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OBJETIVOS 

Los estudios nutricionales llevados a cabo con miembros 

de la familia Tr ypanosomat idae 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 tripanosomátidos para llevar a cabo el 

proceso de biosíntesis del hemo. 

Sin embargo, es llamativo que sea tan reducido el número 

de trabajos realizados con el objeto de lograr un mejor entendi­

miento de la biosíntesis de porfirinas en este importante grupo 

de protozoos parasíticos. 

En consecuencia, consideramos de fundamental interés efec 

tuar un estudio bioquímico del camino biosintético del hemo en 

T~ypano~oma c~uzi, el agente causal de la enfermedad de Chagas. 

La elucidación de su funcionalidad o defecto en este hemoflagel~ 

do, podría ser trascendente en el desarrollo de nuevos agentes 

tripanomicidas que, selectivamente bloquearan la formación o uti 

lizaci6n de hemo por el parásito. 

Nuestro objetivo inicial ha sido investigar las activida 

des de varias de las enzimas de este camino, así como el conteni 

do de precursores y hemo, in vit~o, bajo distintas condiciones 

experimentales,en la forma de cultivo epimastigote de T. c~uzi. 

La falta de este tipo de información en hemoflagelados, 

nos llevo a realizar un estudio comparativo de esta ruta biosin­

tética en diferentes cepas de este mismo parásito (Y, CL y Tula­

huén), debido precisamente a sus diferencias biológicas, patol~ 

gicas e inmunológicas. 

Además, consideramos interesante examinar la influen c ia 

de dos medios de cultivo, generalmente empleados para el d esarr~ 

llo de T. c~uzi (LIT y Warren) sobre esta misma vía biosintéti ca. 

En una etapa posterior decidimos extender nuestras inves 

tigaciones al campo de las interacci ones simbionte-huésped, con 

el objeto de obtener información sobre la posible re g ulación del 

camino del hemo por parte de los endosimbiontes. 

Como modelo experimental seleccionamos a C~ithi dia dea­

nei, protozoo tripanosomátido flagelado, aislado del h e míptero 

iv 



Zelu~ leu~og~amu~, que se caracteriza por poseer simbiontes in­

tracelulares integrados con la fisiología de la célula huésped. 

V 
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l. BIOSINTESIS . DEL HEMO 

I.l. TETRAPIRROLES Y COMPUESTOS RELACIONADOS 

Los tetrapirroles desempeiian un rol vital en el metabo­

lismo celular por su función como grupo prostético de una g ran 

variedad de hemoproteínas, incluyendo hemoglobina, mioglobina, 

citocromos, peroxidasas, catalasas, etc. Son compuestos importa~ 

tes en el transporte de oxígeno, en la transferencia electróni ­

ca y en la generación de energía. Además, en algunas bacterias, 

el camino del hemo se deriva hacia la síntesis d e las co rrinas, 

vitamina a
12

, y en los organismos fotosintéticos hacia la rama 

de c lorofilas y bacterioclorofilas. Es decir, en la mayoría de 

las células vivientes, los dos principa les pigmentos d el proto­

plasma, el hemo y la clorofila, se originan a part ir de la mis­

ma cadena biosintética hasta la etapa de protoporfiri na lX 

(Proto IX) (Figura 1.1.). 

Suc + CoA + ATP (Mg++) 

l 
Suc.CoA 

+ 
Glicina 

ílOVA-T l 
DOVA ______ ALA 

l 
PBG 

Suc.CoA-S 

ALA-D 

PBGasa 

Deaminasa 

HEMO F ++ e 

Bi\CTERIOCLOROFILJ\S 

t 
CLOROFILAS 

t 

• !:!g_-_g~ ~ ~a_t _? ~ ~ 
t 

PROTO IX 

l !'!~a_s_? 
CORRINAS l(Vit.B12 ) PROTOGEN IX 

i l g~º~~~ 
UJWGEN III - 7 - 6 - 5 - COPROGEN II I 

Decarboxilasa 

UROGEN I - 7 - 6 -s -coPROGEN I 

Decarboxilasa 

Figura I.l.: Dia grama de la biosínt esis d e tetrapirrol es 
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A partir de allí, dependiendo de cual fuere el producto 

final, hemos, clorofilas o bacterioclorofilas, se producen las 

ramificaciones correspondientes. 

I.1.1. Estructura 

Los tetrapirroles naturales o sintéticos derivan de d os 

nficleos bisicos: PORFINA y CLORINA (Figura I.2.) que contien e n 

cuatro anillos pirr6licos (A, B, C, D) unidos entr e sí por me ­

dio de 4 puentes metenos (a, S, y, ó ). La diferen c ia e ntre la 

estructura de la porfina y la clorina ~onsistesimplem e nte ~ n l a 

presencia del anillo D, reducido en la Gltima. 

O( ~ 
H H ~'<-

'<-~ 
~ 

H H ~ 

CLORINA 

PORFJNA 

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

I.1.2. Porfirinas 

Las porfirinas son derivados de los tetrapirroles libres 

de metales, que se diferencian estructuralmente se g ún la natur~ 

leza y el ordenamiento de las cadenas laterales qu e han sustitui 

do las posiciones 1 a 8 de los anillos pirr6licos. En e l caso d e 

que el nGmero de sustituyentes diferentes en cada uno de los 4 

anillos pirr6licos de la porfina sea dos (A, B), pued e n ocurrir 

4 ordenamientos distintos de estos grupos que dan lu g ar a 4 i s 6 

meros de posici6n conocidos como tipos I, 11, III y IV. En est a 

situaci6n se encuentran la uroporfirina (A = CH 2 COOH; 
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B= -CH2CH2COOH), la coproporfirina (A= -CH 3 ; B= -CH 2 CH 2COOH) y 

la etioporfirina (A= -CH 3 ; B= -CH 2 CH 3 ) (Figura I.3.). La situa­

ción es mucho más complicada en el caso de las proto y mesopo~ 

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 isómeros de posición. Fischer (1937) 

logró sintetizar químicamente los 15 isómeros de la protoporf i­

rina. Sin embargo, en la naturaleza, hasta ahora, solame nte se 

ha encontrado el designado como protopor firi na IX (Acid o 1 , 3, 5 , 

8-t etrametil-2;4-vin ilporfin-6 ,7-d ipropi6nico) que ade mas 

proviene necesariamente de la ser ie isomérica III. 

B B 

A B A A 

~,y 
8 A A A 

A B B B 

Tipo I Tipo II 

B A 8 A 

A 8 A B 

A A A 8 

B B B A 

Tipo IIl Tipo N 

F . I 3 · Estructuras de los. isómeros de las uro, copro igura . . . 
y etioporfirinas. 
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8 

A 

A 

e 

Figura 1.4. 

A 

8 

e 

Meso: A=-CH 3 ; B=-CH 2-CH 3 

C=-CH 2-cH 2-COOH 

Representación esquemática de la e~ 
tructura de la proto y mesop orf iri­
na. 

1.1.3. Metaloporfirinas 

Se designa con el nombre genérico de hemos o hierro-poE 

firinas a los complejos de los tetrapirroles con el hierro. El 

más 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 1.5.). 

El hemo, que es el grupo prostético de hemoproteínas cir 

cul~ntes (ej: hemoglobina) y ligadas a membrana (ej: ci tocrorno s), 

se oxida fácilmente 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 pirró­

licos y el hierro se ubican en un plano, pero el metal pose e aGn 

capacidad para unirse por medio de enlaces coordinados con dos 

moleéulas que se ubican abajo y arriba del plano que contiene 

al anillo porfirínico; estos tipos de derivados se conocen como 

hemocromos o hemocromógenos. Se encuentran entre los co mpue stos 

capaces de formarlos, el peróxido de hidrógeno o agua oxigenada, 

el oxígeno, monó xido de carbono, iones cianuro y un a gra n varie 

dad de bases nitr ogenadas como la piridina y el amonio. 

Se conocen como hemicromos o hemiéromógenos, a compl e -
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jos similares originados a partir de la hematina. 

Hz 
Hz 
OOH 

HEMO (Ferro·protoporfirina) 

N N N N 

"' / "' / Fe+++ Fe+++ 
/l "'- . 

N N 
OH 

/ l "'-
N Cl N 

Hemo Hematina Hemina 

/").~¡ 
N R N N R N 
'-.I/ 

"' 1 / Fe++ Fe+++ 
N~ ;~ N /:"' / ¡"' 

1 

N 
R N N 

R 
N 

estructura planar Hemocromo Hemicromo 

Figura 1.5.: Estructura y nomenclatura de 
los isómeros de los comple­
jos de hierro de la protopo~ 
firina. 

1.2. BIOQUIMICA DE LOS TETRAPIRROLES 

I.2.1. Porfobilinógeno y o-aminolevúlico, intermediarios en la 

biosíntesis del hemo 

La demostración de que la protoporfirina IX deriv a ba de 

moléculas tan sencillas como la glicocola y el succinato (Sh emin 

y Rittenberg, 1945) precedió precisament e al descubrimiento de 

que el porfobilinógeno (PBG) (Fi gura I.6.) era un precursor di­

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

su estructura dilucid ad a por síntesis (Cookson y Rim ingto n, 

s 



1953). 

ALA 

Figura 1.6.: 

COOH 
1 
CHz COOH 
1 1 (i2 

N CHz-NH2 H 

PBG 

Estructura química del á­
cido o-aminolevúlico (ALA) 
y del porfobilinógeno (PBG) 

Falk y col. (1953), estudiando la conversión del PBG en 

uro, copro y protoporfirina por hemolizados de glóbulos rojo s 

de aves, demostraron que se trataba de un prec ursor directo en 

este camino. En ese momento, · surgieron una serie de espec ula ci~ 

nes acerca de las etapas existentes entre glicocola y s uccinato 

y el PBG. 

Shemin y Russel (1953) y Dresel y Falk (195 3 ) , es tabl e­

cieron la participación del ácido o-ami no lev úlic o (ALA) como in 

termediario en el camino del hemo, al demostra~ que podía r eem­

plazar a la glicocola y al succin il-CoA en la síntesis de porf~ 

rinas. Simultáneamente Neuberger y Scott (1953) sintetizaron va 

ríos posibles derivad os de la condensación de glicocola y succi 

nil-CoA, entre ellos el ALA. 

I.2.2. Enzimas del camino de los tetrapirroles 

I . 2.2.1. Síntesis de Succinil CoA: Succinil CoA-Sintetasa 

La enzima Succinil CoA-Sintetasa (Suc.CoA-S), conocida 

también como Succinil CoA tioquin asa , cataliza reversiblemen t e 

la síntesis de succinil CoA, pre cursor del hemo, a parti r de 

succinato, coenzima A y un nucleós ido tr ifosfato (Figura _ _!_.'.-2_:_). 
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COOH 
COOH 

CH 2 

CH 2 ' 
' + CoASH + NTP 

Suc.CoA-S CH 2 + NDP + Pi 
CH 2 Mg+f ' 
' co 
COOH 

SCoA 

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

Numerosas evidencias exper.imentales han establ e cido qu e 

esta enzima, juega un papel importante en la biosíntesis de l a s 

porfirinas y está directamente involucrada en los mecanismos que 

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

El aislamiento y purificaci6n de esta enzima se ll e v6 a 

cabo a partir de diversas fuentes como coraz6n de c e rdo, ri~6n, 

hojas de espinaca, leguminosas, trigo y tabaco, mitocondrias de 

alcaucil, callos de soya y E. ~o.U. (Nishimura y Grinnel, 1972 ; 

Wider de Xifra y Batlle, 1973) 

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

particulada, mitocondrial o cloroplástica. 

Es altamente específica para el succinato y CoA, mien­

tras que con respecto al nucle6sido trifosfato, la especificidad 

varía segGn el origen de la proteína. La enzima de mamíferos pu~ 

de emplear GTP o ITP (Cha y Park, 1964), mientras que en tejidos 

vegetales y bacterianos es específica para ATP (Nandi y Waygood, 

1965; Wider de Xifra y Tigier, 1971). 

La Suc.CoA-S requiere la presencia de un cati6n divalen 

te (generalmente manganeso o magnesio) para expresar su mfi x j mu 

actividad. 

Se comporta como una enzima sufhidrílica, siendo inhibí 

da por p-cloromercuribenzoato (PCMB), iodobenzoato, iod o a ce tami 

da, glutati6n oxidado y N-etilmaleimida (NEMI). El glutat1Ón re 

<lucido (GSH) es necesario en algunos tejidos, como protector de 

grupos sufhidrilos, para lograr máxima actividad. Sin e mbargo, 

otros tioles como cisteíha (CySH), tioglicolato y ditiotreitol 

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

Es una proteína oligomérica, constituída p o r do s o c u a -
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En la mayorí a de los tejid os estudiados, el ALA-S s e en 

cuentra asociada a la fracción particulada, si bien se ha det er 

minado que en hígado de rata la enzima se sintetiza en c itopla~ 

ma y luego se transporta a la mito condria (Oashi y Kikuchi, 

1977). En levaduras, la actividad está 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 indi ca que un bajo contenido de h ~ 

mo puede deberse a la falta de las vitaminas, fosfato de p irid~ 

x a 1 ( P 04 P i ) ( L a s c e 11 e s , 1 9 6 7 ) y C o A , q u e s e r e q u i e r e n p a r a e s t e 

paso limitante d e la biosíntesis de porfirinas. 

Gibson y col. (1961) fueron los primeros en demostrar 

que el succinil CoA era uno de los sustratos específicos d e l 

ALA-S. 

Los reactivos de grupos -S H tales como PCMB, clo ruro rn er 

cúrico y NEMI inhiben a la enzima purificada de Rp . .6pl1e.1Lo.i.dc.~, 
~1· 2+ 2+ 2+ al igual que algunos iones meta icos como Cu , Zn , Fe y 

Fe 3+ (Yubisui y Yoneyama, 1972). Estas inhibiciones son rever t i 

das parcialmente por incubaciones de la enzima inhibida con 

2-mercaptoetanol. Estos resultados sugieren la existencia de gr~ 

pos sulfhidrilos esenciales en el ALA-S. 

tos de 

Es de suma importancia el hecho de que algunos metaboli­

la rama del hierro de la biosíntesis de t e trapirrol es , 

tales como protohemo y hemina, inhiben el ALA-S (Gibson y col ., 

1961; Burnham y Lascelles, 1963), aunque esta inhibición se r e­

vi.erte fácilmente (Burnham, 1962). 

Los posibl es mecanismos de acci ón del ALA-S han sido ex 

tensamente estudi a d os (Akhtar y col., 1976). Se postul a que ha y 

un grupo sulfhidr ilo en el sitio activo de la enzima , ese n cial 

p ar a 1 a in i c i a c i ó n d e 1 a r e a c c i ó n , q u e s e u n e p r i m e r o a 1 P O '• P i. 

La glicocola formaría una base de Schiff con el cofac t or , como 

ocurre en toda s las reacciones de aminoá cido s en las c ual es pa~ 

ticipa como tal. el P04 P i Sigue lue go una condensación con el s u c 

cinil CoA, formándo se un intermediario inestable, el ácido y -a­

mino-8-cetoadípi co , que se decarb oxila , elimi nánd ose así el gr~ 

po carboxilo de la glicoc ola como C0 2 y liberándose finalme nt e 

el ALA de la enzima. 
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tro subunidades segun las fuentes. 

El mecanismo de acción 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). 

1.2.2.2. Síntesis de ácido o-aminolevúlico 

1.2.2.21. o-Aminolevúlico-Sintetasa 

La enzima o-Aminolevúlico-Sintetasa (ALA-S) cataliza la 

formación de ALA, a partir de glicocola y succinil CoA, primer 

etapa que conduce específicamente a la formación de porfiíinas 

(Figura 1.8.). 

COOH 
' CH 2 1 

CH 2 
+· 

' co 
SCoA 

Succinil CoA 

Figura 1.8.: 

COOH 

?H 2 NH 2 
CH 2 

ALA-S ' CH
2 + CoASH + co

2 COOH P0 4Pi ' co 
CH

2
NH 2 

Glicina ALA 

Síntesis del ácido o -aminolevúlico catalizada 
por la enzima ALA-S 

El ALA-S fue detectada _ por primera vez en extractos de 

bacterias fotosint~ticas (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 Rh odo 

p~eudomona~ ~phe~ oi de~ (Gibson, 1958; Kikuchi y col., 1958 a y 

b; Burnha~,1970; Porra y col., 1972); Rhodo~pi~llum ~ub~um (K! 

kuchi y col., 1958 a y b); eritrocitos de aves (Brown, 1958; La 

ver y col., 1958); mitocondrias de hígado de cobayo (Granick y 

Urata, 1963); homogenatos de hígado de rata (Marver y col., 

1966; Tomio y Grinstein, 1968); corazón de rata (Brigs y col., 

1976); reticulocitos de conejo (Aoki y col., 1971) y de humanos 

(Feldman y Lichtan, 1967); hígado, 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. Vía alternativa para la formación de ALA 

A pesar de su supuesta ubicuidad, por tratarse de una 

enzima generalmente lábil una vez extraída de los tejidos y d e 

vida media corta (Granick y Sassa, 1971), el ALA-S aún no ha p~ 

dido detectarse en proplástidos, cloroplastos, ni en la fracción 

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

Existen evidencias que la formación de ALA puede seguir 

una vía de síntesis alternativa diferente de la catalizada por 

el ALA-S. 

Wider y col. (1971) detectaron por primera vez ALA-S en 

un sistema de origen vegetal. Ramaswamy y Nair (1973) también 

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

col. (1975) cuestionaron estos resultados, proponiendo en cambio 

que en plantas superiores operaba un camino diferente para la sín 

te.sis de ALA (Figura l. 9.). 

COOH 

CH 2 
' CH

2 
... 

' co 
COOH 

Transaminasa 

:r '\ 
Amino Ce to 
ácido ácido 
' 1 

1 

a-cetoglutarato 1 

l 
COOH 

CH 2 
' CH

2 
' ca 
ca 
H 

y-ó-dioxovalerato 

Abino ,et a 
ácido ácido 

\. t 
Transaminasa 

COOH 

CH
2 ' CH 2 

' CHNH 2 
' COOH 

ácido glutámico 

COOH 
1 

CH
2 1 

CH
2 1 

co 
CH

2
NH 2 

ALA 

Figura I.9.: Camino biosintético propuesto para la forma 
ción de ALA en plantas superiores 
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Por esta vía el ALA se formaba a partir de glutamato, 

vía a-cetoglutarato y y-o-dioxovalerato (DOVA), por acción d e 

las transaminasas,del glutamato y DOVA. 

Sin embargo, trabajos posteriores han debilitado la su 

puesta exclusividad del camino del glutamato en planta s superi~ 

res y ha surgido que en vegetales y algas la conocida vía de l a 

glicocola y succinil CoA puede predominar sobre la del g lutam a ­

to ~ conduciendo ambas a la formación de clorofila (Klein y Se n­

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

De todas maneras, se ha demostrado que el ALA tambi~n 

puede o r i g i 'n ar se , aún en anima 1 es (V ar t i c o v s k y y c o 1 . , 1 9 8 O) , 

bacterias no fotosintéticas y fotosintéticas (Gibson y c o l., 

1961; Bajcowski y Friedman, 1982), algas verdes (Gassm a n y c ol., 
, 

1968; Kipe-Nolt y Stevens, 1980) incluyendo Chfo tLe..f.f:i 

col., 1982) y Eu.gle.via (Salvador, 1978; Foley .y Beale, 

(Fol c~ y y 

1982), a 

partir de DOVA por acción de la L-alanina-DOVA-aminotransferasa 

o DOVA-Transaminasa (DOVA-T). Ademis, en algunos tejidos, c omo 

mitocondrias de hígado 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 estableció en este mismo caso, una id e ntidad e n 

tre la DOVA-T y la L-alanina-glioxalato aminotransfera s a (No g~ 

chi y Morí, 1981). Estos autores sugieren que debido a la s imi­

litud estructural del DOVA y glíoxalato, es probable que el 

DOVA actúe unicamente como un sustrato artificial y que la tran s 

aminación del DOVA carezca de significado fisiológico. Por otro 

1 ad o , Fo 1 e y y Be a 1 e ( 1 9 8 2 ) , propon en que en E • g Jt a c. ,¿e .é J.i 

una o mis especies de glioxalato-L-glutamato aminotransferasa 

catalizan la transaminación de DOVA: L-glutamato y que probabl~ 

mente la transaminación del DOVA ocurriría exclusivamente ivt vi 

tJto, cuando DOVA es el único sustrato disponible, careciendo en 

consecuencia de importancia fisiológica ivt viv o, para la sínte­

sis de ALA que provee precursores para clorofilas. Sin embar go, 

el mismo grupo de Beale, ha propuesto que en Eu.g Ce na 91t a c. i C i~ 
operarían simultineam e nte el camino del ALA-S y e l d e la DOVA-T; 

el primero proporcionaría el ALA necesario para lo s h e mos mito­

condrial y de otros no plistidos, en tanto que el se g undo form a 

ría el ALA destinado a las clorofilas y estaría ad e más c ompurt ~ 

mentalizado en los cloroplastos (Weinstein y Bea le , 1983). 
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I.2.2.3. Síntesis de PBG: ALA-Dehidrasa 

La 6-ArninolevGlico-Dehidrasa (ALA-D), también co no c ida 

como Porfobilinogeno Sintetasa, cataliza la ciclaci6n de do s 

moléculas del compuesto alifático ALA con pérdida d e dos de agua 

para dar un derivado hetero cíclico, el porfobilin6 ge n o (PBG) 

(Figura I.10.). 

COOH 

CH 2 COOH 
' CH 2 CH 2 ' + 1 

co CH 2 1 

CH 2 
CO-CH -NH 2 2 

NH 2 

2 Acido 6 -ArninolevGlico 

-2H O 
2 .. 

