisatos
(1955). La cantidad de succinil-hidroxamato formado, se obtuvo

de una curva de calibracidn realizada previamente.

Unidad enzimdtica: se define como la cantidad de enzima
que cataliza la formacidn de 1 nmol de succinil-hidroxamato por

hora, bajo las condiciones standard descriptas.

Actividad especifica: se expresd como unidades de activi

dad por mg de proteina (UA/mg prot).

I.7.2. ALA-S

Se empled el método de Wider y col. (1971), ligeramente
modificado. E1 sistema de incubacidn contenia buffer Tris-HCl
25 mM pH 7,4; succinato de sodio 50 mM; glicina 50 mM; cloruro
de magnesio 13 mM; CoA 0,1 mM; fosfato de piridoxal 4 mM; GSH
3 mM; EDTA 2 mM; Succinil CoA sintetasa (500 unidades) y la so-
lucidn enzimidtica,en un volumen final de 1 ml. El contenido to-
tal del tubo se incubd durante 60 minutos a 37 °C. La reaccidn

se detuvo por el agregado de 1 ml de TCA 10%. E1 ALA formado se




determind por el método de Mauzerall y Granick (1956) y el cro
méforo Ehrlich se mididé a 553 nm. Es importante destacar que pa

ra medir esta enzima se generd succinil CoA An ALtu.

Unidad enzimatica: se define como la cantidad de enzima
que cataliza la formacidn de 1 nmol de ALA por hora, bajo las

condiciones standards descriptas.

Actividad especifica: se expresd como unidades de activi

dad por mg de proteina (UA/mg prot.).

I.7.3. DOVA-T

El sistema de ensayo utilizado para medir la formacidn
de ALA contenia DOVA 5 mM, L-Alanina 20 mM, fosfato sddico 100
mM pH 7,5 y la solucidn enzimatica, en un volumen final de 1
ml. Se llevd a cabo la incubacidén a 37 °C, a la luz y en anaero
biosis. Se detuvo la reaccidn por el agregado de 1 ml de TCA
10%. E1 ALA se convirtié en 2-metil-3-carbetoxi-4(3-acido propid
nico) pirrol), mediante el método de Mauzerall y Granick (1956),
y el cromdforo Ehrlich fue medido a 553 nm. Se determind también
el DOVA remanente por el método descripto por Milligan y Baldwin

(1967) .

Unidad enzimdtica: se define como la cantidad de enzima

que cataliza la formacidn de 1 nmol de ALA por hora a 37 °C.

Actividad especifica: se expresa en forma de unidades

de actividad por mg de proteina (UA/mg prot.).

I.7.4. ALA-D

a) Las incubaciones se llevaron a cabo en tubos de Thunberg en
anaerobiosis y a 37 °C. Se colocd la solucidén enzimdtica jun
to con el buffer Tris-HCl 0,05 M pH 7,4 y cisteina 10 mM. Es
te sistema se preincubd 30 minutos para activar la enzima vy
al cabo de ese tiempo, se dejd caer 0,1 ml de ALA 0,5 M desde
el tubo lateral, a pH 7,4. La incubacidn se prosiguidé por una
hora con agitacidn mecdnica a 80-90 oscilaciones por minuto.
Después de la incubacidn se detuvo la reaccidn por el agrega
do de 0,15 ml de solucidn saturada de sulfato de cobre. Se a

gitd vigorosamente el tubo y el precipitado proteico se sepa
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r6 por centrifugacidn. E1 PBG formado se midid en el sobre-

nadante por el método de Moore y Labbe (1964).

b) Se procedid de igual forma que en a), con la salvedad que al
medio de incubacidn se le anadid sulfato de cinc (1,08 mM)

(Brocklehurst y col., 1980) .

Unidad enzimdtica: Se define como la cantidad de enzima
que cataliza la formacidn de 1 nmol de PBG por hora bajo las con

diciones standards descriptas.

Actividad especifica: se expresa en forma de unidades de

actividad por mg de proteina (UA/mg prot).

I.7.5. PBG-asa

Se siguid el método de Batlle y col. (1978) modificado.
El sistema de incubacidén contenia 2 ml de 1la preparacidn enzimi
tica (8,95 mg/ml), buffer Tris-HCl 46 mM pH 7,4 y 60 pg de PBG
(en 0,15 ml de buffer) en un volumen final de 2,7 ml, a pH 7,4.
Las incubaciones se realizaron en anaerobiosis en tubos de Thun
berg, en oscuridad, con agitacién mecadnica continua a 37 °C, du-
rante 2 y 4 horas. Luego de la incubacidn se detuvo la reaccidn
por el agregado de 0,3 ml de TCA 50%, para alcanzar una concentra
cidn final de 5% (p/v). Posteriormente se expuso la mezcla a la
luz durante 20 minutos, para oxidar los porfirindgenos a porfiri
nas. Se separd el precipitado proteico por centrifugacidn y se
determind en los sobrenadantes las porfirinas totales formadas
y la cantidad de PBG remanente. La cantidad total de porfirinas
formadas por los incubados se determind espectrofotométricamente
en la solucidn 4dcida (Rimington,1960), empleando la fdérmula co-
rregida de Rimington y Sveinsson (1950). Para la determinacidn
del PBG se siguid el método de Moore y Labbe (1964). En todos
los casos, para los cdlculos se restaron los valores de porfiri-

nas formadas y PBG consumido de los blancos correspondientes.

- Deaminasa: El sistema de incubacidn empleado fue el descripto

para PBG-asa, empleando como temperatura de incubacidn 45 °C.

Unidad enzimdtica: se expresd coma funcidén del producto
formado o del sustrato consumido; o sea nmol de porfirinas forma
das o pg de PBG consumido a los tiempos y temperaturas de incuba

cidn indicados.




Actividad especifica: se expresd como unidades de activi

dad por mg de proteina (UA/mg prot.).

1.7.6. Hemo-S

Se siguid el método de Porra y Jones (1963), con algunas

modificaciones segiin el organismo empleado.

- Thypanosoma chuzdl: La mezcla de incubacidn contenia: porfirina

(37, 35 6 32 uM, segiln se emplease proto-, meso- o deuteropor-
firina,respectivamente); sulfato ferroso 0,1 mM y buffer fosfa
to de potasio 0,05 M pH 7,2; 7,5 u 8,0 (segilin se midiese forma
cidon de proto-, meso- o deuterohemo, respectivamente), en

un volumen final de 4,2 ml. El sistema se preincubd 30 minutos
a 37 °C, en anaerobiosis en tubos de Thunberg, oscuridad y con
agitacidn mecdnica continua. La reaccidn se inicid por el agre
gado de la solucidn enzimdtica desde la cabeza del tubo. Se de
tuvo la reaccidn abriendo el tubo de Thunberg y agregando 1 ml
de piridina y 0,5 ml de hidrdxido de sodio 1 N y 1 ml de agua
destilada. La mezcla fue dividida en partes iguales entre 2 cu
betas agregandosele a una de ellas, 2 mg de ditionito de sodio,
agente reductor, y a la otra, 50 pl de ferricianuro de potasio
3 mM, agente oxidante. Se registrd la diferencia espectral del
piridin hemocromdgeno reducido y oxidado. E1 hemo formado se

calculd usando la ecuacidn de Porra y Jones (1963).

Determinacidn del efecto de metales: Las diversas sales metdli

cas indicadas, se agregaron desde la cabeza del tubo de Thunberg
inmediatamente después del periodo de incubacidn.
Se considerd como valor control, al registrado sin agregado de

sulfato ferroso.

- Cnithidia deaned: Se siguid la misma metodologia que la descrip

ta para T. cauzd, con algunas variaciones. El sobrenadante de
580 x g en buffer fosfato de potasio 0,05 M pH 8,0 se preincu-
bd 30 minutos a 37 °C, en anaerobiosis,en tubos de Thunberg
con el sustrato porfirina (protoporfirina IX 37 uM, mesoporfi-
rina IX 35 uM, deuteroporfirina IX 32 uM). La reaccidn se i-
nicid por el agregado de ditiotreitol 40 umol y sulfato ferroso

400 umol desde la cabeza del tubo de Tunberg. La mezcla de in
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L.

cubacidn (volumen final 4,2 ml) se incubd durante 1 hora, con
agitacidén. La reaccidn se detuvo por el agregado de 1 ml de
piridina; 0,5 ml de hidréxido de sodio 1 N y 1 ml de iodoace-
tamida. La diferencia espectral del piridinhemocromdgeno redu

cido y oxidado se registrd en la forma descripta previamente.

8. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION PROTEICA

Se empled la técnica de Lowry y col. (1951) modificada

mediante el agregado de dodecilsulfato de sodio (SDS) al 2%.
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I. BIOSINTESIS DE HEMO EN T. chruzd

I.1. CEPA TULAHUEN

Como se anticipara, muy poco se conoce sobre la capaci-
dad enzimatica real de estos organismos para formar sus compues-—
tos esenciales del hemo. Hasta el presente excepto los datos de
actividad de Deaminasa, negativa, en Taypanosoma conorhind y
Ledshmania tarentolae (Chang y col., 1975) y muy baja en Le(sh-
mania mexLcana amazonenz4d (Chang y Chang, 1985) asi como la Gni
ca medicidén de ALA-D en este Gltimo pardsito (Chang y Chang,
1985), no existe ninguna otra evidencia experimental referente a
los niveles de actividad de las enzimas involucradas en el cami-

no de las porfirinas.

Se decidid entonces iniciar un amplio estudio sobre la
biosintesis de tetrapirroles en estos hemoflagelados, para lo

cual se selecciond como organismo la forma epimastigote de Tay-

panosoma cruzdi.

La Figura I.1. muestra los resultados de las medidas de
actividad de varias de las enzimas del camino del hemo en epimas
tigotes de la cepa Tulahuén de T. chuzd, crecidos en medio Warren.
Se observa claramente el alto nivel de actividad de Suc.CoA-S,
que estaria de acuerdo con la gran liberacidn de succinato al me
dio por parte de los hemoflagelados (Bowman y col., 1963), sien-

do en consecuencia esta enzima no limitante.

Como ya menciondramos, se sabe que en una misma célula
pueden coexistir dos rutas para la formacidén de ALA,una cataliza
da por ALA-S y la otra por DOVA-T. Vemos que en T. Chuz{, consi
derando la actividad como una funcidn de ALA formado, ambas enzi
mas presentan aunque bajos, iguales niveles de actividad. Cuan-
do la actividad de DOVA-T se expresd en base a la cantidad de
DOVA consumido, la actividad especifica relativa fue 8 veces ma-
yor; sin embargo, se sabe que el DOVA puede metabolizarse por va
rias rutas, por lo cual, en este caso sb6lo es relevante tener en

cuenta la cantidad convertida en ALA.

Alin bajo d8ptimas condiciones el nivel de ALA-D, medida
+
en presencia del activador an (Brocklehurst y col., 1980), fue

despreciable.

De los resultados surge la completa ausencia o inactiva-

cidén de la PBG-asa y Deaminasa, cuando la velocidad se expresa en

i
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funcidn de las porfirinas formadas. En tanto que si bien bajo,

existiria un cierto consumo de PBG.

La total funcionalidad de la Hemo-S se observa ya sea se
emplee mesoporfirina o protoporfirina como sustrato. La formacidn

de mesohemo es mayor que la de protohemo.