HOOC 

H
2

C COOH 
1 

H
2

C CH 2 1 1 

e-e 
11 11 

HC C-CH 2 -COOH 

"-N/ 

Porfobilinógeno 

Figura I.10.: Síntesis de PBG catalizada por la enzima 
ALA-D 

El ALA-D está ampliamente distribuída en la naturaleza: 

en células parenquimales y sanguíneas de las mas diversas espe­

cies animales (Batlle y col., 1967; Tomio y col., 1968; Barrei­

ro, 1969; Moore y col., 1971; Shemin, 1976); en células de tr igo 

(Nandi y Waygood, 1967); y en otra s plantas (Carell y Ka hn, 

1964; Tigier y col ., 1968, 1970); en células de levaduras (Ba­

rreiro, 1969); en hongos (Muthukri shman y col. , 1969, 1972) y 

bacterias (Nandi, 1971; Yamasaki y Moriyama, 1971). 

El ALA-D es una enzima citoplasrnática sol ubl e (Gr a n ick 

y Mauzerall, 1958 a), es decir el ALA sintetizado dentro de Ja 

rnitocondria debe difundir al cit oplasma para ser convertido en 

PBG. 

En general, se comporta como una metaloenzim a , t er moes­

table y típicament e sulfhidrílica . El ALA-D purificada d e er it ro 

citos e hígado de rata (Finelli y col ., 1974, 1975) y de . hí ga d o 

vacuno (Cheh y Neilands, 1973; Tsukamoto y col. , 1979) r e qui ere 

la presencia de activadores de grupos sulfhidrílicos y cin c p a ­

ra presentar . su máxima 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., 1975; Tsukamoto y col., 1979). Otro potente inhi­

bidor de la enzima es el plomo, cuyo accionar se revierte por 

el agregado de reactivos ti6licos 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, además de grupos -SH, un átomo de cinc por 

subunidad, 1 6 2 residuos lisina, 1 residuo histidina y restos 

de aminoácidos hidrof6bicos, que en conjunto contribuyen a d efi 

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

El ALA-D es una enzima oligomérica de peso moleculer 

280.000, constituída por 8 subunidades similares y al pare ce r 

la estructura mínima funcional corresponde a la de un dímero de 

peso molecular 70.000 (Batlle y col., 1978). Es una proteína 

que, segGn las condiciones experimentales, forma fácilmente 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 acci6n, Nandi y Shernin 

(1968) y Batlle y Stella (1978) han propuesto un esquema que se 

ajusta a las evidencias experimentales obtenidas hasta su mamen 

to. 

1.2.2.4. Síntesis de Uroporfirin6geno: Porfobilinogenasa 

Se denomina Porfobilinogenasa (PBG-asa), término propue~ 

t;o por Lockwood y Rimington (1957), al complejo enzimático que 

cataliza la ciclaci6n de cuatro moléculas de PBG para dar el pr i 

mer tetrapirrol cíclico, el Uroporfirinógeno 111 (Urog e n 111) ,i~ 

t erm ediario fisiol6gico en la biosíntesis de hemo, clorofilas 

y corrinas (Figura 1.1.). 

La PBG-asa es una combinaci6n de, por lo menos, do s e n­

zimas: la Uroporfirin6geno l Sintetasa o Deaminasa,que es un a 

proteína termoestable, y la Uroporfirin6geno 111 Cosintetasa o 

Isomerasa, que es el componente termolábil. La Deaminasa, a lt a­

mente específica para el PBG, cataliza la condensaci6n de c uatr o 

moléculas del pirrol para formar un tetrapirrol cíclico simétr ~ 

co, el uroporfirinógeno I (Urogen I). La Isomerasa, en ca mbi o , 
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no usa al PBG como sustrato ni tamp oco actGa sobr e el Urog e n J; 

sin embargo, cuando se encuentra as ocia da con la Dea minas :i for 

mando el complejo PBG- asa , transform a cuatro mo l éc u las de PBG 

en e l uroporfirin6 geno III (Urogen III), el is6m ero asirnG tri co , 

por medio de condensaciones sucesiv as con e limina ci6n de amo n ía 

co e inversi6n de uno de los anillos. 

La PBG-asa se ha estudiado en bacterias, al gas , pr o t o ­

zoos, plantas superiores, hígado b ovi no y eri tro citos d e co n ejo , 

de aves y humanos (Bat lle y Rossetti, 1977). Tant o l a PBG-asa 

como sus component es Deaminasa e Isomerasa se han aislado , pur i 

ficado y caracterizado a partir de numerosos tejid os (Ross e tt i , 

1978). 

Es una enzima citoplasmática (Batlle y Ros se tti, 1977) 

y sulfhidrílica (San covic h y col., 196 9; Llarnbías y Batlle,1971 

a y b; Frydman y Feinstein, 1974) 

De estudios cinéticos . ha surgido la evidencia d e qu e la 

PBG- asa presenta las características de un a enzima alosté r ica , 

en algunos casos se observa cooperatividad posit i v a y en otros 

una combinaci6n de cooperativi dad positiva y ne g ativa (Sancovich 

y col., 1969; Llambí as y Batlle , 1970 a y b; Llarnbí as y col. , 

1971); de todos modos es evidente qu e la entrada d e la primera 

rnoleEula de PBG al si tio activo de la enzima controla la entrada 

de las siguLentes. 

Tanto la PBG-asa corno sus compo nentes se inhiben por ca~ 

puestos básicos como el amonio, hidroxilamina o alquilaminas, 

postulándose que de alguna manera es tos age nt es bl oq u ea rían, bien 

el sitio de uni6n d e l PBG a la enzima o bien la e ntr a da d e nu e ­

vas moléculas d e PBG sobre el polip irrol n acie nt e para formar el 

tetrapirrol, o a Gn más, podrían interferir d e al g una forma co n 

la asociaci6n Deami n asa -Isom e rasa (Stella y co l., 1971). 

En ciert os tejidos y condiciones se han aislado i nt e rm e 

di arios polipirr6li cos , d e diferent e longitud, qu e seg Gn prev e~ 

gan de la acci6n d el comp lejo PBG- asa sobre el PBG, o sólo d e 

la Deaminasa sobr e el PBG , ya ll evan preformada la es tructur a 

del isómero ~ormal III o del is6m ero I, respectivam e n te (Lln rn ­

bí as y Batlle, 1970 c; Llambías y Batlle, 1971 b; Ross e tti y H.::i 

t 11 e, 19 7 7 ; Ros s e ·t ti y c ol. , 19 7 7) 

La determin aci6 n del peso molecular de la De a rnina sa de 

di stin tas fuent es condujo a un v alor de 40.000 (Ll am bías 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) enco ntra­

ron un peso molecular de 25.000 para la enzima proveniente de e 

ritrocitos humanos, en tanto que para la Deaminasa de Rp. pa ­

lu6t4i6 se ha determin ado un peso molecular de 80.000 (Ko tler y 

col., 1986). 

Se ha propuesto, además, en base a estudios ciné ticos, 

que la reacción de condensación de 4 moles de PBG en uroporfiri 

nogenos 111 ó l ocurre en dos etapas, la primera de las cuales 

lleva a la formación del intermediario polipirrólico de cadena 

abierta que en una segunda etapa adquiere la estructura n ecesa 

ria para su final ciclización al anillo del uroporf irinógeno 

( L 1 a m b.í as y B a t 11 e , 19 7 1 b ; S te 11 a y c o 1 . , 1 9 7 1) . 

Teniendo en cuenta todas las evi dencias experimentales 

reunidas hasta el presente se ha propuesto un mecanismo de ac­

ción para la PBG-asa y Deaminasa que respondería al comportamie~ 

to observado para estas enzimas en particular con respecto a la 

detección de diferentes intermediarios polipirrólicos de cadena 

abierta, probablemente tetrapirrilmetanos, según hubieran sido 

formados por acción de la PBG-asa o la Deaminasa sobre el PB G 

(Rosetti y Batlle, 1977; Rossetti y col., 1977). Una co nsidera­

ción importante de este modelo es que la isomerización del tip o 

111 octirriría, aparentemente, al inicio de la reacción, inmedia 

tamente después de la unión del primer mol de PBG al comp lejo, 

formándose por unión cabeza-cola con el segundo mol de PBG, un 

dipirrol ya isomerizado; el tercero y cuarto PBG entran de c abe z a 

dando lugar así, finalmente al uroporfirinó ge no 111. En ausencia 

de lsomerasa no habría inversión y se formarían di, tri y tetr~ 

pirril-metanos, en los cuales las 4 moléculas de PBG está n un i­

das cabeza-cola para formar el isómero simétrico, el uroporfiri 

nógeno l. Hasta el momento, habría acuerdo en cuanto a la exis 

tencia de los intermediarios aminopirrólicos. Sin embargo , se 

difiere en cuanto al momento en el cual ocurre la isomerización, 

ya que el grupo de Battersby (Batt ersby y col., 1977 a y b, 

1980) sugiere que el proceso de reordenamiento tendría lugar des 

pués de la form ación de un bilano lineal no isomerizado, mien­

tras que las propuestas del grupo de Batlle y col. (Llambías y 

Batlle, 1970 a, 1971 b; Batlle y Rossetti, 1977; Rossetti y 
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Batlle, 1977; Rossetti y col., 1977; Rossetti, 1978) y de Fry.9_ 

man (Frydman y Frydman, 1975 a y b) indican que la isomeriza­

ción podría ocurrir en la etapa inicial de condensación de las 

dos primeras moléculas de PBG. Sin embargo, los resultados de 

Rossetti y col. (1977, 1978) indicarían que estos podrían inte~ 

pretarse de acuerdo a la hipótesis de Battersby. Scott y col. 

(Burton y col., 1979; Scott y col., 1980) análogamente a lo pr.9-_ 

puesto por Battersby, encontraron que la Deaminasa forma un pr~ 

uroporfirinógeno, el cual sería él sustrato natural de la Isome 

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

Urogen Ill 

A 

f\ p (oq:, P 

\S~ 
A 

HO 
\ 

p A 

PBG 

N 

P~H NH HN 
A :::-. ¡--i 

N 

~ li 
p A 

f\ p . 

O Deam1nasa 

..,.---- N 
1 11 
NH1 

Preuroporf i rinógeno 

Urogen 

Figura I.11.: Formación de preuroporfirinógeno por 
acción de la Deaminasa. 

Mas recientemente, Battersby y col. (1980) postularon 

que la Isomera sa actuaría sobre el hidroximetilbilano producie~ 

do la isomerización en el anillo D, seguida de un a rápida cic l i 

zación. 

Posteriormente, el grupo de Jordan realizó estudios ten 

dientes a determinar el modo de unión del PBG a la Deaminasa e m 

p 1 e ando 1 a enzima purificad a de R )'J • .6 )'J h e.Jt oi. d e..6 • De te c taro n , 1 u e -

go de incubaciones con cantidades estequiometricas crecientes de 
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14 C-PBG, bandas proteicas con movilidades electroforéticas lig~ 

r,amente diferentes, que atribuyeron a intermediaras enzima-sus­

trato con 1, 2 y 3 moléculas de PBG unidas (Berry y Jordan, 

1981). Casi simultáneamente, Anderson y Desnick (1980) reporta­

ron la aparici6n de mfiltiples formas activas de la Deaminasa al 

purificar la enzima de eritrocitos humanos e incubarla con exce 

so de PBG, señalando que las mismas corresponderían a intermedi~ 

ríos enzima-su ~ trato con 1, 2, 3 y 4 moléculas de PBG. 

Jordan y Berry (1981) demostraron que el complejo form~ 

do entre la Deaminasa y cantidades estequiométricas de PBG, era 

un intermediario unido covalentemente y que posiblemnte s6lo el 

PBG que forma el anillo A del preuroporf irin6geno es el que es­

tá unido en forma covalente a la enzima. 

En cuanto al mecanismo de acci6n de la Deaminasa, se 

han planteado varias hip6tesis, entre las cuales surge como la 

más probable, la que involucra un Gnico sitio catalítico que se 

usa varias veces (Seehra y Jordan, 1980). 

I.2.2.5. Síntesis de Coproporfirin6geno: Uroporfirin6geno 

Decarboxilasa 

La Uroporfirin6geno Decarboxilasa, conocida también como 

Uroporfirin6geno-carboxiliasa o simplemente Decarboxilasa (Uro-D) 

cataliza la decarboxilaci6n de las cuatro cadenas laterales de 

ácido acético del uroporfirin6geno a cuatro restos metílicos del 

coproporfirin6geno. 

Esta enzima fue estudiada en Chlo~ella vu.lga~i~ (Bogorad, 

19 5 S , 19 5 8 ; Gran i c k , 19 5 5 b) , R p . ~ p he.~ o-i.. de~ ( H o ar e y He a t h , 

1958; Chu y Chu, 1970), Rp. palu.~t~i~ (Koopmann & Batlle, 1986), 

bazo de rat6n (Romeo y Levin, 1971); eritrocitos de ave (Falk y 

col., 1956; Neve y col., 1956; Hoare y Heath, 1958; García, 

1973) y humanos (Conford, 1964; Rasmussen y Kushner, 1979; De 

Verneuíl y col., 1980; Elder, 1982); g lándula de Harder (Tomio 

y . Grinstein, 1968); hígado de rata (Aragonés y col., 1972; Smitli 

y Fianc is, 19 79, 1981; Kardish y Woo ds, 1980). 

En todos los tejidos estudiados la Decarboxilasa resul­

t6 ser una enzima citoplasmática, sulfhidrílica, termolábil y 

de alta especificidad sobre los grupos acéticos. La actividad en 
++ ++ zimática es inhibida in vit~o por Hg , Cu iodoa c etamida y 
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PCMB, pudiendo ser revertida esta inhibici6n por GSH, lo cual 

confirma que la Decarboxilasa es una enzima sulfhidrílica. 

La Uro-D es preferentemente anaer6bica; el oxígeno inhi 

.be la reacci6n probablemente por oxidaci6n de sus sustratos los 

porfirin6genos, aunque tratándose de una enzima sulfhidrílica, 

no puede descartarse que el oxígeno ejerza una · acción directa so 

bre la misma Decarboxilasa. 

En cuanto al mecanismo químico de la decarboxilación 

del resto acetato en metilo aún se desconoce; sin embargo, Jac~ 

son y col. (1976) han logrado establecer cual es la ruta fisio­

lógica de decarboxilación del uroporfirinógeno III en copropor­

firinógeno III (Figura I.12.), confirmándose que se trata de un 

proceso secuencial,en el cual el sustrato ubicado en el sitio 

activo de la enzima se desplazaría 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 específica cuando se trata de de 

carbo xilar los cuatro restos acetato del uroporfirinógeno I, si 

no que lo convierte en el correspondiente coproporf irinógeno I 

por cualquiera de las únicas rutas posibles. 

I.2.2.6. Síntesis de protoporfirin6geno: Coproporfirinogenasa 

La Coproporfirinogenasa ~CPG-asa), Coproporfirin6g e no ~ 

xidasa o Coprogenasa, cataliza la decarboxilaci6n oxidativa se­

cuencial (Cavaleiro y col., 1974) de dos cadenas laterales pr~ 

~ionato del coproporfirin6geno III a los correspondientes gru­

pos vinilo del protoporfirin6geno IX (Akht a r y Jordan, 1979; 

B o g o r ad , 1 9 7 6 ; B a t t e r s b y y M c Do na 1 d , 1 9 7 5 ) ( F ~~ ~I_:_J_:_}_:_) . 

En todos los tejidos estudiados la Coprogenasa se prese~ 

ta como una enzima mitocondrial (Batlle y col., 1965; Yoshinaga 

y Sano, 1980). 

Esta enzima fue estudiada en Ch.foJte.ffa vu.fgaJti -5 (Granick, 

1955); hemolizados de eritrocitos de aves (Dressel y Falk, 1956) 

Eu.g te.na gJtac.,Lt,L,:, (Granick y Mauzerall, 1958); hígado vacuno (Sa 

no, 1958; Porra y Falk, 1964; Yoshinaga y Sano, 1980); híg a do 

de rata (Batlle y co1., 1965; Eld e r y col., 1978; Grandcllamp v 
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bazo de rata (Kar dish y Woods, 19 80). 
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/ 
Hexagen 

p M p 

M p M p M p 

....,_ ---> 
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p p p p p p 

Coproporfirinógeno ll I Pentagen Isocoprogen 

Figura I.12.: Ruta normal para la decarboxila ci 6n enzi 
enzimática del uroporfirinógeno III en co 
proporfirinógeno III,en el sentido d e las 
agujas del reloj, ~niciandose sobre e l a­
nillo D del ciclo tetrapirrólico. 

En anim ales y plantas la reacción de decarboxilación ti e 

ne un requerimiento ab s oluto por o x ígeno molecular (Yoshinaga y 

Sano, 1980). Sin embargo , en bact e rias anaeróbicas, capaces de 

biosintetizar porfirinas, debe e xis tir un mecanismo alt e rn ativo 

para la conversión del coproporfirinógeno III a protoporfirina 

IX, que no sea dependiente del oxígeno molecular y que ll e ve a 

la formación del protoporfirinógeno. En efecto, Ehtesl1amuddin 

(1968) demostró en especies de P~ ~udomona~ la actividad d e un a 

Coproporfirinóg eno III oxidasa anaeróbica. Posteri o rm e nt e , Tait 

(1972) detectó actividad de Copro genasa e n Rp. ~ph e~alde~ . dond e 

la enzima pued e act uar en condiciones de aerobiosi s y anaerobi~ 

sis, utilizando par a este Gltimo caso un sistema constituido p or 
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ATP, magnesio y L-metionina, que actGe como aceptor de hidr6ge­

nos. 

COOH COOH COOH 
1 1 1 

CH
2 

CH2 CH CH2 
1 1 11 d 

HC C~ Hf HCOH CH Kf CH 

LH tl ... ti J2_JcJL 
N N N H N 

H H H 

CO PIWC: EN . --011-UEHJVJ\DO CIS-J\CHIL l'IWTOGEN 
DERIVADO 

Figura I.13.: Decarboxilaci6n del coproporfirin6geno III 
en protoporfirin6geno IX. 

Esta enzima es altamente específica para el coproporfir~ 

nógeno 111, ya que no utiliza coproporfirinógeno I ni coproporf~ 

rinógeno II como sustratos (Porra y Falk, 1964), por lo cual s6 

lo se encuentra en la naturaleza protoporfirina IX. 

I.2.2.7. Síntesis de protoporfirina: Protoporfirinó geno -O xidasa 

La Protoporfirin6geno IX Oxidasa o Protegen Oxidasa cat~ 

liza la deshidrog e naci6n del protoporfirin6geno IX a protoporfi­

rina IX (Proto IX), por pérdida de seis átomos d e hidr6geno ( !:._~ ­

gura I.14.). 

En 1973, Poulson y Polglase, postularon que un pi gme nt o 

detectado en S. ce!tevi.óiae, que presentaba una típica banda de 

absorci6n en el espectro visible a 503 nm por lo cual f u e d e­

signado con el nombre de P-503, era un posible int e rm e diario en 

la biosíntesis de protoporfirina IX. 

La Protogen-Oxi dasa purificada de levaduras (Poulson y 

Polglase, 1974) y de hígado de rata (Poulson, 1976) requier e o­

xígeno molecular. En E.óche.JtJ.dú.a cof,{., Jacobs y Jacobs (1975) mi­

dieron actividad aer6bica de esta enzima. Estos mis mos autores 

(1976) demostraron luego que esta reacción podía ocurr ir en co~ 

diciones anaeróbicas utilizando fumarato como aceptar alternati 
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vo de electrones. La oxidación anaeróbica del protoporfirinóge­

no está acoplada a la reducción del fumarato a través de inter­

mediarios de la cadena . de transport e de electrones, es p ec íf i ca ­

mente quinonas (J acobs y Jacobs, 1977 a, b; 1978). 
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Figura I.14.: Esquema de la formación de protoporfirina IX 
a partir de protop orfirinógeno IX. 
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El grupo de Poulson y Pol glase (1975) d ernostr6 qu e se 

trata de una proteína mitocondrial, s ulfhidríli ca y termo láb il. 

I.2.2.8. Síntesis de hemo: Ferroquelatasa 

Por cuanto el estudio de esta enzima constituye part e 

fundamental de este trabajo de Tesis, en II n os oc up aremos 

de la 'misri1a en mayor extetisi6n. 

I.3. REQUERIMIENTO DE HEMO POR MICROORGANISMOS 

I.3.1. Estudios nutricionales 

En 1903, Novy y Me Neal ( citado por Lwoff, 1951) es ta­

blecieron el r e querimi en to de sangre para cultivar los hemof la­

gelados TJt.ypavi o.6o ma f.e.w-l.6-l y T. bJt.u.c.e..i .. Desde ese primer culti­

vo ax~nico, se describieron diversos medios a base d e sangre p~ 

ra tripanosomátidos. 

En 1908, Nicole encontr6 el mismo requerimiento de cul-

tivo en Le.i.6hmania dovi ovani y L. :tJi.op,{,c.a (citado por Lwoff, 

1951). Lwoff (1951) sugiri6 que la hemina sería presumiblemente 

usada por los flagelados para la formaci6n de citocromos, dado 

que su respiraci6n se veía fuertemente disminuíd a luego d el ere 

cimiento con concentraciones limit a ntes de este fac tor y se res 

tauraba por la adici6n de hemina o protoporfirina IX. 

E n 1 9 3 8 , L w o f f d e m o s t r 6 q u e , p a r a T Ji ~f):J a v1 o 6 o m a e tw ::: ¿ l a 

sangre se podía sustituir por suero, hemina y ácido asc6rbico. 

Diversos autores (Adler, 1934; Senekjie, 1943; Senekjie 

y Lewis, 1945) crecieron T. c.Jtu.z,{, y Le.i.6hmaviüt sp. en medios 

conteniendo suero y exentos de constituyentes eritrocitarios. 

Lwoff (1951) sugiri6 que la hemin a, un componente obliga t orio 

de los medios para el c ultivo de tripanosornátidos, d ebía es tar 

presente en el suero usado por aquellos investigadores para 

permitir que los organismos en cuesti6n se d esarrol la se n. 

Ha e.moph ,i_lu.6 ,i.núlue.nzae. pu e d e usar h e min a o pr otoporfír_L 

na IX como factor de crecimiento, otras porfirinas no so n ef ec 

tivas (Granick y Gilder, 1947). Posteriormente, Hhite y Gra n ick 

(1963) encontraron que algunas cepas de H. ú1neue11 :: ac respuudí~111 
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sólo a hemina y aparentemente carecerían de Hemosintetasa (F e ­

rroquelatasa). 

Una cepa mutante de Staph yfoQOQCU6 au~eu6, var 571 , tam 

bien respondía sólo a hemina y no a protoporfirina IX (Je nsen y 

Thofern, 1964). 

Estudios nutricionales han demostrado qu e la hemina es 

un requerimiento estricto para el crecimiento de Lei6 hmania ta 

~entolae (Trager, 1957; Simpson, 1968). Gaughan y Krassner 

(1971) confirmaron los resultados de Simpson (1968), quien en­

contró una concentr ació n mínima requerida de hemina de 0,2 µg /m l 

para cultivos contínuos de Lei6hmania ta~entolae . Estos mismo s 

autores demostraron que: a) las porfirinas férricas catalasa y 

peroxidasa podían sustituir a la hemina, mientr as que e l cito­

cromo c era ineficaz ; b) tanto citocromo c como protoporfirina 

IX inhibieron el crecimiento de L. ta~entolae; c) el áci d o 6 -a­

minolevulínico fue incapaz de sustituir a la hemina; dado que 

el 3 H-ALA era capaz de penetrar en la célula, su inefectividad 

no se debía a un problema de impermeabili dad celular; d) se en­

contraban porfirinas libres (uroporfirina) en extractos de célu 

las de L.ta~ento lae 

Las dificultades aparecidas en la det ermin ació n de los 

factores de crecimiento para las especies patogénicas, ll evaron 

al empleo de trip anosomá tidos de insectos para estudios nutri ci~ 
nales. El cultivo de C.6a6QiQufata ,en ag u a peptonada contenie~ 
do hemina (Lwoff, 1933) contribuyó al establecimiento del primer 

medio definido para tripanosomátidos inferiores (Cowperthwa i t e 

y col., 1953). 

A pesar de que diversos tripanosomátidos d e insectos se 

mantuvieron en medios definidos, algunos de ellos son t a n exige~ 
tes como las especies patogénicas, creciendo solamente en medios 

adicionados de sangre. 

Todos los tripanosomátidos cultivados en me dio de comp~ 

sición definida presentan patron es nutricionales semejan t és : in 

capacidad de síntesis de novo de purinas y exigencia de hem i n a 

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

Los tripano somitidos in fectados con bact e rias si mbi on­

tes (Newton, 1957; Chang y Trager, 1974) representan un a excep­

ción con respecto al requerimiento de hemina.B la 6 tOQ~ ltl1ldl a 
QufiQi6 y C~ithidia onQopelti poseen entidades intrace l ul ares 
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conocidas como ''diplosomas" o "cuerpos bipolar e s" (Novy y Me 

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 inhibición de su síntesis proteic a con 

cloramfenicol (Zaitseva y Salicov, 1972, 1973). Chang y Trag e r 

(1974) confirmaron que los diplosomas de B. c..u.U.c..i.6 y los cu e rpos 

bipolares de C. ovic..ope..lti eran bacterias endosimbiontes. Indica 

ron asimismo que estos endosimbiontes suplirían a sus huéspedes 

con hemina y otros nutrientes esenciales. En 1975, Ch a ng y col., 

demostraron que Bla.ótoc..hithidia c..ulic..i.6 y C. ovic.. ope.lti (libres 

de simbiontes) requerían un mínimo de 0,1 µg/ml de hemina para 

su crecimiento, pudiendo ésta ser sustituída 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 p a to g énico Le.i .611mani a mcx i ca - . 

na amazone.vi.ói.6. La hemina aparece c o mo un factor de c r e c i miento 

esencial para los promastigotes de L.m . ama zone. n.6i6 E s te ha­

llazgo concuerda con las observaciones previas llevadas a cabo 

con las especies de tripanosomátidos no patogénicas b a jo condi­

ciones definidas (Newton, 1957; Chang y Trager, 1974; Tr a ger, 

1974) .Estos mismos autores demostraron asimismo que la tran s fo~ 

mación amastigote a promastigote sólo ocurría en presenc i a de 

hemina (10 µg/ml) o de suero fetal bovino (10%). Para establecer 

la especificidad de este requerimiento por hemina intent a ron 

reemplazarlo en el medio definido (Steiger y Steiger, 1976; 

Chang, 1983) empleado para el cultivo, por diversas me taloporf! 

rinas (Cu-, Mg-, Mn-, Ni-, Co-protoporfirina o cianocobalamina) 

o por otros compuestos relacionados estructuralme nte (protopor­

firina IX, deuteroporfirina, mesoporfirina). Como resultado de . 
estas experiencias se observó que sólo la protoporfirina IX 

(0,25 - 1 µg/ml) promovió la transforma c ión y cr e cim ie nto de 

Leishmanias tan eficientemente como la hemina. Sin e mbargo, se 

comprobó que este precursor del hemo, deficiente en hi e rro, e ra 

cito tóxico a concentraciones mayor e s (10 µg/ml). Estos hallaz g os 

confirmarían ciertos estudios prel i mina r es llevados a c a bo por 

Mela (1982) sobre el efecto de la concentración de h e mina en e l 

crecimiento de Le. i6hmani a me. xic..ana y L. donovani . 
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I.3.2. Actividades biosintéticas de hemo 

Los estudios en hemoflagelados parasíticos llevados a 

cabo con el objeto de correlacionar los experimentos nutricion~ 

les con la actividad biosintética de hemo son muy escasos. A e~ 

cepción de los resultados obtenidos por Chang y yol. (1975) so­

bre la actividad prácticamente despreciable de Deaminasa en T~~ 

pano6oma cono~hini,Lei6hmania ta~ento la e y cepas libres de sim­

biontes de C~ithidia oncopelti y Bla6 toc~ithi dia cul ici 6 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 enzimática de ALA-D en Lei6hmania mexicana ama zo nen6i6 

no se tiene conocimiento de otros estudios de medición directa 

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

I.3.3. Estructura fina de tripanosomátidos: posible relación con 

la biosíntesis de -heme 

La estructura fina de los tripanosomátidos ha sido des­

cripta por muchos autores. Se demostró que presentan en el cito 

plasma gránulos densos en electrones, designados como r e servo­

rios de productos metabólicos, cuerpos pigmentados, vesículas de 

inclusión, gránulos osmiofílicos, 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; O'Daly 

y Bretaña, 1976; Vickerman y Tetley, 1977). Dado que estos grá­

nulos están presentes en prácticamente todos los tripanosomáti­

dos ,posiblemente ellos jueguen un papel importante en el metabo 

lismo celular de e~tos microorganismos. 

El microanálisis por Rayos X de la energía di s persiva ~ 

sociado con la microscopía de transmisión electrónica f ue usado 

como una herramienta citoquímica para relacionar composición el~ 

mental con las características morfológicas (Sjostrom, 1976). La 

aplicación de esta técnica al estudio de los gránulos densos de 

He~petomona6 6amu e lp e66oai(tripanosomátida no pató ge no) demos­

t r ó q u e e 11 o s c o n t en í a n h i e r r o ( De Car v a 1 h o y De S o u z a , 1 9 7 7 ) . 

Se observó también que H.~amuelpe66oai crece pobrement e y pr e -

senta pocos gránulos densos cuando son transferidos a un medio 

de cultivo privado de hemina ("De Carvalh o y col., 1979). Basando 

se en estos hallazgos, estos mismos autores, estudiaron la acti 
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viciad de proteínas bisicas y de fosfatasa icida en los grá nul os . 

Interesantes resultados se encontraron en T. cyclop6 hallando 

se cuerpos pigmentados en el citoplasma sólo cuando el parásito 

fue cultivado en presencia de hemog lobina (Heywood y col. , 1974) 

Es posible que los gránulos densos de electrones representen una 

forma de almacenamiento de derivados tetrapirrólicos que puedan 

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

II.l. REACCION 

La enzima Ferroquelatasa (Hemosintetasa, Protoh e mo ferro­

liasa) (E.C. 4.99.1.1) cata liza la inserci6n de Fe
2
+ (hierro fe ­

rroso) en la protoporfirina IX para formar hemo (Figura _ Il~) 

V M 

V 

Hemo-S HEMO 
2+ 

... 
Fe 

M M 

p p 

Proto IX 

F . II 1 I -~ d 
2+ igura .. : ncorporacion e Fe en la Proto IX, 

catalizada por la enzima Hemosinte 

tasa (Hemo-S) 

11.2. FUENTES 

La presencia de Ferroquelatasa ha sido demostrada Jir e~ 

tamente en prep araciones libres d e células de una gran variedad 

de fuentes incluyendo diversos tejidos animales, tales corno er1 

trocitos de aves (Krueger y col., 1956); medula 6sea (Kasuga y 

col., 1954); reticulocitos (Clark y Walsh, 1959) ll ígndo , riñ 6 n 

y bazo (Lockhead y Goldberg, 1961) de mamíferos. S e h a d e mo stra 

do similarmente la presencia de esta enzima en plantas (Jl>ne~; , 

1968, 1983; Litle y Jones, 1970; Porra, 1975),asi c om o en leva­

duras y bacteria s (Porra y Jones, 1963 ; Jones y Jane s , 1970 a; 

Da i 1 e y , 19 7 4 , 1 9 7 7 , 1 9 8 2 ) . La enzima se ha medid o ta m b j é n e n e r 1 

trocitos de sangre humana patológic a: anemias hemo] ít ica s (Crins 

tein y col., 1959), anemia perniciosa, después de tratami e nt o 
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(Lochhead y Goldberg, 1961) y en varios otros des6rdenes hemato 

lógicos (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 leuc~ 

mía aguda pero no con leucemia crónica. Finalmente, la actividad 

de Ferroquelatasa fue demostrada y cara~terizada en sangre huma 

na normal (Langelaan y col., 1969). 

II.3. FORMACION NO ENZIMATICA DE HEMO 

La inserción de hierro en la protoporfirina IX par~ foE 

mar hemo pu~de ocurrir no ~nzimáticamente (Mauzerall y Granick, 

195 8; Heikel y co 1. , 1958; Tokunaga y Sano, 1966; Kassner y Wal-

chak, 1973). En particular, Kassner y Walchak (1973) han c uestio 

nado el rol de una enzima en el último paso de la formación de 

hemo ya que ellos observaron velocidades de formaci6n de hemo no 

enzimática que eran comparables y en algunos casos s uperiores a 

aquellas observadas con las·preparac:lones enzimáticas. Estos mis­

mos autores señalan que a menudo se incluye en las preparaciones 

enzimáticas detergentes, los cuales inhiben fuertemente la for-

maci6n no enzimática de hemo. Sin embargo, se demostr6 repetid~ 

mente que extractos de tejido catalizan la formaci6n de hemo a 

partir de hierro y protoporfirina bajo condiciones para las cua­

les ninguna reacci6n significativa ocurría sin material celular. 

Las actividades de los extractos eran lábiles al calor , depen­

dientes de la temperatura y exhibían un pH 6ptimo, es decir exhi 

bían el comportami ento clásico de una proteína enzimática. 

La aplicaci6n de métodos convencionales de p uri ficaci6n 

proteica y de fraccionamiento subcelular, permiti6 obten e r prep~ 

raciones con actividades espec íficas crecientes , no dializables 

y lábiles al calor, indic&ndo una vez más que la actividad cata 

lítica era dependient e de la proteína. Aún más, DaLley y Las ce ­

lles (1974) encontraron una mutante de S. it eh~onii la c ual edre 

cía de actividad de Ferroquela tasa de membrana y r e quería l1 emina 

para el crecimiento.Más recientemente, se encontró qu e Jos dnti­

cuerpos contra Ferroquelatasa bovin a purificada inl1ibi e ron la 

formación de hemo in vitho (Taketani y Tokunaga, 1982). En canse 

cuencia, las evidencias expe~imcntales avalan firm e mente el r e ­

querimiento de una enzima en el último paso de formaci6n de l1 e mo. 
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Se demostró que en la Protoporfiria Eritropoyética tanto en hu­

manos como en ganado bovino exi~te 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 formaci6n de he­

mo proceda normalmente bajo condiciones fisiológicas. Sin embar 

go, los estudios de Kassner y Walchak (1973) enfatizan la n ece­

sidad de realizar estudios controles para determinar la cont ri­

bución no enzimática a la formación de hemo. 

11.4. LOCALIZACION. EFECTO DE LOS LIPIDOS 

La Ferroquelatasa se localiza sobre el interior de . la 

membrana interna mitocondrial (Janes y Janes, 1969; Mac Kay y 

col., 1969). Muchas enzimas unidas a membrana muestran un requ~ 

rimiento por lípidos.En consecuencia no es sorprendente que los 

lípidos desempeñen un rol importante en la actividad de esta en 

zima. Mazanowksa y col. (1966) observaron que el tratamiento de 

mitocondrias de hígado de cerdo con acetona u otros solventes 

lipídicos resultó en una significativa pérdida de actividad de 

Ferroquelatasa la cual pudo restaurarse mediante la adición de 

una preparación cruda de lípidos. Estudios subsiguientes r e vel~ 

ron que la actividad enzimática se estimulaba por e l agregado de 

lípidos neutros, fosfatidiletanolamina y lípidos acídicos (Maz~ 

nowska y Dancewicz, 1970). Simpson y Poulson (1977), realizaron 

estudios con preparaciones crudas de Ferroquelatasa, libre de lí 

pidos, de mitocondrias de hígado .de rata y encontraron que el 

grado de reactivación, luego de la adición de ácido graso o de 

fosfolípido, estaba directamente rel aciona do con el grado d e in 

saturación del ácido graso y era independiente de la naturaleza 

de la cabeza polar del fosfolípido. En consecuencia , estos au t o 

res sugieren que la actividad de Ferroq~elatasa sería dependie~ 

te de la fluidez de la fase hidrofób ica, la cual aume nt a con el 

grado de insaturacion es. 

La enzima purificada de híg ado de rata contiene una can 

tidad considerable de ácidos grasos y la adición exógena d e los 

mismos estimula hasta 15 veces su actividad (Taketani y Tokunaga, 

1981). En contrast e, la Fe rroqu elatasa purificada de tejido bovi 

no no posee ácidos grasos ni fosfol ípidos y su actividad aumenta 

mucho menos por el agregado de lípid os exóge n os (Taketani y To­

kunaga, 1982; Dailey y Fieming~ 1983) . 
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Se desconoce la función precisa de los lípidos sobre la 

actividad de Ferroquelatasa. Podrían . servir como un medio de 

reacción para los sustratos facilitando la solubilización de la 

porfirina y/o la transferencia del ión metálico desde un en t or­

no a cu oso a otro menos o no acuoso. También podrían modificar o 

mantener la estructura de la enzima de manera tal que permanez­

ca en su conformación biológicamente más activa (Tak e tani y To­

kunaga, 1981). 

11.5. EFECTO DEL OXIGENO 

Muchos investi gadores han obse rva do el efectci inhibito­

rio del oxígeno sobre la actividad de Ferroquelatasa (Labbe y H~ 

bbard, 1960; Porra y Jones, 1963; Maz anowska y col ., 1966; Bar­

nes y col., 1972; Koller y col., 1976) . Se sugirieron tres pos~ 

bles causas del mismo: 1) inactivación de la enzima por oxida­

ción de grupos tioles esenciales (Labbe y Hubbard, 1960); 2) oxi 

dación del ion ferroso a ión ferrico,que no es sustrato de la 

enzima (Porra y Janes, 1963); 3) inhibición indirecta a través 

de la producción de un peróxido que podría oxidar una fracci ón 

lipídica, esencial para la actividad enzimática (Mazanowska y 

col., 1966). 

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

La Ferroquelatasa parece no poseer un requerimiento abso 

luto por algún cofactor. Sin embargo, Labbe y Niels en (1976) su­

girieron que el fosfato de piridoxal podría cumplir esta función 

dado que, aumentaba la actividad de Ferroq u elatasa, en rato n es 

mantenidos con una dieta deficiente en esa vitamina. Se enco n­

tró además que la actividad de Ferroquelatasa en sangre periféri 

ca en un paciente con anemia sensible a B6 estaba disminuída (V~ 

geler, 1967). Sin embargo, no se detectó disminución de la acti 

viciad de esta enzima en ratas mantenidas con una d ieta d ef icien­

te en piridoxina (Labbe y Nielsen, 1976). Por otra parte, no se 

ha podido demostrar que el fosfato de piridoxal aum e nta la acti 

viciad in vit~o (Labbe y Nielsen, 1976; Dailey, 1982; Daile y y 

Fleming, 1983). En consecuencia, el requerimiento de la F e rroqu~ 
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latasa por el fosfato de piridoxal aún es dudoso. 

II.7. SUSTRATOS 

La actividad de Ferroquelatasa puede medirse usando o­

tros compuestos diferentes de los sustratos naturales ión ferro 

so y protoporfirina IX (Froto IX). 

Zinc y cobalto pueden quelar enzimáticamente la porfir~ 

na (Labbe y Hubbard, 1961; Sinclair y col., 1979; Taketani y T~ 

kunaga, 1982) pero no ocurre lo mism o con el ión férrico (Porra 

y Jones, 1963). 

Otros buenos sustratos para la enzima que podrían reem­

plazar a Froto IX serían: deuteropor firina y mesop orfirina (La­

bbe y col., 1963; Porra y Janes, 1963); estos compuestos difi e ­

ren de la Froto IX en que los grupos vinilos sobre los anillos 

pirr6licos A y B se reemplazan por átomos de hídróg e no y grupos 

etilo, respectivamente. Las porfirinas en las cuales los gru-

pos vinilo se reemplazaron por ácido sulfónico o por grupos gli 

col (-CHOH-CH 20H) no actúan como sustratos y en cambio son inhi 

bidor es competitivos de la enzima (Dailey y Fleming, 1983). De 

acuerdo a sus estudios Honeybourne y col. (1979), sugieren que 

el mejor sustrato para la Ferroquelata sa , es uno en el cual no 

hay sustituyentes sobre los anillos A y B. La esterificación o 

sustitución de las cadenas carboxílicas laterales sobr~ los ani 

llos C y D de la Froto IX también llevaría a compu es tos que no 

son sustratos (Labbe y col., 1963; Porra y Janes, 1963~ Hon ey ­

bourne y col., 1979). Se sugiere en consecuencia, que los s u s ti 

tuyentes ácido-propi6nico podrían ser críticos en la formación 

de un complejo efectivo enzima-sustrato. 

II.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 purificación de esta e n zima es 

necesaria su solubilización de la membrana mitocondrial me di a nt e 

el _ empleo de un detergente, pero ha ocurrido con frecuenc i a que 
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la posterior eliminación del mismo, generalmente resultara en 

una inactivación de la enzima. Mailer y col. (1980) purificaron 

la Ferroquelatasa de hígado de rata por cromatografía de afini­

dad, hasta aparente hornqgeneidad, usando 2-vinil-4-3'-(N-3 11 ami 

nopropil)-acrilarnida deuteroporfirina corno ligando insolubiliza 

do. La Ferroquelatasa purificada presentó una única banda, en 

electroforesis en geles de poliacrilarnida con dodecilsulfato de 

sodio, de peso molecular aparente 63 KD. Sin embargo, la enzima 

purificada fue inestable, siendo su vida media de sólo 12 horas 

cuando se la almacenó con 2-rnercaptoetanol (a 4ºC ó a -2 0 ºC). 

En ausencia de 2-rnercaptoetanol, . la actividad enzirnitic a se pe~ 

<lió completamente dentro de las 12 horas. 

Mis recientemente, se empleó Cromatografía con Blue Se­

pharosa CL-6B para purificar la Ferroquelatasa de hígado de ra­

ta (Taketani y Tokunaga, 1981) e hígado bovino (Taketani y Toku 

naga, 1982; Dailey y Flerning, 1983). En estos estudios, se lo­

gró superar en gran medida la inestabilidad enzimática 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, respe~ 

tivarnente, sugiriendo así que la enzima de rata existe corno un 

pentirnero o corno un hexirnero (Taketani y Tokunaga, 1981). El p~ 

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 Flerning, 1983). A pesar de la similitud en los 

pesos moleculares de las enzimas bovina y de rata, las dos pro­

teínas eran claramente diferentes, ya que los anticuerpos produ­

cidos contra la enzicia bovina eran capaces de inhibir la activi 

dad de la misma pero carecían de efecto sobre la actividad de Fe 

rroquelatasa de hígado de rata (Taketani y Tokunaga, 1982). 

El peso mol e cular de la enzima bovina nativa d e t e rminado 

por filtración por tamices moleculares fue de 200 KD(Taketani y 

Tokunaga, 1982), su g iriendo una estructura oligorn~rica similar 

a +a de la enzima de rata. Este valor estaría de acuerdo con da­

tos anteriores del orden de 290 KD obtenidos para la Ferroquel a ­

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

La Ferroquelatasa purificad a 2.000 veces a p a rtir d e eri 

trocitos de aves, exhibió una sola banda en electroforesis de p~ 

liacrilamida y dodecilsulfato de sodio, con un peso rnole c uiar de 

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

Algunas evidencias sugieren que la Ferroquelatasa, al i 

gual que el ALA-S, podrían estar sujetas a una regulación nega­

tiva por feed-back provocada por el hemo. Jones y Jones (1970 b) 

demostraron que el hemo ( > 1 µM) inhibió la actividad de Ferro­

quelatasa en mitocondrias sonicadas de hígado de rata. En mito­

condrias intactas de hígado de rata, Koller y Romslo (1977) en­

contraron que la velocidad de formación de deuterohemo disminu­

yó después de aproximadamente 20 minutos de incubación. Tenien­

do en cuenta, que el deuterohemo endógeno sintetizado aparente­

mente no atraviesa libremente hacia el exterior de la membrana 

interna, estos autores sugieren que la disminución en la veloci 

dad de formación de deuterohemo se debe a una inhibición por 

producto de la Ferroquelatasa. 