La FiguraI.2muestra el contenido de ALA, PBG, porfirinas
y hemo de los epimastigotes de la cepa Tulahuén de T. cruz{i, cre
cidos en medio Warren. Los niveles de ALA Yy PBG aunque detecta-
bles fueron muy bajos, indicando una capacidad bastante limitada
para sintetizar estos precursores del camino del hemo. El conte-
nido de porfirinas libres fue mucho mds bajo alin: se encontrd
por cromatografia de capa delgada una débil mancha con un valor
de Rf cercano al de la protoporfirina IX (0,95); se visualizaron
ademds algunos indicios que sugeririan la presencia de copropor-
firina, aunque estos resultados no fueron concluyentes; y también
se observaron probablemente porfirinas no esterificadas que per-

manecieron en la linea de base.

Teniendo en cuenta que T. ciuzd se cultivd en un medio
conteniendo hemina, es muy probable que la cantidad de porfirinas

detectadas represente aquellas adsorbidas por las células.

No se detectd hemo libre.

I.2. INFLUENCIA DE LA CEPA

- Medio LIT

La Figura I.3muestra los resultados de las medidas de ac-
tividad de varias de las enzimas del hemo, para las cepas Y y 13 P

crecidas en medio LIT.

No se observan marcadas diferencias en la actividad de

Suc.CoA-S de los pardsitos de las cepas Y y CL, crecidos en medio

LIT.

La actividad de ALA-S es aproximadamente 2 veces mads al-
ta en los pardsitos de la cepa Y que en los de la cepa CL. Sin
embargo esta diferencia no se mantiene al analizar la otra ruta
de sintesis de ALA, via DOVA-T. En este caso la actividad de
DOVA-T, es practicamente igual a la de ALA-S, para los parasitos

de la cepa Y, en tanto que para los de la cepa CL la enzima

DOVA-T parecerla mas activa.
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Figura I.1l.: Actividades especificas de varias enzimas involucradas en el camino del hemo en Trypancsoma cruzi (Cepa Tula
huén).

Las condiciones experimentzales son las descriptas en Materiales y Métodos.Los valores de actividad especifica
Se expresan como nzoles de producto formado o de sustrato consumido/mg proteira. (1): A: DOVA formado, B:
DOVA consumido. (2): en ausencia (A) o en presencia (B) de znl+ en el medio de incubacida. (3) y (4): A: por

firinas formadas, (B): PBG consumido. (5): A: mesohemo formado, B: protohemo formado. n.d.: no detectables
(< 1.0 x 10-2 nmol/mg proteina).
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Figura I.2.: ALA, PBG, porfirinas y conteni-
do de hemo en T. chuzd (Cepa Tu
lahuén). ™
Las condiciones experimentales
son las indicadas en Materiales
y Métodos.

Porf: porfirinas libres.
n.d.: niveles no detectables
(€ 133 = 10-3 nmol/mg prot.)

No se pudo detectar actividad de ALA-D, PBG-asa ni Deami

nasa en ninguna de las dos cepas desarrolladas en el medio LIT.

Los resultados del ensayo de Hemo-S indican que en ambas
cepas (Y y CL), la mayor actividad se registrd mediante el empleo
de mesoporfirina como sustrato y en este caso, la preparacidn
proveniente de la cepa CL fue la mds activa de todas y el doble
que la de la cepa Y. En cuanto a la sintesis de protohemo, la ce
pa CL nuevamente resultd la de mayor actividad. Por dltimo usan

do deuteroporfirina como sustrato, se registraron actividades ba

jas para ambas cepas, s6lo ligeramente superior en la Y.

La Figural.4 muestra losresultados del andlisis del conte

nido de ALA, PBG, porfirinas y hemo, en las cepas Y y CL de T

chuzd crecidas en medio LIT.

Cuando los epimastigotes se desarrollan en medio LIT, so

lamente se detectd ALA en los pertenecientes a la cepa CL.
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Influencia de la cepa de T. cruzi, sobre las actividades enzimdticas
de la biosintesis del hemo, para par3dsitos crecidos en medio LIT.

Se emplearon epimastigotes de las cepa Y ( ”H ) ¥ €L ¢ ). Los va
lores de actividad especifica se expresan como nmol producto formado
o de sustrato consumido/mg prot. (1): ausencia (A) o presencia (B) de
zn2t en la mezclade incubacidn. (2) y (3): A: porfirinas formadas, B:

PBG consumido. (4): A: mesohemo, B: protohemo y D: deuterohemo formado.
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Figura I.4.: Contenido de ALA, PBG, porfirinas
(porf.) y hemo en pardsitos de las
cepas CL ( [] ) e Y (\mn ), creci-
dos en medio LIT.

Las condiciones experimentales son
las descriptas en Materiales y Mé-
todos. n.d: indica niveles no detec
tables. Los valores tabulados exprg
san nmol/mg prot.

En la cepa CL se detecta mayor contenido de PBG que

la cepa Y y en ninguna de ellas se pudieron medir porfirinas

hemo.

Medio Warren

La Figura I1.5. muestra los resultados de las medidas

en

ni

de




actividad de varias de las enzimas del hemo, para las cepas Y vy

CL, crecidas en medio Warren.

El crecimiento de los pardsitos en el medio Warren, per
mite detectar una marcada diferencia en la actividad de la enzi-
ma Suc.CoA-S segin la cepa. Se observa que la actividad de esta
enzima es 8 veces mads alta en los organismos de la cepa CL que

en aquellos que pertenecen a la cepa Y.

La actividad de ALA-S fue también ligeramente mas alta
para los parasitos de la cepa CL. Sin embargo no se detectd en
los mismos actividad de la enzima DOVA-T. En el caso de la cepa

Y, ambas rutas de biosintesis de ALA serian igualmente activas.

Los resultados de medida de actividad de ALA-D mostrarian
que esta enzima esta ausente, carece de actividad o es practica-
mente inactiva tanto en la cepa Y como en la CL cultivadas en me
dio Warren. Sin embargo, el agregado de Zn2+ puso de manifiesto
la baja pero cierta actividad en los preparados provenientes de
ambas cepas. '

No hubo actividad de PBG-asa ni de Deaminasa, medida en
base a la formacidn de porfirinas en ninguna de las cepas. Sin
embargo, hubo consumo de PBG, por la preparacidon obtenida de la
cepa CL.

La formacidn enzimdtica de meso-, proto- o deuterohemo,

fue en todos los casos mads alta para los parasitos de la cepa CL,

y la mayor de todas se obtuvo empleando mesoporfirina como sus-

trato.

Vemos en la Figura I.6. que cuando los pardsitos se cre-

cieron en medio Warren, el contenido de ALA de los organismos
de la cepa CL fue aproximadamente 6 veces el de la cepa Y. Con
respecto al PBG, no se observa una diferencia tan marcada en fun

cién de la cepa, aunque es ligeramente mayor el valor detectado
para la cepa Y.
En ninguna de las cepas Y o CL se detectaron porfirinas

libres ni hemo.
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Figura T.5.:
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Influencia de la cepa de T. cruz4, sobre las actividades en
zimdticas de la biosintesis del hemo, para pardsitos creci-
dos en medio Warren.

Se emplearon epimastigoes de las cepas Y ( [3 Y ¥ CL ¥« mm o

o

Los valores de actividad especifica se expresan como nmol pro

ducto formado o de sustrato consumido/mg prot. (1): ausencia
(A) o presencia (B) de zn2* en la mezcla de incubacidn,

(2) y (3): A: porfirinas formadas, B: PBG consumido. (4): A:
mesohemo, B: protohemo y D: deuterohemo formado.




MEDIU WARREN
: CEPA CL CEPA Y
*; 10 p= ALA 12,31 2,10
o PaG 3,47 4,35
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(=]
S
~ 5 f
o
g
(=]
0 i
ALA PBG Potf. Hemo

Figura I.6.: Contenido de ALA, PBG, porfirinas
(porf.) y hemo en epimastigotes de
las cepas Y ( |m ) vy CL ( ) de T.
chuzL, crecidos en medio Warren.
Las condiciones experimentales son
las descriptas en Materiales y Méto
dos. n.d.: niveles no detectables.
Los valores tabulados expresan
nmol/mg prot.

I.3. INFLUENCIA DEL MEDIO DE CULTIVO

- Cepa CL

La Figura I.7. muestra los resultados de la medida de ac

tividad de varias de las enzimas del camino del hemo en pardsitos

de la cepa CL de T. chuzi, crecidos en medio LIT o Warren.

La actividad de Suc.CoA-S es alta y el medio de cultivo

pareciera ejercer poca influencia sobre la misma.

Tampoco existe una grandiferencia en cuanto a la activi-
dad de ALA-S, aunque es ligeramente superior en los organismos
crecidos en medio Warren que en aquellos crecidos en medio LIT.
Sin embargo, se registra un cambio marcado al analizar la otra
ruta posible de formacidén de ALA, a partir de DOVA por accidn de
la DOVA-T. Solamente se observa actividad de DOVA-T en pardsitos

de la cepa CL, crecidos en medio LIT.

No se pudo medir ALA-D en ninguno de los dos medios em-

pleados para el crecimiento de la cepa CL. Sin embargo, el agre-
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gado de Zn a la preparacidn obtenida del pardsito crecido en

medio Warren, permitid detectar esta enzima.

LerA Ll
ENZIMAS ML LU 1010
Lt WARREN
Suc. CoA-S T, io 82,86
ALA-S 2,28 3,02
DOVA-T a,Nn n.d.
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i) nod, 5,70
PBGasu(Z) & [ ;‘.d.
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Figura I.7.: Influencia del medio de cultivo sobre las activida-
des enzimidticas de la biosintesis del hemo en T.
chuzd, cepa CL.

Los valores de actividad especifica se expresan co-
mo nmol producto formado o de sustrato consumido/mg
prot. (1) En ausencia (A) o presencia (B) de Zn2+,
en el medio de incubacidn. (2) y (3): A: porfirinas
formadas, B: PBG consumido. (4): A: mesohemo, B: pro
tohemo y C: deuterohemo formado . n.d.: no-se detec
t5 actividad enzimidtica. Los epimastigotes de T. __
cruzd se cultivaron en medio LIT (i) o warren (l_])
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Tampoco fueron mensurables la PBG-asa y la Deaminasa,no
por lo menos con la sensibilidad de los métodos empleados, en
ninguno de los dos medios de cultivo, cuando la actividad se ex
presd como funcidn de la cantidad de porfirinas formadas. Si se
considera la velocidad de reaccidn en base a la cantidad de PBG

consumido, solamente se la pudo medir en los pardsitos de la ce

pa CL crecidos en medio Warren.

La actividad de Hemo-S expresada como mesohemo formado,
es mas alta para la cepa CL crecida én medio Warren que en medio
LIT. Sin embargo cuando se expresa como protohemo formado, es

dos veces mas alta en los pardsitos cultivados en medio LIT.

Con respecto a la formacidon de deuterohemo, nuevamente
es mucho mayor (6 veces) para los extractos de pardsitos desa-

rrollados en medio Warren.

La Figura 1.8. muestra la influencia del medio de culti-

vo sobre le contenido de ALA, PBG, porfirinas y hemo. Cuando los
pardsitos crecen en medio Warren, el contenido de ALA, es aproxi
madamente 10 veces mayor que en aquellos cultivados en medio LIT.
El contenido de PBG, sin embargo, es ligeramente mayor en los pa
rdsitos crecidos en medio LIT. El contenido de porfirinas y he-

mo no fue mensurable.