El hemo podría regular la actividad de Ferroquelatasa 

mediante la inhibición de la enzima y/o mediante la regulación 

de la concentración de sustratos para la misma. Se encontró que 

el hemo exógeno reduce marcadamente la disponibilidad d e hie­

rro para la Ferroquelatasa en mitocondrias intactas de hígado 

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

Dailey y Fleming (1983) encontraron que el hemo ( > 40 µM) 

era un inhibidor no-competitivo resp ecto del hierro de la Ferro 

quelatasa bovina purificada, Agregado a ésto, Koller (1979) de­

terminó que el hemo (> 1 µM) inhibió la captación de d euter opo~ 

firina IX en mitocondr ias aisladas de hígado de rata y postuló 

que el hemo podría regular, aunque sea en parte, la actividad d e 

Ferroquelatasa, mediante el control de la unión de la porfirina 

a la mitocondria. 

El estudio de la regulación de la Ferroquelatasa por h~ 

mo es complicado, debido a las propiedades coloidales de la he­

mina. El hemo, a pH fisiológico y concentraciones ma yores que 

0,1 µM, esti principalmente en la fo rma de un oxodímero, Fe-0 - Fe , 

donde los dos átomos de hierro están unidos a través de un pue~ 

te oxígeno. Estos dímeros forman grupos de peso molecular 50 KD, 

o más, y no son dializables. En con secuencia, los resultados ob 

tenidos pueden v erse rtotableme1;1- t e afectados 

disolución e incubación (o administración) 

según la manera de 

del hemo. De todas 

forma s, t o daví a n o está d e f ·inid o s i ex ·i s te o no c'n 1•c' 1
1

<1 1111 ;1 V<'r 
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Incluso, de existir un rol regulatorio del hemo sobre la activi 

dad de Ferroquelatasa, su importancia sobre la regulación del 

camino biosintético total del hemo es incierta (Cole y Marks, 

1984). 

II.10. INHIBIDORES; DDC Y GRISEOFULVINA 

El DDC (3,5-dietoxicarbonil-1-4-dihidro-2,4,6-trimetil 

piridina) y el agente antifúngico, griseofulvina ejerc e n su efec 

to porfirinogénico, por lo menos en parte a través de la inhibí 

ción de la enzima Ferroquelatasa. 

En 1963, Onisawa y Labbe, encontraron que el DDC inhi­

bía la Ferroquelatasa hepática en ratones. Este efecto inhibito­

rio se observó luego en otras especies (Tephly, 1971; Anderson, 

1978; Cole y col., 1979; Rifkind, 1979; Cole y col., 1981 a) p~ 

ro el mecanismo a través del cual el DDC causa la inhibición de 

la Ferroquelatasa sólo se elucidó recientemente. Se encontró 

que el DDC provoca la acumulación de un pigmento verde (T e phl y 

y col., 1979) identificado como N-metilprotoporfirina (De Matteis 

y col., 1980; Ortiz de Montellano y col., 1981), el cual es un p~ 

tenbe inhibidor de la Ferroquelatasa (Tephly y col., 1979; De 

Matteis, 1980; Dailey y Fleming, 1983). La fuente d e l sustitu­

yen te N-metilo de la N-metilprotoporfirina se encontró que era 

el grupo 4 metil del DDC. 

La griseofulvina también ejerce un efecto inhibitorio 

sobre la Ferroquelatasa hepática de roedores (De Matteis y Gibbs, 

1975) .Sin embargo,no se observa esta inhibición ni e n e mbriones 

de pollo ni en sistemas de cultivo de hepatocitos (Cole y col., 

1981 b). 

II.11. EFECTO DE METALES. METALQUELATASAS 

La inserción enzimática de un metal en la porfirina li­

bre es uno de los pasos aceptados del camino biosintético de lo s 

tetrapirroles. S e han llevado a cabo diversos e stud i os sobre la s 

velocidades de incorporación de metales en las porfirinas, tan­

to en modelos no enzimáticos como e n sistemas enzi máti c os. Como 

ya hemos mencionado,el estudio de la quelación en z imática de me 
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tales por porfirinas e s complejo d a do que la velocidad no enzi 

matica es frecuentemente significativa y dependient e de las con 

diciones experimentales . 

Se han detectado enzimas . que catalizan esta etapa en 

cerdo e hígado de rata; eritrocitos de aves, levaduras y diver­

sos microorganismos. Los datos en plantas Buperiores son limita 

dos; Goldin y Litt1é (1i9.'Q:9J han aportado alguna información so­

bre una metalquelatasa de cebada y Janes (1967, 1968) ha des­

cripto una Ferroquelatasa de espinaca. 

Hemos visto que la enzima que cataliza la ins e r c ión del 

hierro en la protoporfirina se clasifica como una Proto hemo-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 formación tanto de 

cinc-como de hierro-porf i rinas. Dado que no ha sido est a blecido 

inequívocamente que una única enzima catalice ambas reacciones, 

el término "actividad de Zn-quelatasa", ha sido usado para desi_g_ 

nar . la actividad observada cuando Zn y protoporfirina sirvieron 

como sustratos. En tanto que el término "actividad de Ferroquel~ 

tasa" ha sido empleado cunndo se estudió la inserción de hierro 

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

Labbe y Hubbard (1961), estudiaron la especifi c idad me­

tálica de la quelatasa hierro-protoporfirina de hígado de rata. 

La conversión de hierro y protoporfirina en hemo, se demostró es 

f ' . 1 . d F Z+ d . pectro otometricamente. A tas concentraciones e e pro u]eron 

inhibició~,probablemente a través de una reacción con los grupos 

sulfhidrilos. El Coz+, se comportó en forma similar al Fez+ y 

los experimentos de dilución isotóp ica indicaron que e l Coz+ y 
z+ el Fe se utilizaron a través del mismo mecanismo enzimático . 

. , , 1 . . , d d 5 l¡ Z+ Tambien se compraba a incorporacion e trazas e Mn en pro-

f · · 1 M Z+ ' . h. b . ..li d 1 topor irina, aunque e n se comporto como un in i iuor e a 
z+ enzima. El Mn . aparentemente no reaccionó con los g rupos sulfhi 

drilos, sino que inhibió no competitivament e con resp e cto al 

Fez+ Snz+ no fue utilizado por la enzima, ni inhibió la a ctivi 

dad de 

(Mgz+, 

la misma. Sin embargo, todos l os otros metales ens a yados 

coz+, Niz+, Cdz+, Pbz+, cuz+, Mnz+, Znz+, Hgz+) f u e ron 

z+ z+ 
inhibitorios. Tanto Fe como Co , inhibieron la actividad de 

Zn-quelatasa. 
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Neuberger y Tait (1964) detectaron la enzima Zn-proto­

porfirina quelatasa en cromatóforos de Rhodop~eudomona~ ~phe~o{ 

de~ . Las Zn-protoporfirina quelatasas están también presentes 

en mitocondrias de hígado de cobayos y en hígado, corazón y ri­

ñan de conejo. La enzima de Rp. ~pheno~de~ es específica para 
. 2+ 
iones Zn . De las sales probadas como inhibidores, sólo aque~ 

llas 2+ 2+ 2+ 2+ 
con iones Cu , Co Mn y Ca son activas. 

La Ferroquelatasa particulada de Rp. ~phenoide~ no es 
'f" d ·1· 2+ , 2+ ~ especi ica, pues pue e uti izar Co o Fe ; tambien se han rea 

!izado estudios con zn
2+ (Johnson y Jones, 1964; Neuberger y 

2+ 
Tait, 1964) y Cu (Janes, 1967). Jones y Jones (1970) han con-

firmado estos datos, encontrando baja actividad de metal-quela­

tasa con Ni
2+ y Mn

2+. Estos metales ftieron ademas mutuamente corn 

petitivos para la Ferroquelatasa. Al probar varios sustratos me 

talicos sobre un amplio rango de concentraciones, estos autores 
2+ 2+ 

demostraron que altas concentraciones de Zn pero no de Co 
3+ 2+ 

fueron inhibitorias para la enzima de Rp. ~phenoide~. Fe , Mg 

y Sr
2+ no fueron incorporados ni se consideraron inhibidores de 

2+ 
la acción de la quelatasa; pero el Cd que tampoco fue incorp~ 

rado, inhibió en cambio la incorporación de otros metales. 

Como resultado de diversos estudios de competición entre 

diferentes sustratos metálicos, Janes y Jones (1969), concluye­

ron que la misma enzima fué la responsable de la incorporación 
2+ 2+ , 2+ 

de Fe , Zn o Co en mitocondria de hígado de rata. Porra y 

Ross (1965), sin embargo, encontraron que en Clo~tnidium tetan~ 

mo~phum, una bacteria que sintetiza vitamina B12 pero no hemos, 

1 . d . . , d 2+ d. 1. las ve oci acles de incorporacion e Co exce ieron amp iamente 

las velocidades de incorporación de Fe
2+, sugiriendo la prese~ 

2+ 
cia de una Co -quelatasa específica. 

Janes y Jones (1970 a), postularon la correlación en tre 

las propiedades físicas de los iones metálicos y sus velocidades 
, -~ 2+ 2+ 1 1 " d de incorporacion. Con la excepcion de Fe y Co , as ve oc i a 

des fueron aproximadamente del mismo orden que las descriptas p~ 

rala foTmación no enzimática de metaloporfirinas. Con 
2+ 

iones metálicos las velocidades medibles fueron Cu 

los demás 
2+ 

> Zn > 
2+ 2+ 2+ .2+ 2+ . 

Mn > Co > Fe > Ni > Cd (Fleischer y col., 1964; Philli 
2+ 2+ 2+ . 

ps, 1967). Aunque Mg , Co y Fe pudieron ser incorporados no 

enzimaticamente en un entorno no acuoso, sólo se detectó ligera 

incorporación en condiciones fisiológicas acuosas, lo cual sugi 

rió que el sitio activo de la enzima podría proveer de un entor 
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no hidrofobico para el paso de la quelación. 

Recordemos que Sawada y col. (1969) hallaron evidencias 

de que los fosfolípidos serían importantes para la actividad de 

la Ferroquelatasa. 

Janes y Janes (1970 a) mencionan también que, a bajas v~ 

1 . d d d. 1 2+ ~ oc1 a es en un me io acuoso, e Cd podria ser incorporado no 

enzimáticamente en las porfirinas y podría actuar como un inhi­

bidor competitivo de los sustratos normales en reacciones cata­

lizadas enzimáticamente. 

I ~1· 1 .2+ M 2+ ones meta 1cos ta es como Ni y n , incorporados a 

bajas velocidades, fueron también inhibidores de la incorporación 
2+ 2+ 

de Fe y Co 

Pareciera ser, que uno de los problemas que todos los 

organismos tienen que resolver es el de mantener todos los io-
2+ 

nes metálicos excepto Fe , lejos del sitio de acción 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 podrían haberse formado no enzimaticamente. 

Taketani y Tokunaga (1981), demostraron también la inhi 

bición de la actividad enzimática de Ferroquelatasa de mitocon-
• 

dría 
2+ 

Cu 

C 2+ 2+ Pb2+ de hígado de rata por metales tales como o , Zn , 

6 Mn 
2+ 

En consecuencia, parecería que la capacidad para formar 

diferentes metaloporfirinas, varía entre especies y podría estar 

vin~ulada a la capacidad para sintetizar tales complejos metal­

tetrapirroles, como clorofilas y vitamina B 12 , así como los pi~ 

mentos del hemo más comunes (Johnson y Janes, 1964). 
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III. LOS PARASITOS 

III.l. CLASIFICACION 

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

orden Kinetoplastida y está compues ta por protozoarios flage l a ­

dos que poseen una única mitocondri a, que recorre toda la exten 

sión de la célula y en la cual se localiza el cinetoplasto com 

puesto por una red de fibras circul ares de DNA unidas ent re sí 

(Hoare y Wallace, 1966; Simpson, 197 2; Vickerman, 19 76; Camargo , 

1979; Levine, 1980). 

III.2. FORMAS MORFOLOGICAS 

En función de la ausencia o presencia de flagelo y mem­

brana ondulante así como del punto de origen del flagelo y d e la 

posición del cinetoplasto relativa al núcleo se caracterizaron 

las formas promastigote s, opimastigotes, epimastigotes, tripoma~ 

tigotes, coanomastigotes, amastigotes, paramastigot es y esfero­

mastigotes en los trip anos omátidos (Hoare y Wallace, 1966; Vi­

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

La ausencia de las diversa s formas en la familia Tr ypa ­

nosomatidae se muestra claramente en la Tabla III. 2 . 

III.3. Familia Trypanosomatidae 

Los géneros Leptomona.6, Ph ytomona.6 , Lei.6hmania , H e~pet~ 

mo na.6, C~ithidia, Bla.6 to c.~ithidia, Rhync.oido mo na.6, E ndot~ upa irn. m 

y T~ypano.6oma pertene cen a la famil ia Trypanosomatidae ( Vicker­

man, 1976) (Tabla III.l.). 

De gran importancia médica y económica son los gé n e ro s 

Lei.6hmania y T~ypano.6oma, debido a la existencia d e especies p~ 

togénicas para el hombre y para los anima l es domésticos. Ambo s 

géneros están constituídos de paras itos digenéticos de vertebra 

dos e insectos (Camar go, 1979). 

Los gén eros Leptomona.6, H e~petomona.6 , C~ith i dia, BCa.6t~ 

c.~ithidia y Rync.h oidomona.6 son mono genéticos y son c asi excl u si 
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vamente parásitos de insectos. 

El género Phytomona~ está constituído de parásitos dig~ 

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

El género Endot~ypanum es también digenético y es el ú­

nico Kinetoplástida intrae ritrocítico (Molyneux y Ashford, 1983) 

III.4 . GENERO C~ithidia 

Este género comprende parás itos monogenéticos de insec­

tos, principalmente dípteros, hemípteros e himen6pteros (Camar­

go, 1979) .Los parásitos se localizan generalmente en el intesti 

no de los insectos . 

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

con un flagelo libre es una definic i6n del género (Tab l a III.2 .) . 

Algunas especies poseen bac terias 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 Camatgo, 1982). 

Su fácil cultivo, su importancia como modelos para los 

pat6genos de vertebr ados y su conveniencia para la experimenta ­

ci6n efectiva de agentes quimioterap éuticos ha motivado exten­

sos estudios sobre los requerimientos nutricionales de C~itltidia 

y sobre su bioquímica (Me Ghee y Cosgrove, 1980). 

III.5. GENERO T~lipano~oma 

Por razones relacionadas tanto a las enfermedades que 

causan como a sus características morfol6gicas y b ioq uímicas, el 

género T~ypano~oma puede clasificarse de la siguiente manera 

(Tabla III.3.). 
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El ejemplo más importante de los tripanos omas ster co r a ri an 

es el T~ypano~oma c~uzi que causa la enfermedad de Chagas en el 

hombre. Dentro de los tripanosomas salivarían (principalment e a 

fricanos), T. b~uQei ~hode~¡en~e y T. b~uQei gambie n~ e ca usan la 

enfermedad del suefio en el hombre y T. b~ucei b~ucei, T. b~ucei 

congolen~e, T. b~ucei vivax y T. b~ucei equipe~dum provocan la 

tripanosomiasis del ganado (nagana y enfermedades similares) . 



Tabla 111. l.: Clasificación de los Kinetoplástida 

Reino 

Subreino 

Phylum 

Subphylum 

Clase 

Orden 

Suborden 

Familia 

Genero 

PROTlSTA 

1 
PROTOZOA 

1 --- ~, 

Apicomplexa Sarcomastigophora Microspora Ciliophora 

1 
l 

Opalinata Mastigophora Sarcodina 

1 
1 1 

Phytomastigophorea Zooma,tigophorea 

Kinetoplastida 

1 
1 

Bodonina Trypanosomatina 

1 

1 1 1 1 ~ 1 1 1 ' 
CJU,th,i.clla Leptomoncv.i He.Jtpetomoncv.i Blcv.itoc..JU.,t}úclla T~ypano~oma Phytomoncv.i Le.i-6hmarU.a Endo~ypanwn Rhyneho¡domoncv.i 

Trypanosomatidae 

1 

~ 

o 



fl 

a b e d 

e g h 

Figura 111.1.: Configur ación d iagramática 
de tipos morfológicos de 
Trypanosomatidae ( x 1300). 
(a) Promastigote, (b) Opis 
tomastigot e , (c) Epimasti= 
gote, (d) Tripomastigote, 
(e) Co anomas tigote, (f) A­
mastigot e , (g) Paramasti go 
te, (h) Esferomastigote. -
fl = fl aBelo , N = nG cleo , 
K = Kin etoplasto . 

Las formas morfológicas características so n: tripomast i 

gotes, que se enc u entran en la sangre y tejidos d e hu éspedes v e~ 

tebrados y las formas epimastigot es, localizadas e n e] v ec tor in 

vertebrado. Sin e mba rgo , existen otras configuraciones como a mas 

tigotes y mis raramente, promasti gotes . Las formas i n fec tiva s q u e 

se producen en el vector se cono cen como met ac í clicas y son d e 

configuración tripomastigote. 
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Tabla 111.2.: Ocurrencia de -mastigotes en géneros de Trypano­

somatidae 

Pro- Opisto- Epi- Tripa- Coano- A- Para- Esfe ra-

Le.ptomonM * * 
C!ÚthJ..CÜa. * * 
HeApe.tomon.M * * * 
BlM to c.JÚtfúcüa. * * * 
Rhyn.c.hoidomo n.M * 
En.do:Otypa.n.um * * * * 
Phytomon.M * 
T Jtypa.n.0-6 o ma. * -Je * * * 
L w hma.n.ia. * * * 

La transmisión a los huéspedes vertebrados se produce a 

través de la incoculación durante el proceso de alimentación del 

vector o por la contaminación de las membranas de la pi e l o mu e~ 

sas con heces conteniendo tripanosomas metacíclicos infectivos. 

Los vectores son artrópodos hematófagos (insectos y arac 

nidos). 

La reproducción en el huésped vertebrado es por una va­

riedad de diferentes métodos de división celular; se piensa que 

no ocurren procesos sexuales en el vert e brado, pero recientes e~ 

tudíos usando ísoenzímas sugerirían que los tripanosom a s son di 

ploides y ocurriría un i ntercambio de información gené_tica en el 

vector (Molyneux y Ashford; 1983). 
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Tabla 111.3.: Clasificación del género Tnypan.o~oma 

Género 

Sección 

Subgénero 

Especies 

Representativas 

Tnypavw~oma 

1 
Stercoraría Sali~aría 

Mega,tJi.ypan.wn He.npeA:Moma Sc.YúzotJtypan.wn Vu.fton.e.lla Nan.n.omon.M Tnypan.ozoon. Pyc.n.omon.M 

T. ( M. ) :thill~ l T. (H. J lew-Ui T. (S. ) c.nuzi 

T. (H. ) mM c.uli 

T. ( H . )!¡an.g e.li 

T. (V. J un.lüotw1e. T. ( N. J c.on.gole.!:_ T. (T. ) bnuc.u T. (P. ) ~u,.0 

T. (V. J vivax ~e. T. tT.) b. bnuc.u 
T. ( N.) ~imiae. T. (T. ) b. Moduie.M e. 

T. (T. ) b. gambie.M e. 

T. (T.)e.quipe.ndum 

T. (T.) e.vaMi 

.¡:... 
w 



IV. Tnypano6oma cnuz i 

IV.l. ENFERMEDAD DE CHAGAS 

IV.1.1. Consideraciones generales 

La enfermedad de Chagas lleva este nombre en homenaje a 

Carlos Chagas quien descubri 6 el or g anismo causal, Tnv pano 6oma 

(Schi zotnypanum) cnuzi (Chagas, 1909). A este protozoario, des­

cubierto en Minas Gerais, Brasil, mientras observaba el conteni 

do intestinal de un insecto hematófago de la familia Ruduvidae: 

Pa6tnongilu6 megi6tu6, Chagas lo denomin6 Tnypano6oma cnuz .l co­

mo reconocimiento a su maestro Oswaldo Cruz. 

El parásito difiere marcadamente de los tripanosomas a­

fricanos. Además de las formas sanguíneas tripomastigotes, que 

no se dividen, hay pseudocistos en los tejidos conteni e ndo masas 

de amastigotes. La mayor parte de la patología es el resultado 

de los efectos de estos pseudocistos sobre las células muscula­

res de sus huéspedes. 

Las inv estigaciones de Chagas crearon las bases de los 

conocimientos actuales sobre la etiología, clínica y ep idemia-

logía de esta tripanosomiasis (Chagas, 1911). Des c ribi6 el org~ 

nismo responsable y los insectos vectores, identific6 uno de los 

huéspedes reservorios y sugiri6 algunos de los síntomas c línicos 

asociados con la enfermedad. 

En 1980, la Organizaci6n Mundial de la Salud, basándose 

en la distribuci6n del vector, estim6 que 35 millones de perso­

nas estaban expuestas a la infecci6n. 

La enfermedad de Chagas, está reconocida como una de las 

causas más important es de morbilidad y mortalidad e n Am é rica del 

Sur y Central. 

El T. enu zi tiene afinidad por el mGsculo ca rdíaco y por 

las células nerviosas del plexo me se ntéri co , provo ca nd o e n este 

Gltimo caso dilatacion es patol6gicas (megaes6fago y meg<Jco10 11 ). 

La enfermedad se inicia en forma aguda y posteriormente 

pas a a formas cr6nicas. Sin embargo, se carece ha s ta e l pr ese nt e 

de drogas enterament e co nvenientes para curar esta co nd ici 6n eró 

nica. Los vectores son relativamente resistentes a insecticidas 

or ganoclorados y además l~ aplicaci6n y provisi6n de los mismos 

son a lternativ as r e lativamente costosas, considerando que vivi e n 

4 4 



das de bajo nivel socio-económico son excele ntes habitats 

estos insectos. 

para 

En la actualidad se realizan grandes esfuerzos para co~ 

trolar la enfermedad de Chagas a través de programas nacionales, 

que consisten en la desinfección domiciliaria, particularmente 

de ranchos y otro tipo de locales precarios, en el mej oramient o 

de las viviendas, en la educación popular y en el desarrollo de 

compuestos activos contra el T. Q~uzi. 