- Cepa Y

La Figura I.9. muestra la gran influencia del medio de

cultivo sobre las actividades enzimadticas de varias de las enzi-
mas de la biosintesis del hemo,para los pardsitos de la cepa Y

de T. cruzi.

Los resultados de la medida de actividad de Suc.CoA-S en
los organismos crecidos en medio LIT son aproximadamente 6 veces

mas altos que los correspondientes en medio Warren.

También las actividades de ALA-S y DOVA-T, son aproxima-

damente 2 veces mayor para los pardsitos crecidos en medio LIT.

Sin embargo, solamente cuando se empled el medio Warren
para el desarrollo de esta cepa, se observd cierta actividad, aun

que baja, de ALA-D.

Asimismo, en ninguna de las condiciones se detectaron ac

tividades de PBG-asa y Deaminasa, ya sea expresadas en funcidn de

la cantidad de porfirinas formadas como del PBG consumido.
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CEPA CL
MEDIU MEDIO
LI WARKEN
. ALA 1,38 12,1
4+ L )
4 PG 4,7 3,47
O PURE . n.a. n.d.
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Figura I1.8.: Influencia del medio de cultivo sobre
el contenido de ALA, PBG, porfirinas
(porf.) y hemo en epimastigotes de T.
chuzi, cepa CL, crecidos en medio Wa
rren ([J) o LIT il >
Los valores tabulados estdn expresa-
dos como nmol/mg prot. Las condicio-
nes experimentales son las descriptas
en Materiales y Métodos.

n.d.: niveles no detectables.
Porf.: porfirinas libres

El medio de cultivo parece no afectar en la cepa Y, la
actividad de Ferroquelatasa medida en funcidn del mesohemo forma
do. Cuando se la expresa como protohemo, se registra tan solo un
ligero aumento para los pardsitos crecidos en medio Warren con
respecto al LIT, situacidn ésta que se revierte cuando se la mi-

de en base a la formacidn de deuterohemo.

La Figura I1.10. muestra la influencia del medio de culti

vo sobre el contenido de ALA, PBG, porfirinas y hemo. Los resul-
tados indican la presencia de ALA {nicamente en los organismos
de la cepa Y crecidos en medio Warren, en tanto que no se detec~-

ta ALA en los pardsitos cultivados en medio LIT.

E1l contenido de PBG fue 2 veces mayor en los pardsitos

de esta cepa crecidos en medio Warren.
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Influencia del medio de cultivo sobre las actividades enzi
maticas de la biosintesis del hemo en T. cruzi, cepa Y. N
Los valores de actividad especifica se expresan como nmol de
producto formado o de sustrato consumido/mg prot. (l): En au
sencia (A) o presencia (B) de 7n2t en el medio de incubacidn
(2) y (3): A: porfirinas formadas, B: PBG consumido. (4.) 3 Az

mesohemo, B: protohemo y C: deuterohemo formado. n.d.: no se
detectd actividad enzimidtica. Los epimastigotes de T. cruzd,
cepa Y, se desarrollaron en medio LIT CllFY o warrea (7} )
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HEMO n.d. n.d.

Figura I.

ALA

10,3

Tampoco

bre.

PBG Poxt . Hemo

Influencia del medio de cultivo so-
bre el contenido de ALA, PBG, porfi
rinas y hemo en T. cruzi, cepa Y.
Los epimastigotes de la cepa Y de T.
chruzd se desarrollaron en medio LIT
(Il o warren ([J ). Los valores ta
bulados estdn expresados como nmol/
mg prot. Las condiciones experimenta
les son las descriptas en Materiales
y Métodos. n.d.: niveles no detecta-
bles. porf.: porfirinas ‘libres.

en esta cepa se detectaron porfirinas o hemo li-

90




ITI. BIOSINTESIS DE HEMO EN Cradlthidia deanei: INFLUENCIA DEL
ENDOSIMBIONTE

Crithdidia deaned pertenece junto con C. oncopelt( y con
BLastocnithidia culicis al grupo de flagelados que poseen orga-
nismos endosimbiontes de tipo bacteriano (Mc Ghee y Cosgrove,
1980) .Se presume que las bacterias endosimbiontes suplirfan al
huésped con la capacidad biosintética de hemo (Chang y col.,
1975). Sin embargo, se desconoce de que forma la presencia del
endosimbionte podria regular las actividades enzimdticas de esta

ruta de biosintesis en el flagelado.

Teniendo en cuenta que C . deaned es un excelente modelo

n

experimental para el estudio de las interacciones simbionte-hué

i

ped (Esteves y col., 1982) y considerando ademds que la cepa con
endosimbionte no requiere hemina en su medio de cultivo, se ini-
cid un estudio acerca de la biosintesis de porfirinas en estos

organismos.

La Figura II.l. muestra el efecto del endosimbionte so-

bre la actividad biosintética de hemo en C. deancd.

No se pudo detectar actividad de las enzimas ALA-D,

PBG-asa y Deaminasa en ninguna de las muestras.

Sin embargo, la presencia del endosimbionte indujo una
sensible alteracidn en el perfil de algunas de las enzimas del

camino biosintético de las porfirinas.

La actividad de las enzimas Suc.CoA-S y ALA-S fue el do-

ble en las muestras conteniendo simbionte respecto de (. deane
aposimbidtica.

En camhbio la actividad de DOVA-T fue mds elevada en las
células sin endosimbionte sdlo cuando se midid en funcidn del ALA

formado.

El nivel de actividad de Hemo-S determinado usando como
sustrato protoporfirina fue 2 veces superior en las células que

contienen simbiontes. Cuando el sustrato utilizado fue mesoporfi
rina, no pudo detectarse ninguna diferencia entre Crlthidca dea-
ned{ con o sin endosimbionte; mientras que la formacidn de deute-

rohemo fue muy baja en ambos casos.

La Figura II.2. ilustra los resultados obtenidos al derter

minar el contenido de ALA, PBG, porfirinas y hemo en Cnithdiddia

deaned, con o sin endosimbionte.

9.1
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Actividad especifica de varias enzimas involucradas en la bio
sintesis de hemo en Cadithidia deanei.

Las actividades se expresan como nmol de producto formado o
sustrato consumido por mg de proteina por hora bajo las condi
ciones standard de incubacidn correspondiente_a cada enzima.
CDLS: Calthidia deaned{ libre de simbiontes ([] ). CDCS: Calithi
dia deanef{ con simbiontes (lmn). (1): A: ALA formado, B: DOVA
consumido. (2): En ausencia (A) o presencia (B) de Zzn2t+ en el
medio de incubacidn. (3) y (4): A: porfirinas formadas, B: PBG
consumido. (5): A: mesohemo, B: protohemo y C: deuterohemo for
mado.
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nmol/mg prot.

N

—

CoLS coes
ALA 2,01 2,50
PBG 1425 2,50
PORF . n.d. n.a.
HEMO n.d, n.d,
’—q
ALA PBG Porf . Hemo

Figura I11.2.: ALA, PBG, porfirina y hemo en (r(

thidia deaned.

Las condiciones experimentales son
las descriptas en Materiales y Mé-
todos. Células libres de simbion-
tes ( E] , CDLS). Células contenien
do simbiontes (|mn, CDCS). Porf:
porfirinas libres. Los valores ta-
bulados representan nmol/mg prot.
n.d.: niveles no detectables

(< 1,0 x 10-2 nmol/mg prot.)

La cantidad de ALA es pradcticamente la misma en ambos ca

SsOSs .

Sin embargo,

el contenido de PBG es 2 veces mas alto en

la cepa poseedora del endosimbionte.

No se pudieron detectar porfirinas ni hemo libre en la

cepa con endosimbionte ni en la aposimbidtica
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IT1I. HEMO-SINTETASA DE T. CAUZA

IIT.1. DISTRIBUCION SUBCELULAR

La Tabla III.l. muestra los resultados de un experimento

tipico de distribucidn subcelular de la enzima Hemo-Sintetasa
(Hemo-S) de T. cnuzd{ en las fracciones designadas como:nuclear-

flagelar, mitocondrial, microsomal y soluble.

Se observa que la actividad enzimdtica estd concentrada
en la fraccidn celular particulada que sedimenta a 30.000 x g,

identificada como mitocondrial.

Tabla ITI.l.: Ubicacidn subcelular

de la Ferroquelatasa

en T. chruzd

ACTIVIDZE——W
FRACCION SUBCELULAR ESPECIFICA
Meso Proto
Nuclear 0 0
Mitocondrial 43,28 |12,46
Microsomal 8,87 1 /88
Soluble 0,86 0

Las condiciones experimentales son
las descriptas en Materiales y Méto
dos. Se emplearon epimastigotes de
la cepa Tulahuén de T. chuzi, creci
dos en medio Warren.

Ademds bajo estas condiciones 1la actividad de Hemo-5 me-
dida empleando mesoporfirina como sustrato, es aproximadamente 4

veces el valor obtenido con el sustrato natural, protoporfirina.




Este hallazgo es interesante pues si se logra demostrar experi-
mentalmente que el pardsito es incapaz de utilizar mesohemo pa-
ra su desarrollo, se abre la posibilidad de bloquear la forma-
cidén del protohemo esencial, afectando asi mediante la adminis-

tracidn de mesoporfirina, selectivamente el crecimiento del pa-

vagito.

ITI.2. ESTABILIDAD

En general la mayoria de los ensayos se han llevado a ca
bo con células recién cosechadas. Ademd3s en estudios prelimina-
res se observd que una vez fraccionado el tejido, ocurria una rd
pida inactivacidn de la enzima, de manera que era necesario em-
plearlo dentro del mismo dia.

Sin embargo, para ciertos estudios es preciso disponer
de mayor cantidad de material que el proveniente de un solo batch

de cultivo; en base a ello se investigd la estabilidad de la

Hemo-S cuando las c&lulas se almacenaron bajo diferentes condi-
ciones.

La Figura III.l. muestra el efecto del almacenamiento a

-70 °C de las c&lulas recién cosechadas y enteras, sobre la acti

vidad de Hemo-S. Se observa que la enzima es muy estable, no pier

de actividad dentro de las primeras cuatro semanas y aln luego

de 50 dias retiene un 25% de su actividad original.

En la Figura III.2. se ilustran los resultados de un en-
sayo similar, salvo que en una primera etapa se prepar6 el homo-
genato por ruptura de las c&lulas como se indica en Materiales vy
Métodos, y posteriormente se lo almacend a -20 °C. En este caso,

ya a los 5 dias se aprecid un 50% de inactivacidn y a los 12 no

se detectd actividad.

III.3. EFECTO DEL TRITON X-100

Teniendo en cuenta que se planeaba emplear el Tritdn
X-100 para la posterior liberacidn de la enzima de la fraccidn
particulada, se resolvid estudiar el efecto del mismo sobre la
actividad de Hemo-S; los datos obtenidos se encuentran en la Ta-

bla III.2. Se observa una clara inhibicidn del 40 y 727% para 1la

g5
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formacidn de proto- y mesohemo, respectivamente. Este efecto po
e S ; ; :

dria atribuirse a la posible interferencia del detergente en la

interaccidn lipido proteina de la enzima, que se sabe es necesa

ria para su actividad (Simpson y Poulson,1977; Taketani y Toku-

naga, 1981).
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Figura III.1l.: Efecto del almacenamien

to sobre la actividad

de Hemo-S de T. chauzd.
Las condiciones experi-
mentales son las indica
das en Materiales y Mé&-
todos. Las cé&lulas cose
chadas y enteras se gudg
daron a -70 °C. La acti
vidad se midid empleando
como sustrato porfirina:
mesoporfirina () o
deuteroporfirina (HM').