IV.1.2. Distribución 

T. Q~uzi se encuentra ampliamente distribuído e ntre las 

latitudes 40 º Norte y 40 ºSur, en América del Sur y Central y 

en algunos de los estados del Sur de los Estados Unidos. Su iden 

tificación en huésped es mamíferos se ex tiende desde Maryland (Es 

tados Unidos) al norte, hasta Argentina y Chile, al sur. En prá~ 

ticamente todos los países de Amér ica del Sur y Central se han 

confirmado parasitoló gic amente casos autóctonos. Sin embargo, 

las infecciones en animales están más extendidas que en hum anos. 

Organismos de tipo T. Q~uzi existen también en algunas islas d el 

Caribe y al Sur de los Estados Unidos, pero se carece de pr uebas 

parasitológicas de enfermedad humana mas al norte de Méjico. 

IV.2. BIOLOGIA CELULAR 

IV.2.1. Organismos. Formas desarrolladas 

En T~ypano~oma Q~uzi se identificaron tres formas morf~ 

lógicamente distintas : amastigote, epimastigote y tripomastigo­

te. 

- Amastigote: Se la conoce también como esferomastigote, micr o­

mastigote, forma aflagelada o forma leishmania. Ho are y Wall~ 

ce (1966) designar on con el nombre de amastigote a la forma mul 

tiplicativ a intracelular de T. Q~uzi en el mamífero. Sin e m-

bargo, existen observaciones con microscopía electrónica y de 

contraste de fase que indicarí an que estas formas presentan un 

corto flagelo, prefiriéndose en consecuencia, el nombre de es 

feromastigotes (Meyer y De Souz a, 1976). 
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Epimastigotes: Se localizan en el intestino del huésped inver 

tebrado. Cuando T. Q~uzi se mantiene en cultivos acelulares, 

estas formas se observan en la fase logarítmica de crecimien­

to. Asimismo pueden también encontrarse durante el final del 

ciclo intracelular, cuando los esferomastigotes se tr a nsform a n 

en tripomastigotes o cuando en el comienzo del nuevo ciclo , o 

curre la transformación inversa (Meyer y De Oliv eira , 1948) 

Son organismos alargados, de 20-40 µm de largo. Tienen flage­

lo libre en la posición extrema y el cinetoplasto está locali 

zado anterior al núcleo. Son capaces de dividirse. 

- Tripomastigotes: Estas formas miden aproximadamente 25 µm de 

largo y 2 µm de diámetro. El cinetoplasto está situado ~n la 

región posterior al núcleo. Se observan en: a) células de los 

tejidos y sangre de los huéspedes mamíferos (forma circulante), 

b) intestino posterior, heces y orina del huésp ed invertebrado 

(forma metacíclica), c) en cultivos axénicos (fas e estaciona­

ria de crecimiento) y d) en cultivos celulares (fase líquida) 

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

IV.2.2. Ciclo de vida 

El ciclo biológico de T. Q~uzi se inicia cua ndo los hués 

pedes invertebrados (usualmente in sectos hematófagos pertenecie~ 

tes a las familias Hemiptera y Ruduvidae, tales como Rhodi11 u~ 

p~olixu~, T~iatoma in6e~tan~, Pan~t~ongylu~ megi~tu6, y otros) 

se alimentan mediante la ingesta de sangre de los huéspedes ver 

tebrados infectados. 

Los vectores se infectan y las formas sanguíneas 
. . 
inger~ 

das evolucionan a través de su tracto digestivo. En el estómago 

del insecto la mayorí a 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 fisión 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 tr! 

pomastigotes metacíclicos infectantes, que se eliminan por las 

heces (Días, 1934; Brack, 1968; Brener, 1973; Brener y Alvaren­

ga, 1976; Zeledon y col., 1977) 

A través de lesiones en l a piel o de membr anas muco s as 
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normales estas formas metacíclicas son capaces de penetrar en 

las células de los vertebrados dond e se transforman en amastig~ 

tes, que se multiplican por fisión binaria, diferenciándose en 

tripomastigotes. Estos flagelados recientemente formados, son 

liberados de las células parasitadas, en el espacio intercelu­

lar; pueden alcanzar la c orriente sanguínea y luego de circ ular, 

por un cierto período de tiempo, penetrar en otras células d el 

huésped para llevar a cabo un nuev o ciclo tisular o quedan li­

bres para ser ingeridos por otro insecto hematófago. 

IV.2.3. Superficie celular 

La membrana plasmática y cubiertas externas tienen funda 

mental importancia en la interacción parásito-huésped. 

En la mayoría de las células eucariotas los microtúbulos 

y los microfilamentos están asociado s con la membrana plasmática 

(Weatherbee, 1981). Sin embar8o,en ningún otro tipo de cé lul as 

esta asociación es tan fuerte como en los tripanosomátidos dond e 

estos dos componentes de la superficie celular (membrana plasm! 

tica y microtúbulos subpeliculares) permanecen asociados inclu­

so después de la lisis del protozoo y aislamiento de la fracción 

enriquecida en membranas. 

IV.2.3.1. Membrana plasmática 

La membrana plasmática de T. c4uzi esta compuesta de pro 

teínas, lípidos y carbohidratos, formando el glicocalix. Estu­

dios citoquímicos y con microscopía electrónica, muestran que el 

glicocalix est~ presente en todos los estadías del ciclo de vi­

da de T. c4uzi, incluso en las formas intracelulares (De Souza 

y Meyer, 1976). El estudio de la superficie celular d e T. C4UZ{ 

con lectinas provee datos que muest ran la exi sten cia de di feren 

cías cualitativas y cuantitativas en los carbohidratos ex puest os 

sobre la superficie celular del parásito en los di versos esta­

días de su ciclo de vida (Alves y Colli, 1974; Chiari y c ol., 

1978; Arauja y col., 1980; Szarfm an y col., 1980; Pereira y col., 

1980). También se estudió la aglutinación inducida por lec tina s 

en varias cepas de T. c4uzi y similares (Schottelius, 1982). 
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IV . 2 . 3 . 2 . _C_a_r_,..g_a_d_e __ s_u_._p_e_r_f_i_c_i_· _e 

La presencia de sitios aniónicos sobre la superficie de 

T. Q~uzi se demostró mediante el empleo de hidróxido de hierro 

coloidal y partículas de ferritina cation izada (Martínez Palomo 

y col., 1976; De Souza y col., 1978). Los datos bioquímicos así 

como la aglutinación de T. Q~Uzi por la lectina de L imulu~ polu 

phemu~ y por la aglutinina de g~rmen de trigo, también indican 

la presencia . de ácido siálico sobre su superficie (Pereira y 

col., 1980). 

IV.2.3.3. Cubiert a celular 

Se demostró por microscopía elec trónica la presencia de 

material electrodenso sobre la un idad de membrana de la familia 

Trypanosomatidae.Esta es tructura, denominada cubierta celular, 

es más evidente en las formas sanguíneas tripomastigotes qu e 

pertenecen a los subgéneros T~ypano~oon y Nanomona~, donde al-

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

La cubierta superficial se pierde en cultivos acelulares 

y después que el parásito entra al vector para un desarrollo cf 

clico. Sin embargo, reaparece cuando los parásitos se transfor­

man en las formas metacíclicas en las glándulas salivales del 

huésped invertebrado. 
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Por microscopía electrónica se ha observado que la cubie~ 
ta superficial de los tripomastigotes sanguíneos es tá formada 

por 5 a 10 millones de moléculas de una glicoproteína superfi­

cial variable (VSG). Las VSG forman una monocapa sobre la mem-
s 

brana plasmát ica , que constituye una barrera física para pr ev e -

nir a los antígenos comunes d e la membrana contra los anticuer-

pos del huésped (De Souza, 1984). 

IV.2.3.4. Lisis del T~ypano~oma Q~uzi 

Los epimastigotes de T. Q~Uzi se lisan al incubar1os en 

presencia de suero de mamífero, mientras que los tripomastigot e s 

(tanto de cultivos axénicos, de cultivos d e tejido, co mo de la 

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

gueira y col., 1975) 



Se demostr6 que esta lisis está mediada por un cami no 

alternativo del complemento (Nogueira y col., 1975). Teni e ndo 

en cuenta que la lisis mediada por complemento involucra princ! 

palmente la participaci6n de la superficie celular del parásito, 

es posible que la susceptibilidad de los epimastigotes y tripo­

mastigotes de T. chuzi a este tipo de lisis refleje dif e rencias 

de sus propiedades de superficie. 

IV.2.4. Microtúbulos subpeliculares 

Se designa como microtúbulos subpeliculares a la capa de 

microtúbulos, característica de los protozoos tripanosomátidos, 

que se localiza por debajo de la membrana plasmáti ca . Se demos­

tr6 que los microtúbulos están conectados entre sí y con la me m­

brana plasmática, a través d e cortos filamentos, de n aturaleza 

aún desconocida (Hunt y Ellar, 1974; De Souza, 19 7 6; Dwyer, 

1980). 

E 1 a n á 1 is is de secciones t r a ns versa 1 es de diferentes· re -

giones de la forma tripomastigote de T. chuzi mostr6 que los m! 

crotúbulos están regularmente espaciados. Se observ6 además, que 

su número está relacionado con el diámetro d e la cél ula y qu e v~ 

ría de acuerdo al estadía 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 invaginaci6n llamada bolsillo flag~ 

lar. 

El fla gelo de T. ChUZi generalmente está unido al cuerpo 

basal. Aunque los tripanosomátidos tienen s6lo un flagelo, po­

seen dos cuerpos basales localizados muy cerca , y compuestos de 

nueve tri p 1 et es de micro tú bu 1 os . Los cuerpos basa 1 es de T . e tu t : i 

y otros tripanosomátidos no migran durante la divisi6n celular 

(De Souza, 1984). 
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IV.2.6. Mitocondri a-cinetoplqs to 

El Thypano~ oma chuzi, al igual que otros miembros de la 

familia Trypanosomatida e, posee un a sola mitocondria de gra n ta 

mafia, que recorre todo su cuerpo celular, en una de cuyas ramifi 

caciones se encuentra el DNA-mitocondrial, que integra el co nju~ 

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

Esta estructur a, el cinetoplasto, es diagnóstica del o r 

den Kinetoplastida al cual pertenece la familia Trypanosomati­

dae. 

Durante el cíe.lo normal de vida de los tripanosomátidos 

hay cambios en la posición relativa del cinetoplasto con respe~ 

to al núcleo. 

En los últimos 14 anos se demostró en forma concluyente 

que en T. chuzi y en otros tripanosomátidos el cinetoplasto es­

ta formado por un DNA que posee una configuración especial (SimE 

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 r. ChUZ{. Se estableció 

que el DNA-cinetoplástico representa entre 20 y 25% del DNA to­

tal de epimastigotes de T. c~uzi . Por microscopía electrónica 

se demostró que el cinetoplasto consiste de una red de 20.000 a 

30.000 moléculas de minicírculos asociadas unas con otras y con 

largas moléculas lineales. Cada minicírculo tiene un largo de ~ 

proximadamente 0,45 µm, que correspon~e a aproximadamente 1.440 

pares de bases y un peso molecular de 0,94 x 10
6 

(Riov y Delain, 

1969). 

Recientement e, la digestión del DNA-cinetoplasti co de T. 

chuzi con endonucleasas de restricción, seguido del análisis e ­

lectroforético de los fragmentos en geles de gradiente de poli~ 

1crilamida , se empleó para la caracterización de stocks , cepas 

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

IV.2. 7. Retículo endoplá smico, ribosomas y c .~mp]:ejo de Golgi 

El retículo endo plásmico tanto liso como rugoso se obse~ 

vó en T. chuzi, así como en otros tripanosomátidos. Estas estruc 

turas se evidencian espe cialment e en la región perinuclear y en 
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la región entre el núcleo y el bol sillo flagelar. 

Los rib osomas se distribuyen a través del citoplasma de 

T. c.1¡_uz,l. Están compuestos de prot eína (45%) y RNA (55 %) (Tano­

witz y col., 1975; Castro y col., 1981) 

El complejo de Golgi esta siempre presente en T. cfLuz.,( 

y se localiza entre el núcleo y el cinetoplasto, en la región 

cercana al bolsillo flagelar. 

IV.2.8. Núcleo 

El núcl eo de T. c.1¡_uzi tien e una organización estructural 

similar a la encontrada en otras células eucarióticas. 

Es pequeño y mide alrededor de 2,5 µm. 

En tripom astigotes , es alargado y se localiza en la po~ 

ción central de la célula. En esferomastigotes y epimastigotes, 

tiene forma redond eada . Posee una típica membrana nuclear, pro­

vista de poros. Aproximadamente en el ce ntro del nú cleo , se en ­

cuentra el nucleolo. 

IV. 2. 9. Microcu erpos. Glicosomas 

Los trip anosomati dos son h emoflagelados parasíticos que 

se identifican por tener dos características típic as : la organi 

zación excepcional de su DNA mitocondrial, el DNA-cinetoplasto 

( B o r s t y H o e i j m a k e r s , 197 9) y 1 a presencia d e o r g a n L' J ;1 s si mi l a -

res a microcuerpo s llamadas gl icosomas (Opperdoes y Borst, 197 7 ) 

Estos glicosomas contienen las primeras enzimas del cami 

no glicolítico, Adenilato kinasa y Orotato fosforibosiltransfe­

rasa y Orotiden-5'-fos fato de ca rbo xilasa , dos e n zimas del ca mino 

biosintético de las pirimidinas (Taylor y col ., 1980; Hammond y 

Gutteridge, 1982). 

Opperdoes y Cottem (1982) obtuvieron datos indicando que 

los glicosomas de los tripanosomatidos está n involucrados e n l a 

fijación de dió xido de car bono. Asimismo, Hammond y Gutt eri d ge 

(1982, 1983) mostraron su participación en l a biosíntesis d e n o 

vo de pirimidinas. 

Esta es tructur a , a v eces llamada peroxisoma, parece ha-
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berse adaptado en los tripanosomátidos para desemp eñar otr~s ro 

les funcionales además de aquellos descriptos para los peroxis~ 

mas de mamíferos (Vickerman y Presten, 1976; Me Ghee y Cosgrove, 

1980; De Souza, 1984). Los glicosomas aparentemente serían mi c ro 

cuerpos altamente especializados en la degradación de g lucosa, 

más que en el metabolismo del peró xid o de hidróg e no. 

IV.3. ESTUDIOS BIOQUIMICOS 

Existen dos aspectos fundam en tales que requ ie r e n un pr~ 

fundo conocimiento de la bioquímica del T. cJtuzi. Uno, es la bGs 

queda de una quimiot erapia racjonal a d ec uada. Es decir elu¿idar 

las vías metabóli cas del parásito y del huésped, con el objeto 

de encon trar diferencias y a partir de las misma s , pro c urar la 

inhibición de una enzima o una vía metabó lica en el pará si to, 

sin afectar o afectando muy poco la vía correspond ie nt e del hués 

ped. El caso ideal es cuando se encuentra que un camino me tabóli 

co está ausente en el huésped pero presente y de considerable im 

portancia en el parásito, de forma tal que su inhibición lleve 

a la muerte del mismo. Es por este motivo que desde l1ace varios 

año s s e han es tu diado di ver s as vías me t abó 1 i e as en e 1 T . e Jt u: .i_ 

(Piessmann Camar go, 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 diseño de nuevos a­

gentes tripanomicidas. El otro aspecto, es el rela cio n a do con 

estudios epidemiológicos, para los cuales es trasc e ndental ll e ­

var a cabo una clasificación taxonómica adecuada de cepas , esp~ 

cies,clones dentro de cepas, etc. Considerando que la enferme­

dad de Chagas, present a una serie de variaciones en su sintomato 

logía clínica que también se pueden relacionar co n la proceden­

cia geográfica d e los pacientes, es probable que las mi smas pr~ 

vengan de d esigualdades en las poblaciones de parásitos. 

Las implicaciones quimioterapéuticas de las dif ere ncias 

entr·e el metabolismo de T. c.Jtuzi y su huésped mamíf e ro, fueron 

discutidas por Gutteridge en 1978. 

Un gran caudal de información sobre la bioquímica b5 s i­

ca del T. c.Jtuzi proviene de experiencias llevadas a cabo con la 

forma de cultivo epimastigote (Bren er , 1973; Van Brand, 1973; 

Bowman y Flynn, 1976; Gutteridge, 1976; Gutteridge y Coombs, 
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1977). 

Una de las principales críticas al uso de estas formas 

como representantes de T. c~uzi es el hecho de que no son infec 

tivas para vertebrados. Cuando inoculadas en ratones o incuba­

das in v~t~o en la presencia de macrófagos de ratones normales, 

son fagocitadas y digeridas ( Nogueira y Cohn, 1976). En conse­

cuencia, sería mis interesante trabajar con formas sanguí n eas 

tripomastigotes o con esferomastigotes intracelulares o co n am­

bos, que son las formas encontradas en el huésped vertebrado y 

directamente responsables de la enfermedad de Chagas . • Si n emba.E:_ 

go, es difícil su obtención en las cantidades adecuadas para es 

tudios bioquímicos, aunque se han hecho algunos progresos e n los 

últimos años (Gutteridge y col., 1978; Villalta y Leon, 1979; 

Carvalho y col., 1981). Sin embargo, no son muchos los labora to 

rios que estin equipados con grandes cantidades de estas formas 

patogenicas. 

Es importante señalar aquí, que en los pocos est udios 

bioquímicos y citoquímicos llevados a cabo con epimastigotes y 

tripomastigotes no se detectaron di ferencias fundamentales (Gu­

tteridge y Rog erson,1979; Meirelles y col., 1982). Altos nive­

les de hexoquinasa, fosfofructoquinasa y piruvato quinasa indi­

can que la gluc6lisis es funcional en las tres formas (Rogerson 

y Gutteridge, 1980) 

La operación de la vía glicolítica y el ciclo de los á-

cidos tricarboxílicos en T. cnuzi depende del transporte d e e -

lectrones a nivel de la cadena respiratoria que involucra f]avo 

proteínas y citocromos (Stoppani y Boiso, 1973). Así se ha demos 

trado que el parisito puede utilizar glucosa, acetato y piruva­

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

La operación del ciclo de los icidos tricarboxílicos de 

pende del funcionamiento de la cadena respiratoria mitocondrial 

que contiene citocromos a, b y c 558 , ubiquinona, y que es sens~ 

ble a antimicina y cianuro (Boiso y Stoppaní, 1973; Docampo y 

col., 1978). La operación de esta cadena respiratoria lleva a la 

fosforilación oxidativa como fue demostrado por medidas directas 

del pool de adenilato (ATP, ADP, AMP) cuya carga energ~tica de­

crece luego d e la adición de desa coplantes o inhibidor es mit ocon 

driales (Boiso y Stoppani, 1972). 

Se ha reportado que los cambios de provisión de oxígeno 
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y la composición del medio, especialmente en lo relativo a lo s 

compuestos hernínicos, afecta n marcad amente el crecimiento de T. 

chu zi en medios de cultivo (Docarnpo y col., 1974). Estos cambios 

se explican sobre la base de que la forma de cultivo del T. chu 

zi requiere una cadena respiratoria efectiva para su crecimien ­

to. 

El sistema de transporte de electrones del T. chu:¡ ha 

llamado la atención y diversos estudios se han llevado a cabo p~ 

ra lograr la comprensión de la función de sus citocrornos. Baerns 

tein y Tobie (1955), fueron los primeros en identificar citocr~ 

rnos con fuertes bandas de absorción a 556-560 nrn y más débiles 

bandas a 532 y 600 nrn. Estas bandas fueron confirmadas esp~ctro~ 

cópicarnente por Stoppani y Boiso (1973) y por Agosin y col ., 

(1976). La banda a 556-560 nrn involucra al citocromo b y al c
558 

mientras que la banda de 603 nm corresponde al citocromo a + a 3 . 

El citocromo c558 es un citocromo c rnodif icado que fue purific~ 

do por Hill (1972) e identifica do por picos en la forma reduci-

da a 558, 525 y 421 nrn. La Oxidas a (citocromo a + a 3) tiene apa-

renternente alta especificidad hacia el citocromo c 558 ya que el 

citocromo c reducido de mamíferos no es oxidado por fragmentos 

rnitocondriales de T. chuzi . Decampo y col. (1978) han demostra­

do que las membranas rnitocondriales contienen 0,05 nmol oxida­

sa a + a
3

/rng proteína con un máximo de absorción a 602 nm. 

Agosin y col. (1976) y Rogerson y Gutteridge (1977) re­

portaron la presencia de un compuesto que une monóxido de carba 

no en T. chuzi, que se identificó corno citocromo cero . Este ci­

tocromo cero de los Kinetoplastidae podría funcionar como una o 

xidasa alternativa en la respiración cianuro insensibl e (Hill y 

Anderson, 1970; Ray y Cross, 1972; Hill y Cross, 1973; Hi ll, 

1976). Sin embargo diversos grupos de investiga roes han dudado 

acerca de la existencia efec tiva de este citocromo . 

Las observaciones de Stoppani y col. (1980) y aquellas 

presentadas por Rogerson y Gutteridge (1977) confirman la pr ese~ 

cía de una cadena respiratoria mitocondrial en los epirnastigotes 

de T. chuzi. Esta cadena incluye una oxidasa termina] cianuro-

sensible, citocrorno c
558 

y especies de citocromo b. 