II1.4. pH OPTIMO

La influencia del pH dptimo sobre la formacidn de proto

hemo se ilustra en la Figura IIT.3., en la cual se observa cla-

ramente la existencia de un midximo agudo y bien definido al pH

q5ids

Los resultados de un ensayo similar se muestran en la

Figura III.4. para la formacidén de mesohemo. En este caso, el pH
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Optimo también se encuentra en una zona netamente neutra, sien

do su valor de 7,5.
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Figura III.2.: Efecto del almacenamiento sobre
la actividad de Hemo-S de T.chu
2.4 . >
Las condiciones experimentales
son las indicadas en Materiales
y Métodos. Se prepard el homoge
nato y se lo guardd a -20 °C. A
los tiempos indicados, se proce
saron las muestras y se midid la
actividad enzimatica en la frac-
cidn mitocondrial empleando como
sustrato porfirina: mesoporfiri-
na ([]) o deuteroporfirina (”M]).

ITI.5. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE PROTEINA

La Figura III.5. muestra los resultados obtenidos al exa

minar el efecto de distintas cantidades de preparacidon enzimdati-

cas sobre la actividad de Hemo-S.

Estos estudios permitieron encontrar tanto para la forma
cidn de mesohemo como para la de protohemo un &ptimo de activi-
dad, cuando se emplearon 2 mg de proteina. La sintesis mdxima de

deuterohemo se obtuvo al utilizarse entre 2 y 4 mg de enzima.

En cada caso, a valores por encima o por debajo de los

dptimos, se observa una clara disminucidn en la actividad enzima-

9.7
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En consecuencia, se decidid usar 2 mg de proteina en la

mezcla standard de incubacidn.

Tabla III.2.: Efecto del Tritdn X-100 sobre la actividad

de Ferroquelatasa de T. chruzd.

ACTIVIDAD ESPECIFICA i
SUSTRATO INHIBICION
+ Tritdénm X-100 |- Tritdn X-100 %
Meso Swod 12,38 72
Proto 34 7% 6,427 40

Las condiciones experimentales son las descriptas en Ma
teriales y Métodos. Se empled Tritén X-100 a una concen
tracidén final de 0,5% (v/v). La actividad enzimatica se
determind usando la fraccidn particulada (sedimentada a
30.000 x g) de la cepa Tulahuén de T. chuzd, crecida en
medio Warren.

“II1.6. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE SUSTRATO PORFIRINA

El efecto de meso-, proto- y deuteroporfirina sobre la
velocidad de sintesis de meso-, proto- y deuterohemo se ilustra

en las Figuras ITI.6., III.7. y IIT.8. respectivamente. Se obser

van perfiles bastante andlogos para los tres sustratos porfirina
empleados.

La mdxima actividad de Hemo-S corresponde a valores de
concentracidon de 35, 37 y 32 uM, para meso-, proto- y deuteropor

firina respectivamente.

A concentraciones superiores a 30 uM se aprecid una cla
ra inhibicidn por sustrato, particularmente con proto- y meso-

porfirina.
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Figura III.3.: Curva de pH Optimo para Hemo-S de T. cauzd

(formacidn de protohemo).
Las condiciones experimentales son las

dicadas en Materiales y Métodos. Se empled
fraccidon particulada (sedimentada a 30.000
de T. cnuzi, cepa Tulahuén. El1 rango de pH

la
X g)

comprendido entre 6,4 y 8,5 se cubrid emplean
do buffer fosfato de potasio 0,05 M y Tris-HCI

0,05 M. La actividad de Hemo-S se determind
usando como sustrato porfirina: protoporfi-

rina.

ITII.7. EFECTO DE ALGUNOS METALES SOBRE LA ACTIVIDAD

Existen numerosas evidencias experimentales que

indican

que la capacidad de esta enzima para insertar diferentes metales

en el nlicleo tetrapirrdlico depende de la especie y se su habili
dad para sintetizar hemos, clorofilas y corrinas (Johnson

nes, 1964). Por otro lado se sabe que en general la actividad

la Ferroquelatasa depende de 1la presencia de grupos =-SH

)
to se inmactiva por reactivos de tioles, asi como por Hg

e 2
y Pb

Jo-

cua n
+

de




(Jones, 1984) y en algunos casos el Mn2+ y Co2+ también son in

hibitorios (Hanson y Dailey, 1984).
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Figura III.4.: Curva de pH dptimo para Hemo-S$S de T. chuzd
(Formacidn de mesohemo) .

Las condiciones experimentales son las indi-
cadas en la Figura IIT1.3., salvo que la acti
vidad de Hemo-S se determind usando como sug
trato porfirina: mesoporfirina. .

La enzima de higado bovino es en cambioc mds activa en

. 2+ 2+ . '
presencia de Zn que de Fe (Taketani y Tokunaga, 1982). De ma
nera que resultd de interés estudiar la accidn de algunos meta-

les sobre la actividad de la Hemo-S de T. cruzd.

; 4 ¢
En la Figura III.9. vemos que el agregado de Fe2 100 pM

incrementa varias veces la actividad de Hemo-Sintetasa obtenida
a partir del hierro enddgeno; lo mismo ocurre en cuanto a la in
sercidon de an+ a 100 pM, en tanto que la presencia de Cu2+ y

Co2+ no parecen afectar la formacidén de hemo, totalmente inhibi

2+ 2+
da por el Mn y Mg .
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Figura IIL.5.%

PROTEINA (mg)

Efecto de la cantidad de proteina sobre
la actividad de Hemo-S de T. cauzd.

Se empled la fraccidn particulada (sedi-
mentada a 30.000 x g) de T. chuzdi, cepa
Tulahuén.

La actividad se midid empleando como sus
trato porfirina: ( o) mesoporfirina, w
(0 ) protoporfirna y (&) deuteroporfiri
na.

Las restantes condiciones experimentales
son las descriptas en Materiales y Méto-
dos.
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Figura III.6.: Efecto de la concentracidn de sustrato

sobre la actividad de Hemo-S de T. cau
z{ (formacidn de mesohemo) . -
Se empled como fuente de enzima la frac
cidén particulada (sedimentada a B
30.000 x g) de T. cruzdi, cepa Tulahuén.
La actividad se midid usando mesoporfi-
rina como sustrato porfirina.

Las restantes condiciones experimenta-
les son las indicadas en Materiales y

Métodos.
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ACTIVIDAD ESPECIFICA (PROTOHEMO)
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Figura III.7.:

4
T

20 30 40 50
PROTOPORFIRINA (uM)

Efecto de la concentracidn de sustrato
sobre la actividad de Hemo-S de T. cauzdl
(formacidn de protohemo).

Se empled como fuente de enzima la frac
cidén particulada de T. ciauzdl, cepa Tula
huén, sedimentada a 30.000 x g. -
La actividad se midid usando protoporfi
rina como sustrato porfirina.

Las restantes condiciones experimentales
son las indicadas en Materiales y Méto-
dos.
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Figura TIII.8.: Efecto de la concentracidn de sustrato so

bre la actividad de Hemo-S de T. cruzd
(formacidn de deuterohemo).

Se empled como fuente de enzima la frac-
cidn particulada de T. cauzd, cepa Tula-
huén, sedimentada a 30.000 x g. La acti
vidad se midid usando deuteroporfirina co
mo sustrato porfirina. .
Las restantes condiciones experimentales
son las indicadas en Materiales y Métodos.

. - 2+ 24 ¢
La combinacidn de Fe (100 uM) vy Zn a concentraciones

variables (entre 50 y 500 pM) (Figura III.10.) produjo un nota-

ble aumento de actividad y son interesantes los datos obtenidos
cuando manteniendo como antes el agregado de Fe fijo a 100 uM,

s s 2 2+
se modificaron las concentraciones de Cu , que a valores mayo-

res que 100 UM y alin a menores, se comportd ahora como un inhibi

dor.
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Fisura II1Y.9::

Efecto de metales sobre la
actividad de Hemo-S de T.
crUzZA .

Se empled como fuente de en-
zima la fraccidn particulada
de T. chuzdi (cepa Y), sedi-
mentada a 30.000 x g, y como
sustrato porfirina: protopor
firina. E1 efecto de los di-
versos metales se ensayd a
una concentracidn final de
100 pM en la mezcla de reac-
cién. Las restantes condicio
nes experimentales son las ‘
detalladas en Materiales y
Métodos, excepto que no se a
gregd hierro a la mezcla de
incubacién, de manera que en
el control se ha medido la
formacidn de protohemo a par
tir del hierro endbgeno
(Romslo, 1980).
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Efecto combinado del Fe2+ con iones an+ y Cu”
sobre la actividad de Hemo-S de T. chuzc.

El efecto de los diversos metales se ensayd a
las concentraciones finales indicadas, agrega-
dos a la mezcla de incubacidn.Las restantes
condiciones experimentales son la senaladas

en la Figura III.9.
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I. BIOSINTESIS DE HEMO EN T. cihuzd, CEPA TULAHUEN

Como ya menciondramos, si bien durante mads de 50 anos

fue un hecho conocido que compuestos hémicos, bajo la forma de
hemoglobina, hematina o hemina, constituyeron un singular factor
de crecimiento, caracteristico de los hemoflagelados parasiticos
(Lwoff, 1951), resultaba muy llamativo que alin no se hubiera di-
lucidado la razdén del requerimiento por esas porfirinas. Se acep
taba que evidentemente podia deberse a su incapacidad para sinte
tizar el hemo, lo cual podria ser la consecuencia de una deficien
cia parcial o total del camino biosintético. Recordando por otra
parte que los citocromos (aa3, by C558) son constituyentes esen
ciales de la maquinaria respiratoria de T. ciuz{ (Boiso y.StOppg
ni, *1973; Docampo y col., 1978; Stoppani.'y ecol., 1980), resulta~
ba sumamente interesante y atractiva, en base a la experiencia
de este laboratorio, llevar a cabo un estudio acerca de la real
capacidad de este hemoflagelado para formar porfirinas y sus pre
cursores. Y este trabajo se inicidé empleando, como hemos indica-

do, la forma epimastigote de la cepa Tulahuén de T. cruzd.

Los resultados obtenidos fueron por igual importantes y
estimulantes; se mididé por primera vez directamente la actividad
de varias de las enzimas del camino de las porfirinas, ademds del
contenido de precursores, porfirinas y hemo libres. Los niveles
detectados de estos Ultimos compuestos fueron tan bajos o nulos,
que resultaba evidente la capacidad fuertemente limitada del pa-
rdsito para formar sus propios metabolitos. Esta hipdtesis se viod
plenamente confirmada con los datos de actividades enzimdticas.
Se encontrd un nivel alto de Succinil CoA Sintetasa, senalando
que esta enzima no seria la limitante. De las dos rutas que lle~
van a la formacidn de ALA, la del ALA-S y de la DOVA-T, si tene-
mos en cuenta solamente los valores de actividad medidos en ftun-
cidén de la cantidad de producto resultante, podemos decir que am
bas enzimas eran igualmente activas; otro hallazgo interesante,
dado que en la actualidad se ha establecido que en un buen ndme-
ro de fuenteé ALA-S y DOVA-T soﬁ andlogamente funcionales (Var-
ticowski y col., 1980; Beale y col., 1981; Noguchi y Mori, 1981;
Bajkowski y Friedman, 1982). Podemos agregar que de acuerdo a
los niveles de actividad hallados en T. cruz{, se podria asignar

a esta etapa un cardcter regulatorio, similar al observado en la

mayoria de los tejidos (Lascelles, 1964).
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La medicidén de ALA-D, ya sea en forma directa o bien a-
gregando Zn2+ al medio de incubacidn, un conocido reactivante de
la enzima (Brocklehurst y col., 1980), reveld que los niveles de
ALA-D en T. chuzd{ eran casi indetectables; en consecuencia insu-
ficientes para mantener una sintesis adecuada de PBG. Hasta aqui
podriamos haber establecido entonces que una de las razones de
esa incapacidad de T. cruzd{ para formar porfirinas seria una fa
lla a la altura del ALA-D. Sin embargo, tampoco se hallaron valo
res de actividad mensurables de PBG-asa o Deaminasa,explicando
una vez mis, la total ausencia de porfirinas libres y de acuerdo
con el dnico dato, hasta ese momento de una medida de Deaminasa
en un pardsito de esta familia, correspondiente a Chang y col.
(1975). Estos hallazgos sugeririan entonces también la falta o
inactivacidon completa del complejo enzimdtico responsable de la
ciclacidn del PBG en el primer tetrapirrol intermediario de esta

cadena metabdlica.

Recordemos que ya en 1934, Lwoff habfa observado que en
Crithidia fasciculata, la sangre, hematina o hemina, podian reem
plazarse por la protoporfirina, que permitia el crecimiento y es
timulaba la respiracidn del hemoflagelado,de lo cual surgia que
el mismo podria incorporar hierro en la molécula de la porfirina.
Algunos afios después,Granick y Gilder (1947) hallaron lo mismo
para H. Anfluenzae y mds recientemente, en cultivos libres de
simbiontes de Blastocrlthidia culicis y Crnithidia oncopeltd
(Chang y col., 1975). Estos resultados estaban también revelando,
indirectamente que la enzima que insertaba el hierro en la proto
porfirina, es decir la Hemo-S debia ser funcional en estos para-
sitos. Sin embargo también se demostrd que otras cepas de H. (n-
fluenzae, la variedad 571 de Staphylococcus aureusd y Lelshmanda
tanentolae solamente respondian al agregado de compuestos del he-
mo y no a la protoporfirina, sugiriendo que carecerian de Hemo-S
o ésta seria inactiva (Jensen y Thofern, 1953; Gaugham y Krass-
ner, 1971). En este trabajo, se ha establecido que la cepa Tula-
huén de T. chuzd pertenece al primer grupo de hemoflagelados, ya
que ha sido posible detectar una buena actividad enzimdtica, cm-

pleando diferentes porfirinas como sustrato.

Recapitulando, se ha demostrado experimentalemnte por pri
mera vez que en |. chuzd las enzimas particuladas Suc.CoA-S,
ALA-S, DOVA-T y Hemo-S, son fdcilmente detectables y funcionales,

en tanto que el ALA-D, la PBG-asa (y la Deaminasa) y probablemen
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te las demds enzimas del camino del hemo ubicadas en el citosol,
estdan ausentes o son completamente inactivas. Estos hallazgoé
nos han llevado a proponer, que los tripanosomdtidos deben haber
perdido parte de su capacidad de biosintesis del hemo, probable-
mente a causa de mutaciones de aquellos genes estructurales invo
lucrados en la sintesis de las llamadas enzimas solubles; en con
secuencia el flagelado toma del huésped el sustrato porfirina,
produciéndose asi un tipo de cooperacidn complementaria entre
huésped y paraSito que permite al Gltimo desarrollarse. Por qué
o coémo han ocurrido estas mutaciones, aln no tenemos la respues-
ta a estos interrogantes y la explicacidn es también especulativa;
sin embargo, estos datos pueden resultar Gtiles para el desarro-
llo de alguna alternativa terapéutica dirigida logicamente a la
destruccidn selectiva del T. cauzdi, si encontrdramos la forma de
disociar esa especie de compartimentalizacidén celular para la
biosintesis del hemo entre pardsito y huésped, que deprive al
primero del protohemo y consecuentemente impida su multiplica-

(AR ]
clon.
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II. BIOSINTESIS DE HEMO EN T. cauzd y Crlthidia deaned

INFLUENCIA DE LAS CEPAS Y EL MEDIO DE CULTIVO Y DEL ENDOSIMBIONTE

- De las cepas y medios de cultivo:

Una vez establecido que en la cepa Tulahuén de T. chuzd(,
el requerimiento nutricional por compuestos del hemo se debia a
la incapacidad del pardsito para sintetizar su propio hemo a cau
sa de la ausencia o inactividad de las llamadas enzimas solubles
del camino de las porfirinas, era importante intentar generali-
zar este concepto a otras cepas de T. cruzd, en vista de que al-
gunas cepas de este pardsito exhiben algunas diferencias en su
comportamiento bioldgico. Recordemos que precisamente, Brener y
Chiari (1963) y Brener (1973) habian demostrado que la variada
respuesta bioldgica de diferentes cepas de T. cruz«d dependia por
ejemplo de cambios en su morfologia. Algunas cepas, tales como
la cepa Y, muestran una predominancia de formas alargadas, mien
tras que otras tales como la CL, tienen una predominancia de for
mas mas anchas. Se ha sugerido que las Gltimas son las responsa-
bles de la infeccién de las células vertebradas mientras que las
formas anchas presentan mayor capacidad para infectar el hu@sped

invertebrado.

Los estudios llevados a cabo incubando las formas sangui
neas de T. cauzi con sueros conteniendo anticuerpos contra el pa
.rdsito, indican que la superficie celular del pardsito puede va-

riar de una cepa a otra.

Kretlli y Brener (1976) y Kretlli (1978) analizaron pro-
fundamente este aspecto, demostrando que mientras el suero aglu-
tinaba las formas sanguineas de la cepa Y, no lo hacia con los
de la cepa CL. Kretlli (1978) demostrd ademd@s que los tripomasti
gotes de la cepa Y, aislados de ratones en el pico de parasite-
mia, se lisaban al incubarlos en presencia de suero humano nor-
mal, fresco e inactivado. Esta lisis era dependiente de la acti-
vacidn, principalmente a través del camino alternativo del comple
mento, por inmunoglobulinas adheridas a la superficie del pardsi
to. Los tripomastigotes de la cepa CL a pesar de poseer también
inmunoglobulinas adheridas a su superficie celular no son capa-
ces de activar el complemento. Todos estos datos indican la exis
tencia de diferencias entre las cepas Y y CL de T. chuzl, que po

drian estar relacionadas con su superficie celular y podrian ex-
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plicar las diferencias que se encontraron en la interaccidn de
las dos cepas con macrdfagos. Los mécréfagos pueden desempenar
un rol importante en la resistencia del huésped a la infeccién
por T. cruzd{. Sin embargo, el T. cruzi puede penetrar vy multipli
carse en estas células. Por estos motivos, la interaccidn macrd
fago-T. cruzi{ también ha sido extensamente estudiada en ambas
cepas (Alcdntara y Brener,1978; Kipnis y col., 1979; Meirelles

y col., 1980). Los resultados de Alcdntara y Brener (1978) y de
Kipnis y col (1979) muestran una marcada diferencia en la capaci
dad de los tripomastigotes de las dos cepas para infectar macrd
fagos de ratdon. Aquellos de la cepa Y fueron 20-30 veces (Alcan
tara y Brener, 1978) o 6 veces (Kipnis y col., 1979) més.infec—
tivos que aquellos de la cepa CL. Los resultados de Meirelles vy
col. (1980), usando macrdofagos de pollo, tambié&n indicaron que
los tripomastigotes de la cepa Y eran mas infectivos que aque-
llos de la cepa CL. Sin embargo, la diferencia en el porcentaje
de células infectadas no fue tan marcada como la encontrada para
macrofagos de ratdn. Después de 6 horas de contacto, observaron
que 80% y 40% de las células estaban infectadas con las cepas Y
y CL respectivamente. Considerando el niimero promedio de pardsi-
tos/célula, la diferencia es acentuada, dado que después de 12
horas pradcticamente todos los tripomastigotes de la cepa Y esta-
ban dentro de los macréfagos, mientras que muchos de los tripomas
tigotes de la cepa CL no penetraron, sino que permanecieron en
el medio de cultivo. Este mismo grupo de investigadores, encon-
trd también diferencias significativas en la capaéidad para in-
fectar los macrdfagos por parte de las formas epimastigotes de am
bas cepas, después de un corto periodo de incubacidén.Prdcticamen
te todos los macrdfagos se infectaron con epimastigotes de la ce
pa CL, mientras que sdlo un 50-67% se infectaron con epimastigo-
tes de la cepa Y. Sin embargo, de todos estos resultados ain no
surge claramente cudles podriIan ser los factores involucrados en

los diferentes comportamientos An vi{vo e Ln vitho de las cepas Y

y CL.

Otra diferencia que existe entre estas dos cepas es con
respecto a su tropismo tisular (Melo y Brener, 1978). Cuando la
cepa Y se inocula en ratones, muestra un marcado tropismo por cé@é
lulas del sistema fagocitico mononuclear , mientras que la cepa
CL tiene un tropismo por células musculares. Se observd, por e
jemplo, un extremadamente alto parasitismo de bazo, higado y mé-

dula Gsea en ratones inoculados con la cepa Y, en tanto que
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cuando fueron inoculados con la cepa CL, los pardsitos estaban
prédcticamente ausentes en estos &rganos. Aparentemente las for-
mas tripomastigotes sanguineas presentan diferencias que facili-
tan o previenen su captacidn por macrdfagos del sistema fagociti
co mononuclear. Es decir, que este fendmeno de captacidn depende
ria no s6lo de la estructura de la membrana del macrdfago sino
también de variaciones en las propiedades de membrana de los dis
tintos pardsitos. Estos estudios son sumamente importantes dado
que las diferencias en la distribucidn de T. chuz{ podrian ser
factores sumamente importantes que influirian en la patogenia de
la enfermedad de Chagas. En la actualidad, existen diversos gru-
pos de trabajo dedicados al estudio de la existencia de este fe-

némeno de tropismo tisular en humanos.

Las existencia de esas diferencias bioldgicas, patoldgi-
cas e inmunoldgicas entre las cepas Y y CL, las convierte en

modelos cldsicos para el estudio de cepas de Taypanocsoma chuzd.

Resultd entonces de interés confirmar o no los datos ob-
tenidos con la cepa Tulahuén en estas dos cepas del hemoflage-
lado. Ademds de las razones fundamentadas anteriormente la elec-
cién de las cepas Y y CL, para nuestros estudios, se debe también
a que ambas habian sido aisladas en adreas endémicas de enferme-
dad de Chagas, donde se estdn llevando a cabo investigaciones re
lacionadas con epidemiologia, prevencidn y control de la enferme
dad por diversos grupos de investigadores, con los cuales se ha

establecido una importante comunicaciodn.