El ciclo de los ácidos tricarboxílicos (R oge rson y Cutt~ 

ridge, 1980) y la cadena de citocromos sería funcional en las 3 

formas (Rogerson y Gutteridge, 1979) de T. chuz¡, Pero a p esa r 
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de existir esta cadena respiratoria, los niveles de algunos de 

sus componentes son muy bajos y su nivel de actividad no sería 

suficiente para ·reoxidar el NADH glucolítico. Est e tripanosomá­

tido puede, entonces, recurrir a una variación del metabolismo, 

difiriendo así d e la vía tradicion al. Se requiere en consec uen­

cia un a fermentación aer óbica que consiste en la fijación de 

dióxido de carbono y producción y excreción de succinato (Bow­

man y col., 1963). Las enz imas involucradas en la fermentación 

aeróbica y su regulación serían fundamentalmente la Carboxiqui­

nasa fosfoenolpirGvico (PEPCK) y la enzima Málica (Canna ta y C~ 

zzulo, 1984). Desde el punto de vista fisiológico e s ese ncia l 

una estricta regulación co ncertada de la actividad de ambas en ­

zimas, para evitar un reciclado fGtil del ácido di c ar box ílico 

de 4 carbonos producida por la Carbo xiq uinasa, el cual se ría de 

carboxilado nuev amente y vuelto al nivel de ácido monocarboxíli 

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

Otro metabolismo particular del T. c.Jz.u zi es el d e l pe-

róxido de hidrógeno. 

La habilidad de los organismos para prevenir la acción 

letal de los intermediarios de la reducción parcial d el oxígeno, 

depende del contenido de Superóxido dismutasa, catalasa y p e ro­

xidasa: 

En el T. c.Jz.u.zi se genera H2 0 2 por medio de enzimas mito­

condriales, micro somales y citosólicas; la producción total d e 

H
2

0
2 

corresponde al 4% del consumo endógeno de los epimastigotes 

(Boveris y col., 1977). Los parásitos contienen Superóxido d is ­

mutasa, pero no contienen catalasa al igual qu e los tripanoso­

mas africanos (Fulton y col., 1956) y tampoco presentan activi-

dad de peroxidas a . 

Los re sultados ob tenidos por Boveris y col. (1980) mues 

tran que sól o se detecta actividad de peroxidasa con asc orbato 

como dador de eletrones, pero no con pirogalol, guayacol y cit~ 

cromo c reducido. El cianuro de potasio inhibe la activi d ad d e 

Ascorbato pero xidasa. 

De man era que el T. c.Jz.u.zi es un organismo que no es tá 

capacitado para detoxificar H2 0 2 ; además de la ausencia de cata 

lasa, no se encuentra actividad de Glutation per oxidasa e n ex ­

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

peroxidasa (Síes y col., 1979) par ece ser el Gni co meca ni smo por 
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el cual T. Chuzi metaboliza H 2 0 2 ; sin embargo la inactivi d ad 

observada con otros sustratos típicos para peroxidas~ como pir~ 

galol, guayacol y ci tocromo c reduc ido, hacen dudar del sig ni­

ficado fisiológic o de la e nzima. 

Sin embargo, a pesar de todo s los esfuerzos realizados 

no se ha conseguido hasta el momento el diseño de un agente te­

rapéutico adecuado para el caso de la enfermedad de Chagas. 

Teniendo en cuenta que los hemoflagelados a d ifere n cia 

de sus huéspedes vertebrados no sintetizan hemo, consideramos 

de interés estudiar la posibilidad de aprovechar este metabolis 

mo anormal como alternativa bioquímic a . 
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v. C~ithidia deanei 

V.l. SIMBIOSIS INTRACELULAR 

El estudio de la simbiosis intracelular tiene una rele­

vancia fundamental para el entendimiento de mu c h os problemas bi~ 

lógicos, incluyendo el origen de las células eucarióticas y la 

colonización y sobrevivencia de los parásitos dentro de las cé­

lulas (Margulis,1970; Bannister, 1979). El estudio de los trip~ 

nosomátidos puede aportar conocimientos respecto a algunos de 

estos problemas. 

Este grupo de flagelados incluye especies que so n pará­

sitos intracelular es de diversos huéspedes (Hoare, 197 2; Vick e r 

man, 1976; Zuck erman y Lainson, 1977) y también otras especies 

que son ellas mis mas huéspedes de simbiontes intracelulares. En 

tre estas últimas, se sabe de la existencia de tres esp e cies que 

poseen endosimbiontes de tipo bacteriano: Bla.ótoc.~ith,i_dia c.uL' i l' L) 

C~ithida onc.op elti y C~ithidia deanei (Novy y col., 1907; Newton 

y Horne, 1957; Mundim y col., 1974). 

V.2. ENDOSIMBIONTES 

Los endosimbiontes bacterianos de B. c.u.L t c.i .t., C. 0 11 c.opc.C. 

ti y C. deanei están integrados con la fisiología de la cél ul a 

huésped(Mc Ghee y Cosgrove, 1980). 

Se trata de estructuras rodeadas por una dobl e membrana. 

La membrana interna se interpreta como la membrana plasmática 

del simbionte y la externa se interpr eta como parte d el sist e ma 

de membrana de la célula huésped (Me Gh e e y Cos grove ,1980). 

Se han llevado a cabo diversos trabajos con el objeto de 

evaluar la contribuc ión tanto nut ricional como bioquími ca d e lo s 

simbiontes a las células huésped. Chang y col. (1975) co mo se ci 

tó anteriormente, elucidaron la participación del s imbionte e n 

1 a s í n t e s is d e e o m pu e s to s he mí ni c o s por C . o n c. o pe l t .t y B . c. u C é -

c.i.ó, así como en el metabolismo de poliaminas (Ch a n g y Dave, 

1980). Camargo y col. estudiaron la participación de los s imbion 

tes en el metabolismo ornitina-arginina, de los tripanosomátido s 

(Camargo y Freymull er , 1977; Figu ereido y col. , 1978; Galinari 
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y Camargo, 1978; Yoshida y Camargo, 1978) y en el camino meta­

bólico para la biosíntesis de isoleucina (Alfieri y Plessmann 

Camargo, 1982). En todos los casos, la presencia del end os imbion 

te aumentó las capacidades biosintéticas de los huésped es trip~ 

nosomátidos. 

V.3. Chithidia deanei 

Chithidia dean ei difiere de otras especies de Chithidia. 

Requerimientos nutricionales tan simples como los que pr e senta 

Chithidia deanei sólo tienen como paralelo en la literatura a 

los de C. oncopelti. Estos dos flagelados escapan enterame~te 

al patrón nutricional caracter ísti co de los tripanosomátidos de 

insectos cultivados has ta el presente en medio d e finido. 

Los únicos aminoácidos esenciales para C. dean ei son me 

tionina y tirosina. C. onc opelti requiere apenas me tionina (Ne~ 

ton, 1956). C. deanei fue incapaz de crecer con me tionina como 

úni co aminoácido adicionado al medio. 

C. deanei no requiere hemina o ninguna otra porfirina. 

Tampoco exigen este compuesto C. oncopelti y los organismos que 

Lwoff (1951) hace referencia como St~igomona~ pahua y S. media 

y qu e posteriormente se consideraron como Chithidia luci l iae, 
variedad parva y variedad media, respectivamente (Wallace , 1966) 

Sin embargo, Chithidia deanei presenta como ventaja sobre C. 

luciliae un crecimiento óptimo dentro de un rango más amplio de 

valores de pH (5,5 a 7,0). C. deanei no requiere purina para su 

crecimiento. Newton (1956) describe el requerimiento de adenina 

para C. oncopelti. En un trabajo posterior, este autor d e mostró 

que la purin a no es necesaria cuando PABA está presente en el me 

dio (Newton, 1957). 

La hipótesis que se levanta explicando estos simples r~ 

que rimientos nutricionales de C. dean ei es la pres e ncia d e . end o 

simbiont es. 

Los estudios de microscopía el e ctrónica permiti e ron ob­

servar la existencia de estruc tu ras en el citoplasma de C. rl ea ­

nei, semejantes a los corpúsculos bipolares encontrados e n C. 

oncopelti (Newton y Horne, 1957; Gutterid g e y Ma c adam, 1971) 
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pata C. deanei. La provisi6n de nutrientes por los simbiontes a 

las células huésped se observ6 en diversos protozoarios. Así, 

la presencia de partículas lambda en Pahamec.ium, lo torna inde­

pendiente de una fuente ex6gena de ácido f6lico. Cuando en Bla~ 

toc.hith.idia c.uf.ic.i~ y Chith.idia onc.opef.ti, se eliminan los "di­

plosornas" y corpúsculos bipolares respectivamente, por el tra­

tamiento sucesivo con clorarnfenicol, pasan a exigir hemina 

(Chang y Trager, 1974) para su crecimiento. 

A excepci6n de pequeñas diferen·cias estructurales, los 

corpúsculos bipolares de C. deanei son esencialmente idénticos 

a los descriptos para C. onc.opef.ti por Gutteridge y Macadam 

(1971). Corno resaltan estos autores, .el aspecto de los co~púsc~ 

los bipolares parece apartar la posibilidad de tratarse de un 

componente celular normal o alterado, asemejándose más a una ce 

lula bacteriana. La posibilidad de que los corpúsculos bipola­

res de C. deanei sean organismos semejantes a rickettsias tam­

bién se analiz6, dada la similitud de los mismos con los sirnbion 

tes de tipo rickettsia, Wof.bac.h.ia ~pp. encontrados en las Monta 

ñas 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 prob~ 

blemente representa la membrana celular de este bacteroide y no 

la membrana lirnitante de una vacuola citoplasrnática de C. dc.anei. 

La constante yuxtaposici6n de la membrana externa a la membrana 

interna y la presencia de dos membranas, incluso en los corpús­

culos bipolares observados después de la ruptura de las células 

con tergitol, refuerzan la suposici6n de que estas estructuras 

sean bacteroides (Mundirn, 1975). 

Chith.idia deanei, obviamente, provee condiciones favor~ 

bles al endosirnbionte corno por ejemplo, factores de crecimiento, 

medio físico e incluso energía, corno se observ6 con Chf.amyd(a 

p~ittac.i que utiliza energía de la célula huésped (Weiss y Wil 

son, 1969). 

Las diferencias entre el requerimiento de cultivo de C. 

deanei y otros tripanosornátidos inferiores podrían contribuir, 

entre otras cosas, al desarrollo de medios de cultivo para ri­

ckettsias y organismos semejantes.Con la única excepci6n de Ri­

c.kett~ia 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 endo c itopla s ­

miticas en Boda ~al~an~ (Brooker, 1971), perteneci e nt e a un g r~ 

po considerado ancestral de la familia Trypanosom a tid ae , su g i e ­

re que la presencia de simbiontes en el orden Kin e topl as tida e 

podría considerarse com o anterior a la aparición de l a famili a 

Trypanosomatidae. 
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I. MATERIALES Y METODOS 

I.l. !gUIPOS_UTILIZADOS 

- Centrífugas: analítica Roleo modelo CM-36.Refrig e rada Sorvall 

RC-SB. Ultracentrífuga Sorvall OTD 65B. 

- pHmetro: Altronix 

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

- Sonicador: Sonifier Cell Disruptor MSE modelo W 185. 

I.2. REACTIVOS 

La mayoría de los reactivos empleados se obtuvieron de 

Merck, Difco o Sigma Chem. Co. 

PBG, protoporfirina IX, mesoporfirina IX y deut e r o porfi­

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

DOVA se preparó de acuerdo al procedimiento descripto 

por Dornermann y Senger (1980 ). 

I.3 . FUENTES ENZIMATICAS 

I.3.1. T~ypano~oma ~~uzi 

I.3.1.1. Cepas empleadas 

En las experiencias realizadas se emplearon tres cepas: 

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

to Docampo y Andrés O.M. Stoppani del Centro de I nvesti ga cio­

ne s Bioenergéticas (CIBIERG) , Facultad de Medicina, UBA. 

l\1 

- Cepa Y: Fue gentilmente cedida por el Dr.F.Nery Guimar a es del 

Instituto Osw aldo Cruz al Instituto de Biofísica, UFRJ, R.J., 

Br asil; donde se mantuvo durante 10 años por cre c imiento en me 

dio LIT o Warren. 
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Cepa CL: Fue provista por el Departamento de Parasitología de 

la Universidad de Minas Gerais al Instit uto de Biofísica de 

la UFRJ, R.J., Brasil, donde se mantuvo durante 6 años por ere 

cimiento en medio LIT o Warren. 

I.3.1.2. Cultivo y crecimiento de T. Q~uzi 

Los epim~stigotes de T. Q~uzi pueden cultivarse axé ni ca 

mente en medios líquidos bifásicos, monofásicos o químicamente 

definidos. 

Generalmente, para el mant enimiento y crecimiento de T. 

e~u zi los laboratori os usan indist intamen~e uno de los siguien­

tes medios líquidos: Warren (1960) y el medio LIT (Camargo, 

1964). 

I.3.1.21. Medio LIT 

El medio LIT (Liver-Infusion-Tryptose) fue inicialmente 

diseñado, en la década del 60, por el Dr. R. Yaeger de la UniveE 

sidad de Tulane . El primer trabajo de crecimient o de T. e~uzi en 

LIT corresponde a Camargo (1964). Desde en tonces, el medio LIT 

ha sido de uso comGn en algunos labora torios y los c ultivos d e 

T. e~uzi pueden mantenerse ininterrumpidamente en LIT durante a-

proximadamente 20 años. 

I.3.1.22. Compo sici6n del medio LI T 

Cloruro de sodio (NaCl) 

Cloruro de potasio (KCl) 

Fosfato dis6dico (Na2HP04) 

Glucosa 

Triptosa (Dif co o Oxoid) 

Infusi6n de hígado (Difco) 

Hemina (Sigma) (*) 

Suero (in~) 

Agua destil ada c.s.p. 

4,0 

0,4 

8,0 

2,0 

5,0 

5, o 
25,0 

100,0 

1.000,0 

g 

g -

g 

g 

g 

g 

mg 

ml 

ml 

(*) La hemina puede disolverse en trietanolamina o en hidr6xido 

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

(**) Puede usarse suero fetal bovino, bovino 6 de t ernero . 
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I.3.1.23. Preparación del medio LIT 

Después de disolv er los componentes del med io en agua, 

se ajusta el pH a 7,2 con HCl concentrado. El medio es entonces 

filtrado a través de membranas EKS-Seitz, bajo presión negativa. 

Antes o después de filtrar, el medio debe calentarse durante 60 

minutos a 68 ºC, para inactivar el suero. 

Se prefiere no agregar antibióti cos al medio LIT, pero 

pueden adicionarse Ampicilina (10 mg/ml) o Penicilina más StreE 

tomina (100.000 unidades y 100.000 microgramos respectivamente 

por litro). 

El medio LIT filtrado e inactivado puede almacenarse du­

rante meses a - 20 ºC. 

I.3.1.24. Preparación del medio Warren 

I.3.1.24 a. Preparación del medio Warren (para el crecimiento de 

las cepas Y y CL de T. Q~uzi) 

- Preparación de la solución acuosa de Infusión de Cerebro-Cora­

zón: Para la preparación de 1.000 ml de medio Warren de culti 

vo se disuelven 37 g de infusión de cerebro-corazón en agua 

destilada. Esta solución acuosa se distribuye en frascos de 

Roux, en volúmenes de 90 ml y se esteriliza en autoclave a 

120 ºC durante 15 a 20 minutos. A cada botella de Roux, ya es­

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

- Preparación de Hemoglobina bovina : Se recoge sangre bovina sin 

anticoagulante. Después de la retracción del coágulo, se des­

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

El filtrado se centrifuga a 10.000 rpm (en centrífuga refrig~ 

rada Sorvall RC-5BRotor SS34) durante 15 minutos y se descarta 

el sobrenadante. La hemoglobina precipitada se lava dos vece s 

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

se resuspende en agua destilada en proporción 1:10. 

Esta solución se conserva en cong elador. 

- Composición de PBS: 

Cloruro de sodio 8,5 g 

Fosfato diácido de potasio 2,54 g 
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Fosfato disódico 

Agua destilada c.s.p. 

7,24 g 

1.000,00 ml 

Después de disolver los componentes del buffer PBS, se ajusta 

el pH a 7,2. 

Por cada litro de m~dio Warren preparado, se requieren 

100.000 UI de Penicilina, las cuales son agregadas directamente 

a la solución SHB ya esterilizada. 

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

te en mezclar 80% de suero (suero de ternera reinactivado a 

56 ºC 10 minutos - Lab. Microbiológica Río Janeiro) con ·20% de 

hemoglobina. 

La solución de SHB se clarifica en filtro SEITZ (SEIT Z-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 ºC durante 48 horas. El aspecto cristalino es indicador 

de pureza,en tanto que la turbidez señala la presencia de con­

taminación, siendo necesaria su verificaciónal .microscopio óp­

tico. 

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

T~ypano~oma Q~uzi) 

La composición del mismo por cada 1.000 ml es 37 g de in 

fusión de cerebro-corazón (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 ºC y fil 

trado. 

I . 3 . 1 • 2 5 . Crecimiento y mantenimiento de T. Q~uzi 

Los cultivos de T. Q~uzi se crecieron en los medios lí­

quidos complejos monofásicos de LIT (Camargo, 1964) y Warren 

(Warren, 1960) a 26-28 ºC, en semianaerobiosis y oscuridad. Se 

emplearon botellas de Roux, conteniendo entre 50 y 100 ml de me 

dio previamente esterilizado en un autoclave apropiada duranté 

20 minutos. 
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Se usaron epimastigotes de la fase lo.g o cultivos del 

comienzo del plateau para sembrar nuevos cultivos. La concentra 
6 -

ción inical de cultivos fue de aproximadamente 2-5 x 10 flage-

lados/ml. El tiempo de generación media es alrededor de 24 ho­

ras. A la semana, los cultivos alcanzaron 5-10 x 10
7 

células/ml. 

Para mejores rendimientos es aconsejable la agitación, aunque 

una agitación violenta es siempre dañina. 

Luego de un determinado número de días después de la i 

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

de sodio (Q,15 M). 

El número de células (cepas Y y CL) se contó en cámara 

de Neubauer y/o en contadores de células electrónicos, después 

de la dilución de las muestras en formol conteniendo solución 

salina (1%, v/v). La concentración final de epimastigotes de la 

cepa Tulo se estimó midiendo la absorbancia de las suspensiones 

a 670 nm, previa obtención de una curva de calibración con sus 

pensiones de epimastigotes de concentración conocida por recuen 

to en cámara cuentaglóbulos. Con este método se encontró una re 

lación lineal entre los valores de absorbancia y de concentracio 

nes celulares (Decampo y col., 1978). 

Los stocks de T. e~uzi son mantenidos por repiques serna 

nales en tubos de ensayo. 

Repique: El repique o inoculación es el pasaje de un cultivo 

de T. e~uzi, exento de contaminación para el medio LIT o Wa­

rren. Este procedimiento se realizó al 7° día con cultivos de 

T. e~uzi crecidos a 28 ºC. La proporción es de 10 a 20% de i­

noculo; o sea se agregan 10 a 20 ml de T. e~uzi a cada botella 

de Roux conteniendo 90 ml de medio. 

- Curva de crecimiento: La curva de crecimiento tiene como obj~ 

tivo verificar en la práctica las fases del crecimiento del mi 

croorganismo a través del conteo del número de células duran­

te intervalos de tiempos iguales. 

- Procedimiento para la preparación del inoculo: Antes de reali 

zar el conteo del número de células presentes en los frascos 

de Roux, conteniendo T. e~uzi de 7 días, se hace un examen mi 

croscópico para verificar la ausencia de contaminación y al mis 

mo tiempo evaluar el factor de dilución necesario para el con 
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tea y la viabilidad de las células. Si el ex a men fue positivo, 

se procede al conteo del número de células haciendo una dilu­

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

contaminar la botella de Roux. Finalmente se agrega e l volumen 

de inoculo que es necesario adicionar al medio para tener una 

concentración de 10
5 

células/ml. 

Todas estas operaciones se llevan a cabo dentro de la cámara 

aséptica de flujo laminar, siendo el T. Q~uzi manipulado con 

todas las técnicas y precauc ion es posibles a fin d e evitar cual 

quier tipo de contaminación. 

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

1) Se prepara la solución de infusión de cerebro-corazón, se 

esteriliza y conserva en cámara fría. 

2) Preparación y esterilización del suero-hemoglobina, a tra­

vés de la membrana esterilizante y del filtro SEITZ. 

3) Preparación del medio Warren en la cámara aséptica y colo­

cación en la estufa para el test de esterilidad durante 48 

horas a 37 ºC. 

4) Pasaje del medio Warren a tubos de ensayo con tapa, dentro 

de cámara aséptica. Colocarlos en la estufa pro-esterilidad 

durante 48 horas a 37 ºC. 

5) Se realiza el pasaje de un cultivo de microorganismos para 

el medio Warren en los tubos en l a proporción de 10 a 15 %. 

Antes de este pasaje se determina la concentración de mi c ro 

organismos (número de células/rol) a través de un e x amen mi­

croscópico. Inmediatamente se hace una dilución d e las célu 

las con PBS en la proporción 1:10 ó 1:100 según la evalu a ­

ción visual de la concentración de células y se r e ali z a el 

conteo de las mismas en una cámara de Neubauer. S e d e t e rm i 

na el número de células/ml. 

Observaciones: Es imperativo realizar un examen al micros c o 

pío de carácter cuali y cuantitativo de todo cultivo d e T. 
Q~UZ~, antes del repique del mismo para el medio nutritivo. 

Este examen determinará la e x istencia de contaminación por 

otros microorganismos que invalidarían los result a do s ex p~ 

rimen tales. 
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obtiene el inóculo de concentración correspondiente a 10 6 

células/ml. 

I.3.1.3. Extracción de la proteína enzimática 

I.3.1.31. Preparación del homogenato 

Al precipitado lavado de epimastigotes se le agregó p eE 

las de vidrio (5 g/g células , peso hGmedo) y se molió e n un mor 

tero durante 5 minutos, a 4 ºC. Este procedimiento resulta e n 

la completa ruptura de las células como se reveló por microsco­

pía de contraste de fase (Docampo y Stoppani, 1979). El homog en~ 

to se suspendió en buffer Tris-HCl 0,05 M pH 7,4 o eventualmente 

en buffer fosfato 0,05 M segGn los requerimientos de las activi­

dades enzimáticas a determinar. La mayor parte de las perlas de 

vidrio se separó por decantación y la suspensión se centrifu g ó 

a 580 x g durante 10 mir.utas. Se descartó el precipitado (fra~ 

ción nuclear-flagelar) y se conservó el sobrenadante para la de 

terminación de precursores, porfirinas, hemo y actividades enzi 

máticas. 