Con respecto al medio de crecimiento, evidencias previas
han sugerido que el mismo podria interferir con la exposicidn de
los sitios que contienen o unen azilicares localizados sobre la su

perficie celular (Araujo-Jorge y De Souza, 1984).

De manera que se decidid ampliar el enfoque al estudio

de la influencia de este otro factor.

- De Cndithidia deaned y el endosimbionte:

El requerimiento de C. deaned por hemo (Mundim y col.,
1974) es el mismo que el encontrado en otros flagelados de insec
tos libres de endosimbiontes. Este requerimiento, también obser-
vado en Ricketsia (Myers y col., 1972), bacterias (Lascelles,

1962) y posiblemente en algunos insectos hematdfagos (Lwoff,

1951) indica una lesidn metabdlica en la cadena biosintética de
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hemo de estos organismos. Sin embargo, el crecimiento de C. dea
ned (Mundim y col., 1974), C. oncopelti y Blastocaithidia culi-
ci4 (Chang y col., 1975), todos organismos poseedores de endo-
simbiontes de tipo bacteriano, en un medio libre de hemina sugie
re que los endosimbiontes aportarian la capacidad biosintética
de hemo al huésped flagelado. En el presente trabajo se demues-
tra que las bacterias endosimbiontes aumentan la actividad de va
rias enzimas asociadas con el camino biosintético de hemo en C,.

deaned .

- De los resultados:

Nuestros datos demuestran que el contenido de ALA-varia
marcadamente de acuerdo a la cepa de T. ciuzd y al medio emplea-
do para su crecimiento. La cantidad de ALA es mucho menor cuan-
do los pardsitos crecen en medio LIT que en medio Warren. Los e-
pimastigotes de la cepa Y contienen mucho menos ALA que aquellos
de la'cepa CL. Es importante semnalar que no se pudo detectar ALA
en los epimastigotes de la cepa Y crecidos en medio LIT. La con-
centracidén de ALA encontrada en epimastigotes de T. chuzd (cepas
Y y CL, crecidos en medios Warren y LIT, respectivamente), es
del mismo orden que la encontrada en Calthdidia deanel. Sin embar
go, la concentracidn de ALA en epimastigotes de la cepa CL cre—'
cidos en medio Warren, es aproximadamente 6 veces mas alta que

la hallada en los parasitos de la cepa Y.

La incapacidad para utilizar ALA por los tripanosomdti-
dos, ya habia sido revelada mediante estudios nutricionales en
Leishmania tarentolae (Gaugham y Krassner, 1971) y Blastocalthdi-
dia culicis y Crnilthidia oncopelti (Changy col., 1975). Sin embar
go, se demostrd que el ALA podia penetrar en L. ftarentolac (Gau-
gham y Krassner,1971). La deteccidén de ALA, en Cadlthdidia deaned
crecida en un medio quimicamente definido, que no posee ALA, in-
dica que por lo menos este tripanosomdatido es capaz de sinteti-

zar este intermediario metabdlico.

Con relacidén al PBG, nuestros datos muestran que su con-
centracidn no varia marcadamente de acuerdo con la cepa. La con-
centracién de PBG en T. chuz{i{ es m@s alta que la encontrada en

Chnithidia deaned con o sin endosimbionte.

Los estudios nutricionales previos llevados a cabo en mu

chos miembros de 1la familia Tripanosomatidae, asociados a la ob
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servacidn de la baja, si alguna, cantidad de porfirinas y hemo
en las 3 cepas de T. ciruzd analizadas (Tulahuén, Y y CL) vy en
las cepas que contienen simbiontes de Cadithidia deanedl, y en

C. oncopelti y B. culilcis (Chang y col., 1975), apoyan la teoria
de que los tripanosomdtidos son incapaces de una adecuada sinte-

sis de porfirinas o hemo.

Como sefialdramos la participacidén de succinil CoA a tra
vés de su condensacidn con glicina para producir ALA es un paso
bien establecido, que forma parte de la biosintesis de porfiri-
nas. En consecuencia, la enzima Suc.CoA-S estd involucrada en el
camino de los tetrapirroles (Batlle y col., 1975). Nuestras ob-
servaciones indican una cierta variacidén en la actividad de la
enzima de acuerdo a la cepa y al medio de crecimiento. En el ca-
so de T. cruzi, es alta para los pardsitos de la cepa CL creci-
dos en medio Warren y muy baja para los pardsitos de la cepa Y
crecidos en este mismo medio. Esta observacidn sugiere que los
componentes del medio Warren podrian inhibir la sintesis o expre
sidn de esta enzima en epimastigotes de la cepa Y. La baja acti-
vidad de Suc.CoA-S no es una caracteristica de los epimastigotes
de la cepa Y dado que ellos muestran una alta actividad cuando
se los transfiereal medio LIT. Los estudios usando epimastigotes
de la cepa Tulahuén , habian revelado una actividad de Suc.CoA-S
del orden de 12 y 1,5 veces mayor que la observada para epimasti
gotes de las cepas Y y CL, respectivamente. En Caflthidia deaned,

la actividad de Suc.CoA-S detectada fue relativamente baja.

Recordemos que teniendo en cuenta que el ALA se puede

formar por la via del ALA-S y por el llamado camino de los 5 car

bonos a partir del DOVA en una reaccidn mediada por la DOVA-T,
también se midieron ambas actividades en estas cepas. Los datos }
obtenidos indican la presencia de ambas rutas para la formacidn
de ALA, en T. cauzdi. La Gnica excepcidn la encontramos con los
pardsitos de la cepa CL crecidos en medio Warren, para los cua
les no pudo detectarse actividad de DOVA-T. En general, la acti-
vidad de ambas enzimas fue mucho menor que la encontrada en Ca«-
thidia deaned.

El ALA-S fue activa en todas las cepas de T. cruzi, pero

notemos que su actividad fue mucho menor que la detectada en (Al

thidia deanel{ conteniendo endosimbionte.

La observacidn de que los epimastigotes de la cepa CL

crecidos en medio Warren no expresan actividad de DOVA-T, sugie-
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re que en este caso la sintesis de ALA depende exclusivamente

del funcionamiento de la enzima ALA-S.

Nuestras medidas de actividad de ALA-D, PBG-asa y Deami
nasa en las cepas Tulahuén, Y y CL de T. chuz{ sugieren ausen-
cia o total inactivacidn de las mismas. En el caso de PBG-asa vy
Deaminasa, solamente cuando la actividad se midid como funcidn
de la cantidad de PBG consumido en lugar de porfirinas formadas,
pudo detectarse actividad en las cepas CL y Tulahuén, crecidas
en medio Warren. Sin embargo, es probable que este consumo se de
ba a reacciones laterales que convierte al PBG en productos dife
rentes de los porfirindgenos (Frydman y col., 1972), por lo tanto

sin relevancia para la sintesis de hemo.

Teniendo en cuenta que la Hemo-S cataliza la insercidn
de hierro en diferentes porfirinas, estudiamos el comportamiento
de esta enzima en extractos de T. cruzd{, empleando como sustra-

tos proto-, meso- y deuteroporfirina.

Nuestros datos muestran que usando meso- o protoporfiri-
na como sustrato, la actividad es mucho m3s alta en los pardsi-
tos de la cepa CL que en aquellos de la cepa Y. Estos resulta-
‘dos confirman los obtenidos previamente con la cepa Tulahuén de
T. cruzd, confirmando asi la total funcionalidad de la Ferroque-

latasa en este hemoflagelado.

Chang y col. (1975) hallaron resultados similares en B.

culicis y C. oncopeltd.

También demostramos en este trabajo que la Hemo-S es acti
va en C. deanel, con o sin endosimbionte, aunque los niveles fue

ron menores en las distintas cepas de T. chruzd.

Los datos obtenidos en el presente trabajo, han demostra
do por primera vez que la cepa de T. chruzi, asi como el medio en
el cual se cultivan los pardsitos tienen una marcada influencia
sobre la actividad de varias de las enzimas involucradas en la
biosintesis del hemo, confirmdndose sin embargo en otras cepas y
en C. deaned, el esquema de funcionalidad enzimdtica encontrado
originalmente para la cepa Tulahuén y la propuesta de una inade
cuada biosintesis del hemo por parte de los hemoflagelados. Un
razonamiento similar como lo hemos sefialado, se hacia extensivo
a Cnithidia, en cuyo caso la presencia del endosimbionte, aumen-
tarfa la actividad de algunas enzimas y el contenido de precurso

res con respecto al flagelado libre de endosimbionte. Estos ha-
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llazgos demuestran que los flagelados conteniendo endosimbionte
exhiben mayor funcionalidad enzimdtica que los flagelados sin

endosimbiontes. Este evento, agregado a que C. deanel poseedora
de endosimbiontes puede ser cultivada en un medio carente de he
mina, sugiere que la presencia del endosimbionte aumenta una 11

mitada capacidad biosintética de la cadena del hemo de los tripa

nosomatidos, suplementando ciertas enzimas de esa via.

Enfatizamos el hecho de que todas las enzimas del camino
biosintético del hemo que fueron detectadas en T. cruz{ (cepas
Tulahuén, Y y CL) asi como en Calthidia deanel, son particuladas,
mientras que aquellas confinadas al citoplasma se hallan ausen
tes o son inactivas; revelando asi que los tripanosomdtidos se-
rian deficientes en la sintesis de las enzimas solubles. Es inte
resante acotar que algunas de las enzimas del camino glicoliti
co detectadas en estos paradsitos también son particuladas y es-
tadn localizadas dentro de un tipo especial de peroxisoma designa

do como glicosoma (Opperdoes v eol., 19F7) .




ITII. HEMO SINTETASA DE T. chuz

Teniendo en cuenta que la Hemo-S de T. cruz{ resultd ser
totalmente funcional y con el objeto de establecer si existfan
algunas diferencias definidas entre el comportamiento de la enzi
ma del flagelado y el huésped se estudiaron entonces algunas pro
piedades de 1la Hemo-S de T. cauzd, empledndose las cepas Tula-
huén o Y, obteniéndose, como se esperaba pricticamente los mis-

mos resultados.

De los resultados obtenidos hasta el momento podemos se-
fnalar que la Hemo-S de T. cruzl{ exhibe una serie de caracteristi
‘cas similares a la enzima de otras fuentes, como por ejemplo su
localizacidn celular; practicamente concentrada en la fraccidn
particulada identificada como la mitocondrial (Lockhead y Gold-
berg, 1961; Tokunaga y Sano, 1972; Ulvik y Romslo, 1978). Esta
distribucidn le impone ciertas restricciones a la enzima, y a su
vez le confiere algunas propiedades regulatorias, sus sustratos,
metal y porfirina deben atravesar las membranas mitocondriales vy
una vez formado el hemo, éste debe ser transferido de la matriz
al citosol, donde tiene lugar la sintesis de la proteina de los
citocromos de manera que pueda unirse a las diferentes apopro-
teinas para dar lugar finalmente a la holoproteina activa. Tenien
do en cuenta que el protohemo posee una importante funcidén en el
control de la sintesis de las apoproteinas (Ochoa y De Haro,
1979), ademds de formar parte de los citocromos mismos, se podria
pensar en la posibilidad de afectar selectivamente su formacidn
en el pardsito. Asi, dado que también hemos demostrado que la
Hemo-S de T. chuzd es capaz de emplear meso, deutero y protopor-
firina como sustratos, y que es varias veces mas activa con el
primero de ellos, si se puede demostrar LN V{V0, que el pardsito
no se desarrolla cuando reemplazamos el protohemo por mesohemo,
la administracidén de mesoporfirina podria afectar especificamente

la replicacidon del flagelado.

Esta es una posibilidad que debe considerarse, para la
cual se han iniciado algunos estudios de tipo nutricional y enzi
midticos; adn con poco éxito, por cuanto debe resolverse primero,
cuidl debe ser la forma mds adecuada de administracidn de la por-
firina, dado que estos compuestos son conocidos fotosensibiliza

dores, y su aplicacidn como agentes terapéuticos, como en el ca-

so del cadncer (Kessel y col., 1986) produce reacciones cutdneas




adversas. Ademds, teniendo en cuenta que otras porfirinas como
la 2,4 bis-acetaldeuteroporfirina y la 2,4-disulfonato deutero-
porfirina son inhibidores competitivos de la Hemo-S de mamiferos
(Dailey y Fleming, 1983) pero muy buenos sustratos de la enzima
de bacterias (Dailey y col., 1986), lo cual sugiere que el sitio
de unidén de 1la porfirina en la Hemo-S de bacterias difiere del
sitio de unién en mamiferos, seria importante establecer si el
comportamiento de la Hemo-S de T. ciauz{i es similar al de las bac
terias. De esta forma dispondriamos de otras alternativas en cuan
to al tipo de porfirina y esto es particularmente interesante,
pues se estdn preparando étero derivados de las porfirinas men-
cionadas que son 10 veces mds efectivos que los empleados hasta

ahora en el tratamiento del cdncer (Rimington y col., 1986).

Se ha evidenciado también, como en otras fuentes que la
interaccidn lipido-proteina es importante para la actividad (Ta-
ketani y Tokunaga, 1981l; Hanson y Dailey, 1984) y tampoco ha ha-
bido diferencias significativas en cuanto al pH 6ptimo, aln em-

pleando otros sustratos ademds de la protoporfirina.

Sin embargo, otro comportamiento aparentemente caracteris
tico de la Hemo-S de T. cauz{ que debemos destacar ha sido su
reactividad frente a diferentes metales. En general se ha encon-
trado que cierto niimero de metales divalentes pueden actuar co-
mo sustratos (Jones, 1984), tales como Fe2+, C02+, Zn2+, Mn2+ y
alin Cu2+. De ellos el Fe2+ serd el sustrato natural, a pesar de
que a pH's neutro o ligeramente alcalinos, como suele ser el ca-
so para la enzima de la mayoria de las fuentes, es relativamente
inestable y tiende a oxidarse a Fe3+, de manera que la célula de
be recurrir a algln mecanismo para mantener el hierro al estado
reducido, y recientemente se ha demostrado incorporacidn enzimd-
tica de se”" ap L4 Ferroquelatasa de Rp. spheroddes (Moody y Dai

2+ 2+
n

+ ;
ley, 1985). Algunos metales, como Cd2 5 y Cu se incorpo-

ran con igual facilidad enzimdtica y no enzimdticamente en las
porfirinas, de manera que estos son aspectos a considerar; o-

2+ 2% 2+ o B o g

tros metales como Pb~ , Hg , Mn , Ni y en algunas condicio-
3 2+ .

nes Cu2+ son inhibidores de la enzima y Mg no ha tenido efecto

(Hanson y Dailey, 1984; Jones, 1984; Dailey y col., 1986).

2+ . 2. 9
Nuestros datos han demostrado que el Fe sera también
: ; = 2% )
el mejor sustrato de la Hemo-S de . chuzdl, aunque el Zn se 1in

e ; 2 2+
corpora con buena actividad y vimos que Cu y Co no alteraban
2+

’ v 2+ ’ s ; -
la enzima, confirmandose que Mn era inhibitorio y también Mg




El agregado simultdneo de Zn2+ y Fe2+ produjo una esti-
mulacidn de la actividad; pero lo mds interesante fue que la pre
sencia de Cu2+, ademds del sustrato natural Fe2+ en la mezcla
de incubacidn, convirtid al primero en un inhibidor de la He-
mo-S de T. chauzi{. Este comportamiento diferencial frente al Cu2+
es un punto que se investigarid en detalle por cuanto abre otra

posibilidad de destruir selectivamente al pardsito, inactivando

en forma especifica su Hemo-S.
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RESUMEN

Una caracteristica nutricional de todos los tripanosomi
tidos excepto aquellos infectados con bacterias simbiontes, es
el requerimiento por compuestos del hemo para su desarrollo, que
se acepta estd directamente relacionado con una incapacidad para
su biosintesis. Sin embargo, son fragmentarios los datos experi-

mentales que lo demuestran.

Se llevd a cabo entonces un estudio acerca de la real ca
pacidad biosintética del hemo por parte de dos organismos perte-
necientes a la familia Trypanosomatidae: el patdgeno Thaypanosoma
cruzd, agente causal de la enfermedad de Chagas, y el no pétége—
no Crndithidia deanei, que se caracteriza por poseer simbiontes in

tracelulares.

El trabajo se inicid empleando la forma epimastigote de
la cepa Tulahuén de T. cruzd{. Se midid por primera vez directa-
mente la actividad de varias de las enzimas del camino de las
porfirinas, ademds del contenido de precursores, porfirinas y he
mo libres. Los niveles detectados de estos {iltimos compuestos fue
ron tan bajos o nulos, que resulta evidente la capacidad fuerte-
mente limitada del pardsito para formar sus propios metabolitos.
Esta hipdtesis se vid plenamente confirmada con los datos de ac-
tividades enzimdticas. Se ha demostrado que las enzimas particu-
ladas Suc.CoA-S, ALA-S, DOVA-T y Hemo-S son facilmente detecta-
bles y funcionales, en tanto que el ALA-D, la PBG-asa (y la Dea-
minasa) y probablemente las demd3s enzimas del camino del hemo u-
bicadas en el citosol estdn ausentes o son completamente inacti-

vas.

Una vez establecido que en la cepa Tulahuén de T. cruzd,
el requerimiento nutricional por compuestos del hemo, se debia a
una inadecuada biosintesis del mismo, por parte de los hemoflage
lados, se considerd importante analizar otras dos cepas del pard
sito (Y y CL), que presentan ciertas diferencias bioldgicas, pa-
toldgicas e inmunoldgicas. Los datos obtenidos en el presente tra
bajo han demostrado por primera vez, que la cepa de T ez
asi como el medio (LIT o warren) en el cual se cultivan los parad

sitos tienen una marcada influencia sobre la actividad de varias

de las enzimas involucradas en la biosintesis del hemo: Suc.CoA-5,
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ALA-S, DOVA-T y Hemo-S. Las medidas de actividad de ALA-D,
PBG-asa y Deaminasa sugieren nuevamente, ahora en las cepas Y vy

CL, la ausencia o total inactivacidn de las mismas.

Nuestros resultados demuestran también que el contenido
de ALA varia marcadamente de acuerdo a la cepa de T. cauz{ y al
medio empleado para su crecimiento; sin embargo, no se observd
tal variacidn en el caso del PBG. No se detectaron porfirinas li-

bres ni hemo en ninguna de estas dos cepas de T. cruzd.

Estos hallazgos nos han llevado a proponer, que los tri-
panosomdtidos deben haber perdido parte de su capacidad de bio-
sintesis del hemo, probablemente a causa de mutaciones de aque-
llos genes estructurales involucrados en la sintesis de las lla-
madas enzimas solubles. Un enfoque similar se hace extensivo a
Crithidia deaned, en cuyo caso la presencia del endosimbionte au
mentaria la actividad de algunas enzimas y el contenido de pre-
cursores, con respecto al flagelado libre de endosimbionte. Es-
tos datos demuestran que los flagelados conteniendo endosimbion-
te exhiben mayor funcionalidad enzimdtica que los flagelados sin
endosimbiontes.Este evento, agregado a que C. deanedl poseedora
del endosimbionte, puede ser cultivada en un medio carente de he
mina, sugiere que la presencia del endosimbionte aumenta una li-
mitada capacidad biosintética de la cadena del hemo de los tripa

nosomatidos, suplementando ciertas enzimas de esa via.

Teniendo en cuenta que la Hemo-S de T, chuz{ resultd ser
totalmente funcional y con el objeto de establecer si existian
algunas diferencias definidas entre el comportamiento de la enzi
ma del flagelado y el huésped, se estudiaron algunas propiedades

de la Hemo-S de T. chauzi, empledndose las cepas Tulahuén o Y.

De los resultados obtenidos hasta el momento, podemos se
flalar que la Hemo-S de T. cruzd{, exhibe una serie de caracteriIs-

ticas similares a la enzima de otras fuentes, como por ejemplo:

su localizacidn celular, interaccidn lipido-proteina y pH &ptimo.

Se encontrd que pricticamente toda la actividad enzimdtica esta-
ba concentrada en la fraccidn celular particulada que sedimenta
a 30.000 x g, identificada como la mitocondrial. Se mididé la en-

zima empleando proto, meso y deuteroporfirina como sustratos. E1l

Tritdn X-100 inhibid 40 y 70% la formacidn de proto y mesohemo.
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El pH Optimo estuvo entre 7,2 y 7,5 para las distintas porfiri-
nas usadas como sustratos. La cantidad de proteina y el tiempo

de almacenamiento influyeron sobre la actividad enzimatica.

Asimismo hemos demostrado que la Hemo-S de T. cauzd es
varias veces mas activa con mesoporfirina como sustrato. Estos
datos pueden resultar Gtiles para el desarrollo de alguna alter
nativa terapéutica dirigida l6gicamente a la destruccidn selec-
tiva del T. chuzdi. Si se puede demostrar An vA{vo que el paridsito
no se desarrolla cuando reemplazamos el protohemo por mesohemo,
la administracidn de mesoporfirina podria afectar especificamen-

te la replicacidn del flagelado.

Sin embargo, otro comportamiento aparentemente caracte-
ristico de la Hemo-S de T. cauzd{ que debemos destacar ha sido su

reactividad frente a diferentes metales.

2+
Nuestros resultados han demostrado que el Fe es el me-

5 ) 2+ .
jor sustrato de la Hemo-S de T. cihuzd, aunque el Zn se incorpo

= o =+ + S
rd con buena actividad. Cu2 y Co2 no alteraron la actividad en
5 A= = . e ;
zimatica, en tanto que an y Mg2 eran inhibitorios. El agrega-
; = 2+ 2 i ; - :
do simultaneo de Zn y Fe " produjo una estimulacidn de la acti

> EAE S . 2+
vidad, pero lo mids interesante fue que la presencia de Cu , ade

> 2+ ; - ’
mas del sustrato natural Fe en la mezcla de incubacidn, convir
tid al primero en un inhibidor de la Hemo-S de T. chauzi. Este

; : ; 2+ .

comportamiento diferencial frente al Cu es un punto que se in
vestigarid en detalle por cuanto abre otra posibilidad de destruir
selectivamente al pardsito, inactivando en forma especifica su

Hemo-S.
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SUMMARY

A nutritional characteristic of all trypanosomatids
except those infected with symbiotic bacteria is its growth
requirement for heme compounds. It is commonly accepted that this
porphyrin requirement must be due to their inability to
synthesize heme. However, supporting experimental evidence for

this assumption is fragmentary.