I.3.1.32. Fraccionamiento subcelular 

En algunas experiencias, segGn se indique el homogenato 

obtenido por el procedimiento descripto en I.3.1.31. se sometió 

a centrifugación diferencial. 

Las fracciones obtenidas fueron: a) fracción nuclear-fla 

gelar, sedimentada a 580 x g durante 10 minutos; b) fracción mi­

tocondrial, sedimentada a 30.000 x g durante 20 minutos; c) frac 

ción microsomal, sedimentada a 105.000 x g durante 60 minutos y 

d) fracción 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 fracción c) se lavó con buffer Tris-HCl 0,05 M 

pH 7,4; cloruro de potasio 0,15 M. 
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I.3.2. C~ithidia deanei 

I.3.2.1. Cepas empleadas 

C~ithidia deanei, ATCC 30255, fue aislada del insecto Z. 
'V 

leucog~amu~ por Galvao y col . (1970) y pres e nta com o c ar a c t e rí s t l 

ca un endosimbiont e , p o siblement e d e ori ge n bact e rian o . 

La muestra aposimLiótica 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 te j ido 

I.3.2.21. Mantenimiento del tejido 

C~ithidiadean ei (conteniendo e ndosimbionte) se mantuvo 

en un medio químicamente definido (Roitman y col., 1972), sin 

hemina. 

La cepa aposimbiótica requirió ni c otinamida (3 mg %) y h~ 

mina (1 µg%), los cuales fueron agregados al mismo medio defini­

do (Mundim y Roitman, 1977). 

El medio en alícuotas de 5,0 ml se distribuyó en tubos 

de rosca de 18 x 150 mm y se autoclavó a 120 ºC, durante 20 minu 

tos. Después del crecimiento a 28 ºC durante 48 horas, los culti 

vos sembrados se guard a ron en heladera. Las muestras se repica­

ron semanalmente. 

I.3.2.22. Obtención de la masa de células 

Para los e x perimentos , las células se creci e ron en fras 

cos de 3 litros conteniendo 1,5 litros del medio definido cita­

do en I.3.3.21. El medio se autocl a vó a 120 ºC durant e 20 minu­

tos. El inóculo consistió de 30 ml de cultivos de 48 h oras; s e 

inocularon alrededor de 6 x 10
7 

células /ml por frasco. La inc~ 
bación se llevó a cabo en reposo, a 28 ºC, durante 48 horas. 

Después del crecimiento las células se recogieron por 

centrifugación a 2.000 x g durante 10 minutos y se lav a ron 2 ve 

ces con buffer Tris-HCl 25 mM, sacarosa 250 mM, c lorur o d e pot~ 

sio 5 mM, pH 7,0, en frío. 
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1.3.2.23.Conteo de los microorganismos 

El conteo de los microorganismos se realizó mediante el 

empleo de una camara hematocitométrica de Neubauer (Neubauer 

lmproved Chamber). 

1.3.2.3. Extracción de la proteína enzimática 

Al precipitado dé células lavado,obtenido según el pro­

cedimiento descripto en 1.3.3.22. se le agregó perlas de vidrio 

(5 g/g células, peso húmedo) y la mezcla se molió en mortero du 

rante 5 minutos a 4 ºC. Este procedimi e nto resultó en la comple­

ta ruptura de las células, como se reveló por microscopía de con 

traste de fase. La mayor parte de las perlas de vidrio se 8eparó 

por decantación. Las células rotas se resuspendieron en buffer 

Tris-HCl (25-50 mM) o en buffer fosfato (25-50 mM), aproximada­

mente 10 ml/g células (peso húmedo) a los pH's indicados, <l epe~ 

diendo de la enzima bajo estudio. La suspensión se centrifugó a 

580 x g durante 10 minutos; el precipitado se descartó y el so­

brenadante se empleó para medir actividades enzimáticas y conte 

nido de precursores, porfirinas y hemo libre. 

1.4. DETERMlNAClON DE LOS PRECURSORES ALA Y PBG 

1,6 ml del sobrenadante de la centrifugación a 580 x g 

del homogenato, se desproteinizó por el agregado de 0,16 ml d e 

TCA 50%. Se agitó vigorosamente y el precipitado proteico fue 

separado por centrifugación a baja velocidad. En el sobrenadante 

se determinó la presencia de ALA y PBG, por el método de Mauze­

rall y Granick (1956). 

1.5. DETERMINACION DE PORFIRINAS 

1.5.1. Libres 

9 g de epimastigotes de T. e~uzi (peso húmedo), f u ero n 

tratados con 90 ml de una mezcla acetato de etilo :ácido acético 
, ·¡ 
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te 15 minutos a baja velocidad y el extracto orgánico s e lavó 

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

el ácido. Se controló la existencia de fluorescencia. La fase a 

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

jo con pequeños volúmenes de HCl 10 % (Rimington, 1960) y se le­

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

calculándose el cont e nido total de porfirinas, empleando la fór 

mula corregida de Rimington y Sveinsson (1950). 

El esquema descripto se ilustra en la Figura 1.1. 

Precipitado lavado 
de T. c.ll.u.z.{. 

1) Acetato de Etilo/Acético glacial (3:1) 

2) Agitación intermitente, 3 horas, oscu 
ridad, 4 ºC. 

3) Centrifugación 

Precipitado Sobrenadan te 

(se descarta) 

Figura 1.1. 

Lavados con agua destilada 

Extracto 
acuoso 

(se descarta) 

Fracción 
acetato 
de etilo 

Extracto acetato 
de etilo 

Exposición a la 
luz (5 minuto s ) 

Agre g ar p e queños 
volúmentes HCl 10 % 

Fracción HCl 

(PORFIRINAS) 

Esquema de extracción de porfirinas 

1.5.2. Esterificadas 

F.] ext r arto c l o rhídri co se e v a p o ró e n un 0vn p n r a d n 1- Fi s 
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te metanol:icido sulfGrico (9:1, v/v). Se ext rajo con clorofor­

mo, se agregó un pequeño volumen de cloruro de sodio 7 % para ro~ 

per la emulsión y se determinó la cantidad de porfirinas pr ese~ 

tes en el extracto clorofórmico espectrofotométricamente como en 

el caso descripto para las porfirinas libres . Se calculó el po~ 

centaje de recuperación según: 

% Recupera ción: 
Porfirinas esterificadas 

Porfirin as libres 
X 100 

Posteriormente la solución clorofórmica en la cual se mi 

dieron las porfirinas esterificadas totales se llevaron a _sequ~ 

dad en baño maría; el residuo se disolvió e n un pequeño volumen 

de cloroformo y se sembró en una placa de sílica gel G de 0,25 

cm de espesor. Las placas se secaron 1 hora a 100-105 ºC y se 

mantuvieron,en un recipiente cerrado,sobre cloruro de calcio y 

icido sulfGrico hasta su uso. Se sembraron ademis testigos de 

Proto IX, Copro 111, lsocopro, Penta, Hexa, Firia y uroporfiri­

nas. 

Se empleó una cromatografía de tipo ascendente a t emper~ 

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 b enceno:m~ 

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 s~ 

ca en corriente de aire tibio. El solvente de desarrollo de la 

segunda corrida es benceno:acetato de etilo :metano l ; éter d e pe­

tróleo (rango de ebullición 60-65 ºC) en la proporción 50:1:2:6 

(v/v/v/v). Se deja correr durante 90 minutos, luego se seca e n 

corriente de aire tibio. 

En todos los casos la posición de las mancl1as se d eterml 

na por su fluorescenci a bajo la luz UV y se las identifica por 

comparación con los testigos corre spondientes . 
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I.6. DETERMINACION DE HEMO-LIBRE 

Se obtuvo una curva de calibración siguiendo el procedi 

miento descripto por Porra y Jones (1963). La hemina se midió 

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

I.7. DETERMINACION DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS 

I.7.1. Suc.CoA-S 

Se empleó el método descripto por Wider y Tigier (1970) 

ligeramente modificado. La mezcla de incubación contenía buffer 

Tris-HCl 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 reacción se inició por el agregado de la solución en 

zimática incubándose 60 minutos a 37 ºC y se detuvo por el agr~ 

gado de la siguiente mezcla desproteinizante: TCA 25%, HCl 3 N, 

cloruro férrico 5%, en una relación de volúmenes 1:1:1; se cen­

trifugó la proteína precipitada y se determinó el succinil hidro 

xamato férrico formado leyendo la densidad óptica de la solución 

a 540 nm, segGn el método descripto por Kaufman y Alivisatos 

(1955). La cantidad de succinil-hidroxamato formado, se obtuvo 

de una curva de calibración realizada previamente. 

Unidad enzimática: se define como la cantidad de enzima 

que cataliza la formación de 1 nmol de succinil-hidroxamato por 

hora, bajo las condiciones standard descriptas. 

Actividad específica: se expresó como unidades de activi 

dad por mg de proteína (UA/mg prot). 

I.7.2. ALA-S 

Se empleó el método de Wider y col. (1971), ligerament e 

modificado. El sistema de incubación contenía 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; CSH 

3 mM; EDTA 2 mM; Succinil CoA sintetasa (500 unidades) y la so­

lución enzimática,en un volumen final de 1 ml. El contenido to­

tal del tubo se incubó durante 60 minutos a 37 ºC. La reacción 

se detuvo por el agregado de 1 ml de TCA 10%. El ALA formado se 
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determinó por el método de Mauzer all y Granick (1956) y el cr~ 

móforo Ehrlich se midió a 553 nrn. Es importante destacar que p~ 

ra medir esta enzima se generó succinil CoA in ~itu. 

Unidad enzimática: se define como la cantidad de enzima 

que cataliza la formación de 1 nrnol de ALA por hora, bajo las 

condiciones standards descriptas. 

Actividad específica: se expresó corno unidades de act ivi 

dad por rng de proteína (UA/rng prot.). 

I.7.3. DOVA-T 

El sistema de ensayo utilizado para medir la formación 

ae ALA contenía DOVA 5 mM, L-Alanina 20 rnM, fosfato sódico 100 

rnM pH 7,5 y la solución enzimática, en un volumen final de 1 

rnl. Se llevó a cabo la incubación a 37 ºC, a la luz y en anaero 

biosis. Se detuvo la reacción por el agregado de 1 rnl de TCA 

10%. El ALA se convirtió en 2-metil-3-carbetoxi-4(3-ác ido propi~ 

nico ) pirrol), mediante el método de Mauzerall y Granick (1956), 

y el cromóforo Ehrlich fue medido a 553 nm. Se determinó también 

el DOVA remanente por el método descripto por Milligan y Bal<lwin 

(1967). 

Unidad enzimática: se define corno la cantidad de enzima 

qu e cataliza la formación de 1 nmol de ALA por hora a 37 º C. 

Actividad específica : se expresa en forma de unidades 

de actividad por rng de proteína (UA/rng prot.). 

1.7.4. ALA-D 

a) Las incubacion es se llevaron a cabo en tubos de Thunberg en 

anaerobiosis y a 37 ºC . Se colocó la solución enzimática ju~ 

to con el buffer Tris-HCl 0,05 M pH 7,4 y cis teína 10 mN . Es 

te sistema se preincub6 30 minutos para activar la e n zi1ua y 

al cabo de ese tiempo, se dejó caer 0,1 rnl de ALA 0,5 M desde 

el tubo lateral, a pH 7,4. La incubación se prosiguió por una 

hora con agitación mecánica a 80-90 oscilaciones por minuto. 

Después de la incubación se detuvo la reacción por e l agreg~ 

do de 0,15 ml de solución saturada de sulfato de cobre. Se a 

gi tó vigorosamente el tubo y el precipitado proteico se sep~ 
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r6 por centrifu gación. El PBG formado se midió en el sobre ­

nadante por el mé todo de Moore y Labbe ( 1964). 

b) Se procedió de igual fo rma que en a) , con la salve d a d que al 

medio de incubación se le afiadi6 éulfato d e ci n c (1,08 mM) 

(Brocklehurst y col., 1980). 

Unid a d e n zimitica: Se def ine como la cantidad de enzima 

que cataliza la fo rma ció n de 1 nmo l de PBG por hor a bajo la s con 

diciones standards descriptas. 

Actividad específica: se expresa en forma de unidades d e 

actividad por mg de proteína (UA/m g prot). 

I.7.5. PBG-asa 

Se sigui6 el método de Batll e y col. (1978) modificado. 

El sistema de incubac i6n contenía 2 ml de la preparación e n zim! 

tica (8,95 mg/ml), bu ffer Tris-HCl 46 mM pH 7,4 y 60 µg d e PBG 

(en 0,15 ml de buffer) en un volum en final de 2,7 ml , a pH 7,4. 

Las incubaciones se realizaron en anaerobiosis en tubos d e Thun 

berg, en oscuridad, con agitación mecinica contínua a 37 ºC , du­

rante 2 y 4 horas. Luego de la in cubaci6 n se detu vo la reacción 

por el agregado de 0,3 ml de TCA 50%, para alcanzar un a concentra 

ci6n final de 5 % (p/v). Posteriormente se exp uso la mezcla a la 

luz durante 20 minutos, para oxid ar los porfirin6 genos a porfir! 

nas. Se separ6 el precipitado prot eico por centrifugaci6n y se 

determino en los sobrenadantes la s porfirinas tota les f orm adas 

y la cantidad d e PBG remanente. L a canti dad total de porfiri n as 

formadas por los incubados se det ermin6 espectrofotométricament e 

en la soluci6n icida (Rimington,1960), emplea ndo la formula co ­

rregida de Rimin g ton y Sveinsson (1950). Para la determ i n aci6n 

del PBG se siguió el método de Moore y Labbe (1964). En to d os 

los casos, para los cálculos se restaron los valor es de p orfi ri­

nas formadas y PBG consumido de los blancos correspondient e s. 

- Deaminasa: El sistema d e incuba ción empleado fue el descripto 

para PBG-asa, empleando como temperatura de i n cubació n 45 º C . 

Unidad enzimitica: se expr es6 como f un ción del producto 

formado o del sustrato consumido; o sea nmol de porfirinas fo rm~ 

das o µg de PBG consumido a los t iemp os y temperaturas de i n c u ba 

ci6n indicado s . 
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Actividad específica: se expresó corno unid ades de activi 

dad por rng de proteína (UA/rng prot.). 

I.7.6. Herno-S 

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

modificaciones según el organismo empleado. 

T~ypano~oma Q~uzi: La mezcla de incubación contenía: porfirina 

(37, 35 ó 32 µM, según se emplease proto-, meso- o deuteropor­

firina,respectivarnente); sulfato ferroso 0,1 rnM y buffer fosfa 

to de potasio 0,05 M pH 7,2; 7,5 u 8,0 (según se midiese · forma 

ción de proto-, meso- o deutero herno, r espec tivam e nt e) , e n 

un volumen final de 4,2 rnl. El sistema se preincubó 30 minutos 

a 37 ºC, en anaerobiosis en tubos de Thunberg, oscuridad y con 

agitación mecánica contínua. La reacción se inició por el agr~ 

gado de la solución enzimática desde la cabeza del tubo. Se de 

tuvo la reacción abriendo el tub o de Thunberg y agregando 1 rnl 

de piridina y 0,5 rnl de hidróxido de sodio 1 N y 1 rnl de agua 

destilada. La mezcla fue dividida en partes iguales en tre 2 c~ 

betas agregándosele a una de ellas, 2 rng de ditionito de s odio, 

agente reductor, y a la otra, 50 µl de ferricianuro de potasio 

3 rnM, agente oxidante. Se registró la diferencia espec tral del 

piridin hemocrom6geno reducido y oxidado. El herno formado se 

calculó usando la ecuación de Porra y Jones (1963). 

Determinación del efecto de met ales: Las diversas sales rnetáli 

cas indicadas, se agregaron desde la cabeza del tubo de Thunberg 

inmediatamente d espués del perí odo de incubación. 

Se consideró como valor control, al registrado sin agregado de 

sulfato ferroso. 

C~ithidia deanei: Se siguió la misma metodología qu e la descriE 

ta para T. Q~uzi, con algunas variaciones. El sobrenadante de 

580 x g en buffer fosfato de potasio 0,05 M pH 8,0 se preincu-

bó 30 minutos a 37 ºC, en anaerob iosis , en tubos de Thunber g 

con el sustrato porfirina (protoporfirin a IX 37 µM, rnesoporfi-

rina IX 35 µM, deuteroporfirina IX 32 µM) . La reacción se i-

nició por el agregado de ditiot reitol 40 µmol y sulfato ferroso 

400 µmol de s de la cabeza del tub o de Tunberg. La mezcla d e in 
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cubación (volumen final 4,2 ml) se incubó durante 1 hora, con 

agitación. La reacción se detuvo por el agregado de 1 ml de 

piridina; 0,5 ml de hidróxido de sodio 1 N y 1 ml de iodoace­

tamida. La diferencia espectral del piridinhemo c romógeno red~ 

cido y oxidado se registró en la forma descripta previam e nte. 

I.8. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION PROTEICA 

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

mediante el agregado de dodecilsulfato de sodio (SDS) a l 2% . 
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RESULTADOS 



I. BIOSINTESIS DE HEMO EN T. Q!Luz-L 

I.l. CEPA TULAHUEN 

Corno se anticipara, muy poco se conoce sobre la capaci­

dad enzirnitica real de estos organismos para formar sus compues­

tos esenciales del herno. Hasta el presente excepto los datos de 

actividad de Dearninasa, negativa, en Tnypavto.6oma c. ononlii.vt{ y 

Le.-i.J.ihman-La ta!Le.vttof.ae. (Chang y col., 1975) y muy baja en L ~-LJ.ili­

man-La me.x-Lc.ana amazone.nz-i..6 (Chang y Chang, 1985) así como la úní 

ca medición d e ALA-D en este último parisito (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 porfirina s. 

Se decidió entonces iniciar un amplio estudio sobre la 

biosíntesis de tetrapirroles en estos hernoflagelados, para lo 

cual se seleccionó como organismo la forma epimastigote de T!LU­

pano.6 orna c.nuz-L. 

La Figura I.l. muestra los resultados de -las medidas de 

actividad de varias de las enzimas del camino del herno en epima~ 

tigotes de la cepa Tulahu~n de T. Q!Luz-L, crecidos en medio Warren. 

Se observa claramente el alto nivel de actividad de Suc.CoA-S, 

que estaría de acuerdo con la gran liberación de succinato al me 

dio por parte de los hernoflagelados (Bowrnan y col., 1963), sien­

do en consecuencia esta enzima no lirnitante. 

Corno ya mencionirarnos, se sabe que en una misma c~lula 

pueden coexistir dos rutas para la formación de ALA,una cataliz a 

da por ALA-S y la otra por DOVA-T. Vemos que en T. c. nuz ,i_, consi 

derando la actividad como una función de ALA formado, ambas e n zi 

mas presentan aunque bajos, iguales niveles de activida d. Cuan­

do la actividad de DOVA-T se expresó en base a la cantidad de 

DOVA consumido, la actividad espe¿ífica 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 sólo es relevante t e ner en 

cuenta la cantidad conver tida en ALA. 

en 

Aún bajo óptimas condiciones el nivel de ALA-D, medida 

presencia del activador zn
2+ (Brocklehurst y col., 1980), fu e 

despreciable. 

De los resultados surge la cornpJ.eta ausencia o inactiv a­

ción de la PBG-a sa y Dearninasa, cuando la velocidad se expresa e n 

77 



función de las porfirinas formadas. En tanto qu e si bien bajo, 

existiría un cierto consumo de PBG. 

La total funcionalidad de la Hemo-S se observa ya sea se 

emplee mesoporfirina o protoporfirina co mo sustrato. La formación 

de mesohemo es mayor que la de protohemo. 

La Figura I .2 muestra el contenido d e ALA, PBG, porfirinas 

y hemo de los epimastigotes de la cepa Tulahuén de T. c~uzi , ere 

cides en medio Warren. Los niveles de ALA y PBG aunque detecta­

bles fueron muy bajos, indicando una capacidad bastante limitad a 

para sintetizar estos precursores del camino del hemo. El con te­

nido de porfirinas libres fue mucho más bajo aún: se encontró 

por cromatografía de capa delgada una débil mancha con un ·valor 

de Rf cercano al de la protoporfirina IX (0,95); se vi sua lizar on 

además algunos indicios que sugerirían la presencia de copropor­

firina, aunque estos resultados no fueron concluyentes; y tambi én 

se observaron probablemente porfirinas no esterificadas que per­

manecieron en la línea de base. 

Teniendo en cuenta que T. c~uzi se cultivó en un medio 

conteniendo hemina, es muy probable que la cantidad de porfirin as 

detectadas represente aquellas adsorbidas por las células. 

No se detectó hemo libre. 

I.2. INFLUENCIA DE LA CEPA 

- Medio LIT 

La Figura I·.3 muestra los r esultados de las medidas de ac­

tividad de varias de las enzimas del hemo, para las cepas Y y CL, 

crecidas en medio LIT. 

No se observan marcadas diferencias en la activi dad d e 

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

LIT. 

La actividad de ALA-S es aproximadamente 2 veces más al­

ta en los parásitos de la cepa Y que en los de la cepa CL. Sin 

embargo esta diferenc ia no se mant iene al analizar la ot r a ruta 

de síntesis de ALA, vía DOVA-T. En este caso la actividad de 

DOVA-T, es práct~camente igual a la de ALA-S, para los parásitos 

de la cepa Y, en tanto que para los de la cepa CL la enz ima 

DOVA-T parecería más activa. 
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No se pudo detectar actividad de ALA-D, PBG-asa ni Dearni 

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 registf6 mediante el empleo 

de mesoporfirina como sustrato y en este caso, la preparaci6n 

proveniente de la cepa CL fue la más activa de todas y el dobl e 

que la de la cepa Y. En cuanto a la síntesis de protohemo, l a ce 

pa CL nuevamente result6 la de mayor actividad. Por último usan 

do deuteroporfirina como sustrato, se registraron actividades ba 

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

La Figura I. 4 muest r a los resultados del análisis del con te 

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

c~uzi creci das en medio LIT. 