The present work was carried out with the aim of
determining the actual biosynthetic capacity of haem in the
pathogenic protozoan Txaypanosdoma chuzi, the causative agent of
Chagas'disease and in the non-pathogenic Ciafthidia deanedl, known

to harbor intracellular symbiotes.

This study was started using the epimastigote form of
T. chuzd{ (Tulahuén strain). The activity of several enzymes of
the porphyrin pathway as well as precursors, porphyrins and free
heme content were measured for the first time. The level of the
latter was so low or even nil, that the strongly limited capacity
of the parasite to form his own metabolites resulted obvious.
This assumption was confirmed with the enzyme activity data. It
was demonstrated that the particulate enzymes Suc.CoA-S, ALA-S,
DOCVA-T and Heme-S are functional and easily detectable, while
ALA-D, PBG-ase (and Deaminase) and probably the other enzymes of
the heme pathway confined to the cytosol are absent or completely

inactive.

In view of the fact that some strains of this parasite
show differences in their biological, pathological and immuno-
logical behaviour and once established that the nutritional
requirement for heme compounds in the Tulahu&n strain, results
from the inadequate heme biosynthesis of the hemoflagellate, we
decided to also analyse the enzymic activities in the Y and CL
strains of T, chauzd{. In addition, we also examined the influence
on the enzymic activities of two growth media (Warren and LIT)
usually employed to cultivate T. ciuzd{. The results obtained in
the present study show, for the first time, that the strain of
T. cruzd, as well as the medium in which the parasites are
cultivated, have a marked influence on the activity of various
enzymes involved in heme biosynthesis: Suc.CoA-S, ALA-S, DOVA-T
and Heme-S. Our measurements on ALA-D, PBG-ase and Deaminase in

both strains of T. chauzd{ indicate that their activity are too
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low to be detected, a result which suggests their absence or
total inactivation. Our observations show that the content of
ALA varies markedly depending on both the strain of T. chruzd
and the medium used for its growth; however, PBG concentration
does not significantly vary according to the strain. Neither
porphyrins nor free heme were detected in any of these T. chruzd(
strains studied. These findings lead us to propose that the
trypanosomatids must have lost part of their heme biosynthetic
capacity possibly due to mutation of those structural genes

involved in the synthesis of the so called soluble enzymes.

A similar reasoning can be extended to C. deanedl. The
results obtained in C. deaned have revealed that symbiote-bearing
flagellates show a higher enzyme functionality than symbiote free

strains .

Taking into account the above considerations and the fact
that C. deanel harboring endosymbiote does not require hemin in
its culture medium, our results suggest that the presence of the
bacterial endosymbiote increases a certain limited heme bio-
synthetic capacity in the flagellate supplying them with some

enzymes and early porphyrin precursors of this pathway.

On the basis that we have provided evidence for the
existence of a totally functional heme-synthetase in T, cauzd
and with the aim of determining well-defined differences between
the flagellate's and host's enzyme behaviour, we decided to
study further some properties of T. ciauzd{ Heme-S in the Tulahuén

and Y strains.

It is interesting to point out that T. cauz{ Heme-S shows
a series of similar caracteristics to the enzyme of other sources:
cellular localization, lipid-protein interaction and optimum pH.
It was found that almost all of the enzyme activity was confined
to the particulate subcellular fraction (sedimented at 30,000xg)
identified as the mitochondrial fraction. The enzyme was measured
using proto-, meso- and deuteroporphyrin as substrates. Activity
was dependent on protein and time of cell storage. Enzyme proto
and mesoheme formation was inhibited up to 40 and 707 by Triton
X-100. The optimum pH was between 7.2 and 7.5 for the different
porphyrins employed as substrates. The activity of T. cruz«
Heme-S is several times higher when mesoporphyrin is used as
substrate. These data might be useful for the development of a

therapeutical alternative directed towards the selective




destruetion of T, chtzd, 1f it can be demonstrated .Ln v.fve, that
T. cnuzd cannot multiply when protoheme is replaced by mesoheme,
administration of mesoporphyrin would then greatly affect

replication of the flagellate.

Another apparently singular behaviour of T. cauzd{ Heme-S

has been its reactivity towards different metals. We have
i ; 24
demonstrated that Fe will be the best substrate, although Zn

has also been incorporated with good activity. Mn2+ and Mg2+
were highly inhibitory while Co2+ and Cu2+ did not modify enzyme
activity. Combination of Zn2+ and Fe2+ still showed greater
activation, but the most interesting finding was that the
simultaneous presence of Cu2+ and Fe2+ in the incubation mixture,

made the former a strong inhibitor of the parasite Heme-S.

This differential behaviour of T. ciuz{ Heme-S is a point

to be investigated further, for it opens another possibility of
selectively destroying the parasite by means of the specific

inactivation of its Heme-S.
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RESUMO

Uma caracteristica nutricional de todos os tripanosoma-
tideos exceto aqueles infectados com bactérias simbiontes & o
requerimento por compostos do hemo para seu desenvolvimento,
que se aceita estar diretamente relacionado com uma incapacidade

para sua biosintese.

N : h
Entretanto, sao escassos os dados experimentais que o

demonstram.

Se realizou, entgo, um estudo sobre a real capacidade
biosintética do hemo por parte de dois organismos pertencentes a
familia Trypanosomatidae: o patogénico Taypanosoma chuz.i, agente
causal da Doenga de Chagas, e o n3o patogénico Cadithidia deaned,
que se caracteriza por possuir simbiontes intracelulares. O
trabalho se iniciou empregando a forma epimastigota da cepa
Tulahuén de T. ciauzi{. Foram medidas pela primeira vez diretamente
as atividades de vidrias das enzimas do caminho das porfirinas,
além do contelldo de precursores, porfirinas e hemo livres. Os
niveis detetados destes ltimos compostos foram tyo baixos ou
nulos, que & evidente a capacidade fortemente limitada do
parasito para formar seus prdpios metabolitos. Esta hipdtese foi
totalmente confirmada com os dados de atividades enzimaticas.
Se demonstrou que as enzimas particuladas Suc.CoA-S, ALA-S,
DOVA-T e Hemo-S sgo facilmente detetidveis e funcionais, enquanto
que o ALA-D, a PBG-asa (e a Deaminasa) e provavelmente as demais
enzimas do caminho do hemo localizadas no citoplasma estgo

v 5 e
ausentes ou sao completamente inativas.

Uma vez estabelecido que ma cepa Tulahuén de T. chuzd o
requerimento nutricional por compostos do hemo se devia a uma
inadequada biosintese do mesmo por parte dos hemoflagelados, se
considerou importante analizar outras duas cepas do parasito (Y
e CL), que apresentam certas diferengas bioldgicas, patoldgicas

e imunoldgicas.

Os dados obtidos no presente trabalho demonstraram, pela
primeira vez, que a cepa de T. ciruzL{ assim como o meio (LIT ou
Warren) no qual se cultivam os parasitos tém uma marcada
influéncia sobre a atividade de varias das enzimas envolvidas na

biosintese do hemo: Suc.CoA-S, ALA-S, DOVA-T e Hemo-S. As medidas

de atividade de ALA-D, PBG-asa e Deaminasa sugerem novamente,
- l\"
agora nas cepas Y e CL, a auséncia ou total inativacao das mesmas.
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Nossos resultados demonstram também que o contef{ido de
ALA varia marcadamente de acordo com a cepa de T. cauzd e o
meio empregado para seu crescimento; entretanto, ngo se observou
tal variaggo no caso do PBG. Ndo se detetaranm porfirinas livres

nem hemo em nemhuma destas duas cepas de T. cauzd.

Estas descubertas nos levaram a propor que os tripanoso
matideos devem ter perdido parte de sua capacidade de biosintese
N g

do hemo provavelmente por causa de mutagoes dos gens estruturais

envolvidos na sintese das chamadas enzimas soliveis.

Un enfoque similar se extende a Calthidia deanedi , em
cujo caso a presenga do endosimbionte aumentaria a atividade de
algumas enzimas e o contelido de precursores com respeito ao
flagelado livre do endosimbionte. Esses dados demonstram que os
flagelados contendo endosimbionte exibem maior funcionalidade
enzimdtica que os flagelados sem endosimbionte. Este evento,
aliado a que Calthidia deanei{ possuidora de endosimbionte pode
ser cultivado em um meio carente de hemina, sugere que a presenga
do endosimbionte aumenta uma limitada capacidade biosintética
da cadeia do hemo dos tripanosomatideos, contribuindo com certas

enzimas dessa via .

Considerando que a Hemo-S de T. ciauzd mostrou ser
totalmente funcional e com o objetivo de estakelecer g possivel
existencia de diferengas definidas entre o comportamento da
enzima do flagelado e o hGspede, se estudaram algumas propiedades
da Hemo-S de T. cruzd, empregando-se para tal as cepas Tulahuén

ou Y.

Dos resultados obtidos até o presente, podemos destacar
que a Hemo-S de T. cruz{ apresenta uma série de caracteristicas
similares a enzima de outras fontes, como por exemplo, sua
localizacao celular, interacgo lipido-proteina e pH o6timo.
Encontrou-se que praticamente toda a atividade enzimdtica estava
localizada na fragao celular particulada que sedimenta a 30.000xg,

identificada como mitocondrial.

A enzima se mediu empregando proto, meso e deuteroporfirina
como substratos. O Triton X-100 inibiu 40 e 707% a formaggo de
proto e mesohemo. O pH &6timo foi encontrado entre 7,2 e 7,5 para
as diferentes porfirinas usadas como substratos. A quantidade de
proteina e o tempo de armazenamento influiram sobre a atividade

enzimatica.
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Além disso se demonstrou que a Hemo-S de T, chauz{l @&
vidrias vezes mais ativa com mesoporfirina como substrato. Estes
dados podem ser {Gteis para o desenvolvimento de alguma alternativa
terapéutica dirigida logicamente a destruiggo seletiva do T. cru
Z{. Se & possivel demonstrar LN VALV0O que o parasito nao se
desenvolve quando substituimos o protohemo por mesohemo, a

5 v g s = 0 %
administraga2o de mesoporfirina poderia afetar especificamente a

n
replicagao do flagelado.

- ,
Nao obstante, outro comportamento aparentemente caracte-
ristico da Hemo-S de T. ciuzd que devemos destacar foi a sua

reatividade frente a diferentes metais.

Nossos resultados demonstraram que o Fe2+ € o melhor
substrato da Hemo-S de T. ciauzi, ainda que o Zn2+ se tenha
incorporado com boa atividade. Cu2+ e Co2+ ngo modificaram a
atividade enzimidtica, em tanto que Mn2+ e Mg2+ foram inibitbOrios.

5, 1Y . A 2 2+ : N
A adigao simultanea de Zn e Fe provocou uma estimulagao da

atividade, mas o mais interessante foi que a presenga de Cu2+,

além do substrato natural Fe2+ na mistura de incubaggo, transformou
ao primeiro num inibidor da Hemo-S de T. ciauzd{. Este comportamento
diferencial frente ao Cu2+ € um ponto que se pesquisard em detalhe

por quanto abre outra posibilidade de destruir seletivamente o

parasito, inativando em forma especifica sua Hemo-S.
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