Cuando los epimastigotes se desarrollan en medio LIT, so 

lamente se detect6 ALA en los pertenecientes a la cepa CL. 
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Las condiciones experimentales son 
las descriptas en Materiales y Mé­
todos. n.d: indica niveles no det e c 
tables. Los valores tabulados expr~ 
san nmol/mg prot. 

En la cepa CL se detecta mayor contenido de PBG qu e e n 

la cepa Y y en ninguna de ellas se pudieron medir porf irinas ni 

hemo. 

- Medio Warren 

La Figura I.5. muestra los resultados de las me didas d e 
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actividad de varias de las e nzima s del hemo, para la s ce pa s Y y 

CL, crecidas en medio Warre n. 

El crecimi e nto de lo s par ásitos en el medi o Warr e n, p eE 

mite detectar una marcada diferen cia e n la activid a d d e la e n z i ­

ma Suc.CoA-S según la cepa . Se obs e rva que la a c tividad d e es t a 

enzima es 8 vec es más alta en los organi smos de la ce pa CL que 

en aquellos qu e perten ece n a la cepa Y. 

La actividad de ALA-S fu e tambi~n ligeram e nt e más a l t a 

para los parásito s de la cepa CL. Sin embargo no s e d e te c t 6 e n 

lo s mi s mos actividad d e la enzima DOVA-T. En el c a so d e la c e p a 

Y, ambas rutas de biosíntesis de ALA s e rían igualment e a c tiv a s. 

Los result a d os de me dida de activi dad de ALA-D mostrarí a n 

qu e esta enzima es tá ause nt e , carece de ac tividad o es prá cti c a­

mente inactiva tanto en la cepa Y corno e n la CL c u ltivada s e n me 
2+ 

dio Warren. Sin e mbar go , e l agregado de Zn puso de ma nif iesto 

la baja pero ci erta actividad en los pr epara dos provenientes d e 

ambas cepas. 

No hubo ac tivida d d e PBG -asa ni d e Deamina sa , medida e n 

base a la formaci6n de porfirinas en ninguna d e las cepas . Sin 

embargo, hubo consumo d e PBG, por la preparaci6n obteni d a d e l a 

cepa CL. 

La formaci6n enz imática de me so -, proto- o deuterol1 e rn o , 

fue en todos los casos más alta para los parásitos d e la ce p a CL , 

y la mayor de toda s se obtuvo empleando me s oporf i rin a corno s u s­

trato. 

Vem os en la Fig ura I.6. que cuando los pará si to s se er e -

cieron en medio Warren, el contenido de ALA d e los o r g a n ismos 

de la cepa CL fue aproximadamente 6 veces e l de la cepa Y . Con 

respecto al PBG, no se observa u n a diferencia tan ma rcada e n f un 

ci6n de la cepa, aunque es lige ramen t e mayor el valor d e tectado 

para la cepa Y . 

En nin g un a de las ce pas Y o CL se d e t ectaron porfirin as 

libres ni h e mo . 
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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 par5sitos 

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

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

pareciera ejercer poca inf luencia sobre la misma. 

Tampoco existe una gran difer encia en cuanto a la ac tivi­

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 

rut a posible de formaci6n de ALA, a partir de DOVA por acci6 n de 

la DOVA-T . Solamente se observa actividad de DOVA-T en par5sitos 

de la cepa CL, crecidos en medio LIT. 

No se pudo medir ALA-D en ninguno de lo s dos rneJios em ­

pleados para el crecimiento de la cepa CL. Sin e mbar go , el agre-

85 



<: 
u 
H 
µ., 
H 
u 
w 
p.. 
C.I) 

w 
o 
<: 
o 
H 
:> 
H 
H 
u 
<: 

86 

2+ 
gado de Zn a la preparación obtenida del parásit o c r e cido e n 

medio Warren , permitió detec t ar esta enzima. 

90 

80 

7 0 

60 

25 

20 

15 

10 

5 

o 

; 

... 

~ 
... 
.. 
.. 
1/ 
/ ... 

.. 

... 

... 

i-

ENLIHAS 

Suc. CoA-S 

ALA-5 

OOVA-1 

ALA-0(1) 

PBGaso 
( 2 ) 

DeHminos a(JJ 

Herno-5( 4 ) 

.- -

- .--

~ ~ . 

l L ') ~ L1 

HLIJ 1 U M(OI Q 

L l 1 riAllREN 

71 J1:..c1 A2 ,B6 

:. ,:1t1 } ' ll 2 

:. , 71 n .d. 

" 11. tJ . n. ú . 

d r1. C1 . J 1 70 

' 
f • , l l. n .d. 

l l 11 , <l . 32 ' 1 o 
~ 11 , d , n.o . 

u 11 ; {! , '1. 6 ' 70 

A ¿1., n J 1 ' J6 

u 1" ' : J 7 .~2 

1 
J ') ') , .. 18 ' 82 

-

-

.... 

Su c.CoA- S ALA-S DOVA-T ALA-D 1 PBG-asa 2 Deaminasa 3 llemo-S 
11 

Figura I . 7. 

A B A B A B A 13 e 

Influencia del medio de cultivo sobr e la s activid a ­
des enzimáticas de la biosíntesis del hemo en T . 
c.Jw.zi, cepa CL . 
Los valores d e actividad específica se expresan c o ­
mo nmol producto formado o de sustrato consumido/ mg 
pro t. (1) En ausencia (A) o presencia (B) d e zn 2+, 
en el medio de i n cubación. (2) y (3) : A: porfirin as 
formadas, B: PBG consumido. (4): A: mesoh e mo, B: pr~ 
tohemo y C: deuterohemo formado n.d.: no se d e t ec 
to actividad enzimática. Los epimasti g ot e s d e T. 
c.Jtuzi se cul t ivaron en medio LIT ( 1\111) o Wa rr e n (O 



Tampoco fueron mensurables la PBG-asa y la Dea min asa ,n o 

por lo menos con la sensibilidad de los métodos empleados , en 

ninguno de los dos medios de cultivo, cuando la actividad se ex 

preso como función de la cantidad de porfirinas formadas. Si se 

considera la velocidad de reacción en base a la cantidad de PBG 

consumido, solamente se la pudo medir en los p a rásito s de J a ce 

pa CL crecidos en medio Warren. 

La actividad d e Hemo-S expresada corno rnesoherno f o rm a d o , 

es más alta para la cepa CL crecida ~n medio Warr e n que en n1 e dio 

LIT. Sin embargo cuando se expresa como protohemo formado , es 

dos veces más alta en los parásit os cultivados en med io LIT. 

Con respecto a la formación de deuterohemo, nuevimente 

es mucho mayor (6 veces) para los extractos de pará s itos desa­

rrollados en medio Warren. 

La Figura I.8. muestra la influencia del medio d e culti­

vo sobre le contenido de ALA, PBG, porfirinas y hemo. Cuando los 

parásitos crecen en medio Warren, el conteni do de ALA, es aprox! 

madamente 10 veces mayor que en aquellos cul tivado s en medio LIT. 

El contenido de PBG, sin embargo, es ligeramente mayor en los p~ 

rásitos crecidos en medio LIT. El contenido de porfirinas y h e­

mo no fue mensurabl e. 

- Cepa Y 

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

cultivo sobre las activida des enzimáticas de varias de las enzi­

mas de la biosíntesis del hemo,p ara los parásitos d e la cepa Y 

de T. c.Jtuzi. 

Los resultados de la medid a de actividad de Suc .C oA -S e n 

los organismos crecidos e n medio LIT son aproximadamente 6 vec es 

más altos que los correspondientes en medio Warren. 

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

damente 2 veces mayor para los parásitos crecidos e n me dio LIT. 

Sin embargo, solamente cuando se empleó e l medio Warren 

para el desarrollo de esta cepa, se observó cierta actividad, au n 

que baja, de ALA-D. 

Asimismo, en ninguna de las condiciones se d e t ec t a ron ac 

tividades de PBG-asa y Deaminasa, ya sea expresadas e n función de 

la cantidad de porfirinas formadas corno del PBG consumido . 
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Figura I.8. 

CU'~ LL 

HEDIU MEDIO 
LI 1 WARkEN 

AL A 1 .)8 1' • 31 

l'UG 4' ] l J J, 47 

PUHf . n.u. n.a. 
H(Hü /l,() . n.d. 

PBG Porf. Hemo 

Influencia del medio de cultivo sobre 
el contenido de ALA, PBG, porfirinas 
(porf.) y hemo en epimastigotes de T. 
~~uzi, cepa CL, crecidos en medio Wa 
r re n ( O ) o LIT ( 11111 ) · 
Los valores tabulados están 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 funci6n del mesohemo forma 

do. Cuando se la expresa como protohemo, se registra tan solo un 

ligero aumento para los parásitos crecidos en medio Warren con 

respecto al LIT, situaci6n ésta que se revierte cuando se la mi­

de en base a la formaci6n de deuterohemo. 

La Figura I.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 Gnicamente en los organismos 

de la cepa Y crecidos en medio Warren, en tanto que no se d e t e c­

ta ALA en los parásitos cultivados en medio LIT. 

El contenido de PBG fue 2 veces mayor en los parásitos 

de esta cepa crecidos en medio Warren. 
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Influencia del medio de cultivo sobre las actividades enzi 
máticas de la biosíntesis del hemo en T. chuzi, cepa Y. -
Los valores de actividad específica se expresan como nmol de 
produc t o formado o de s u strat o consumido/mg prot . (1): En au 
sencia (A) o presencia (B) de zn2 + en el medio de incubación 
(2) y (3) : A: porfirinas formadas, B : PBG consumido. (4) : A: 
mesohemo , B : protohemo y C: deuterohemo formado . n.d . : no se 
detectó actividad enzimática . Los epimastigotes de T. chuz~, 
cepa Y, se desarrollaron en medio LIT ( /11111) o \.J arren ( n ) . 
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CEPA y 

HEDIU MEDIO 
LI 1 WAHflEN 

ALA n.d. 2' 10 

PBG 2,47 4,)S 

PORí. n.d. n.d. 

HEHO n.d. n.u . 

-

1 

PBG Porf. Hemo 

Inf luencia del medio de cultivo so ­
bre el contenido de ALA, PBG, porf i 
rinas y hemo en T. ~huzi, cepa Y. -
Los epimastigotes de la cepa Y de T. 
~huzi se desarrollaron en med io LIT 
( 11111 ) o Warren (O). Los val ores ta 
bulados están ex presados como nmol/ 
mg prot. Las condiciones experim en t~ 
les son las descriptas en Materiales 
y Métodos. n.d.: niveles no dete c ta­
bles. porf.: porfirinas libres. 

Tampoco en esta cepa se detectaron porfirinas o hemo li-
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II. BIOSINTESIS DE HEMO EN C,1¡_,(_;t_/¡,i_d ,i_a deane_ ,i_: INFLUENCIA DEL 

ENDOSIMBIONTE 

CJt,(,th,i_d ,i_a deane,(_ pertenec e junto con C. oncoµelti y co n 

Bla6tocJt,(,th,i_d,i_a culic,(,6 al gr upo de flagelados qu e p osee n o r ga­

ni smo s endosimbiontes de tipo ba cteriano (Me Ghee y Cosgrove, 

1980) .S e pr es um e que las bacterias endosimbiontes s uplirí an al 

hu~sped con la capacidad b iosintet ica de hemo (Chang y col. , 

1975). Sin e mb argo , se desconoce de que forma la pres e ncia d e l 

endosimbionte podría regular las actividades enzimáti cas d e esta 

ruta d e biosínt esis en e l flagelado. 

Ten iendo en cuenta que C. de.ane,i_ es un excelente modelo 

exp e rimental para el estudio de las interaccio n es si mb io n te-hues 

ped (Esteves y col., 1982) y considerando además qu e la ce p a con 

endosimbiont e n o r e quiere he mina en su medio d e c ult ivo , se ini­

ci6 un estudio acerca de la biosíntesis de por firinas e n estos 

or g anismos. 

La Fi gura II.l. muestra el efec to del e n dosimbio nt e so-

br e la actividad biosintetica d e hemo e n C. deanei . 

No se pud o detectar actividad de las enzimas ALA - D, 

PBG-asa y Deaminasa en ninguna d e las mues t ras . 

Sin em b a r go, la pr ese nci a del endosimbionte indujo una 

sensible alteraci6n en el p er fil de alg unas d e las e n zimas del 

camino biosinteti co de las por firinas. 

La actividad de las e n zimas Suc.CoA-S y ALA-S f u e el do­

ble e n las mu estras conte ni e ndo simbionte respecto de C. rlca11ei 

aposimbi6tica. 

En cambio la acti vid a d de DOVA-T fue más ele v a da e n l as 

células sin endosimbionte s6lo c u ando se midi6 en funci6 n del ALA 

formado. 

El niv el de actividad d e Hemo-S de t erminado u sa nd o c om o 

sustrato proto porfirina f u e 2 v eces s uperior en la s cé lula s qu e 

contien e n simbiontes. Cuan d o el sustrato utilizado f u e mesopor ~! 

r in a , no pudo d e te e t ar s e n in g un a d i f eren c i a en t r e C !L t t 1 t l rl i_ c1 el e ,-¡ -

nei con o sin endosimbion t e; mi entras que la formaci6n d e deut e ­

rohemo fue mu y baja en ambos casos . 

La Figura II.2. ilust r a los resultados obt e nido s a l derer 

minar el contenido de AL A, PBG, p orf irinas y h e mo en C't1i.tl11' di.a 

deane ,i_ , con o sin endosim b io nt e . 
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ENZ !MAS CDlS cocs 

2 5 Suc. CoA-5 12, 50 26,6il 

ALA-5 S,25 11, 83 

DOVA-T(l) A 5, 83 0 ,99 
B 17, 40 21. 1 J 

ALA-0( 2) A U, 10 o. 28 
20 B 0 ,23 0 ,26 

PBGasa ( J ) A n .c.l. n.o. 
<t: B 1, 67 n.d. 
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B 2 , 07 4 ,67 
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Figura II.l. 

A B A B A B A B A B e 

Actividad específica de varias enzimas involucrad a s ~n la bio 
síntesis de hemo en C~ithidia de.an e.i. 
Las actividades se expresan como nmol de producto formado o 
sustrato consumido por mg de proteína por hora bajo las ~ondi:_ 

ciones standard de incubación correspondiente a cada enzima. 
CDLS: C~ithidia de.ane.i 1 ibre de s imb ion tes (O ) . CDCS: C~ith~ 
dia de.crne.i con simbiontes ( 111111). (1): A: ALA formado, B: DOVA 
consumido. (2): En ausencia (A) o presencia (B) de zn2+ en el 
me.dio de incubación. (3) y (4): A: potfirinas formadas, B : PBG 
consumido. (5): A: mesohemo, B: protohemo y C: deuterohemo for 
mado. 
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CDlS rncs 
ALA 2 , 0 1 ., ;o 
PBG 1 ' ' ) 2. 511 

PORf. n. d . n.tl. 

HEMU n.tJ. 11. (1. 

-

PBG Porf. Hemo 

ALA, PBG, porfirina y hemo en Chi 
thidia de.avt e.i . 
Las condicion es experimentales son 
las descriptas en Materiales y Mé ­
todos. Células libres de simbion­
tes (O , CDLS). Células contenien 
do simbiontes ( 111111, CDCS). Porf: 
porfirinas libres. Los valores ta­
bulados repre se ntan nmol/mg prot. 
n.d .: niveles no detectables 
( < 1,0 x lo-2 nmol/mg prot.) 

La cantidad de ALA es pricticamente la mi sma e n ambos ca 

Sin embargo, el contenido de PBG es 2 vec es m5s alto en 

la cepa poseedora del endosimbionte. 

No se pudieron detectar porfirinas ni l1 e mo librL' en 1 a 

cepa con endosimbionte ni en la aposimbi6tica 
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111. HEMO-SlNTETASA DE T. e~uzi 

llI.l. DISTRIBUCION SUBCELULAR 

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

típico de distribuci6n subcelular de la enzima Herno-Sintetasa 

(Hemo-S) de T. e~uzi e n las fracciones d esignadas como: nu c le ar­

flagelar, mitocondrial, microsomal y soluble. 

Se observa qu e la actividad enzimática esta co nc e ntrad a 

en la fracci6n celular particulada que sedimenta a 30.000 x g, 

identificada como mitocondrial. 

Tabla Ill. l. Ubicaci6n subcelular 

de la Ferro quelatasa 

en T. e~uzi 

--
1 ACTIVIDAD 

FRACCION SUBCELULAR ESPECIFICA 

Meso Pro to 

Nuclear o o 

Mitocondrial 43,28 12,46 

Microsomal 8,87 1,88 

Soluble 0,86 o 

Las condiciones experimentales son 
las descriptas en Materiales y Mét~ 
dos. Se emplearon epimastigotes de 
la cepa Tulahuén de T. e~uzi, creci 
dos en medio Warren. 

Ademas bajo estas condi ciones la actividad d e Hemo-S me­

dida empleando mesoporfirina como s ustr ato , es aproxi madam ent e 4 

veces el valor obtenido con el sustrato natur al , protoporfirina. 
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Este hallaz go es int eresant e pues si se logra d e mo s tr ar expe ri­

mentalmente qu e e l parásito es incapaz d e utili zar mesohemo pa­

ra su desarroll o , se abre la posib ilidad de bloqu ea r la forma­

ci6n del protoh emo esencial, afectando así me d iante la adm inis­

traci6n de mesoporfirina, selec ti vamente el crecimiento del pa­

rásito. 

111.2. ESTABILIDAD 

En general la mayoría de los ensayos se h a n ll eva do a c~ 

bo con células recién cose chadas. Además en estudios pre li mina­

res se observ6 que un a v e z fraccionado el tejido, oc ur r ía un a ra 

pida inactivaci6n de la e nzima, de manera que era ne cesa rio e m­

plearlo dentro del mismo dí a . 

Sin embargo, para c i e rto s estudios es preciso disponer 

de mayor cantid ad de material qu e el proveniente de un so lo b a tc h 

de cultivo; en base a ell o se ~nv estig6 la es t abilidad d e la 

Hemo-S cuando las células se alma cenaro n bajo difer e ntes condi­

ciones. 

La Fi gura III.l. muestra el efec to del almacenamiento a 

-70 ºC de l as células recién cos echadas y e nter as, sobre la acti 

viciad de Hemo-S. Se observa que la e nzima es mu y estable , no pie~ 

de actividad dentr o de la s primer as cuatro se man as y aún lu ego 

de 50 días reti e ne un 25% de su activi dad origi n al . 

En la Fi g ur a 111 .2. se ilu stra n los resultados de un en­

sayo similar, salvo que e n una p rimera e t apa se prepar6 el homo­

g e nato por ruptura de las células como se indi ca e n Materiales y 

Métodos, y post eriormente se lo almace n6 a - 20 ºC . En es t e caso, 

ya a los 5 dí as se apreci6 un 50 % de inactivaci6n y a los 12 I) O 

se detect6 actividad. 

III.3. EFECTO DEL TRITON X-100 

Teni e nd o en cuen ta que se planeaba emplear el Trit6n 

X-100 para l a posterior liberaci6n de la e n zi ma de l a fra cc i6n 

particulada, se resolvi6 estudia r el efecto d el mismo sobre l a 

actividad de Hemo-S; los d atos obtenidos se encuentran e n lu Ta­

bla III.2. S e ob serva una clara inhibici6 n del 40 y 72 % para l a 
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formaci6n de proto- y mesohemo, respectivamente. Este efecto p~ 

dría atribuírse a la posible interferencia del detergente e n la 

interacci6n lípido proteína de la enzima, que se sabe es n ecesa 

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

naga, 1981). 
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Figura III.l. 

III.4. pH OPTIMO 

-

-

25 50 

ESTACIONAMIENTO (Días) 

Efecto del almacenamien 
to sobre la actividad 
de Hemo-S de T. Q~uzi. 
Las condiciones experi­
mentales son las indica 
das en Materiales y Mé­
todos. Las células co se 
chadas y enteras se g ua~ 

daron a -70 ºC. La acti 
vidad se midi6 e mpleando 
como sustrato porfirina: 
mesoporfirina CD) o 
deuteroporfirina ( 111111). 

La influenci a del pH 6ptimo sobre la formaci6n de prot ~ 

heme se ilustra en la Figura III.}_:. • en la cual se observa cla­

ramente la exist e ncia d e un máximo agudo y bien definido a] pll 

7 '2. . 

Los resultados de un ensayo similar se mu estran e n la 

Figura III.4. para la formaci6n d e mesohemo. En este caso , el pH 
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Óptimo tambi~n se encuentra en una zona netam e nt e neutra, sie n 

do su valor de 7,5. 
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Figura III.2.: Efecto del almacenamiento sobre 
la actividad de Hemo-S de T.e~u 
zi. 
Las condi ciones experimentales 
son las indicadas en Materiales 
y M~todos. Se preparó el homoge 
nato y se lo guardó a -20 ºC. A 
los tiempos indicados, se proc~ 
saron las muestras y se midió la 
actividad enzimática en la frac­
ción mitocondrial empleando como 
sustrato porfirina: mesopor firi­
n a ( O ) o de u ter o por f ir in a ( 111111 ) 

111.5. EFECTO DE LA CONCENTRAClON DE PROTEINA 

La Figura Ill.5. muestra los resultados obtenidos al ex~ 

minar el efecto de distintas cant idades de preparación e nzim á ti­

cas sobre la activid ad de Hemo-S. 

Estos estudios permitieron encontrar tant o p ara l a forma 

ción de mesohemo como para la de protohemo un óptimo de activi­

dad, cuando se emplearon 2 mg de proteína. La síntesis máxima de 

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

En cada caso, a valores por encima o por debajo d e los 

óptimos, se observa una clara di sminució n en la actividad enzírná-
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tica. 

En consecuenci a , se decidi6 us a r 2 mg d e prot e ína en l a 

mezcla standard de incubaci6n. 

Tabla III.2. 

SUSTRATO 
+ 

Meso 

Pro to 

Efecto del Trit6n X-100 sobre l a a c t i vidad 

de Ferroq uelat asa de T. c4uzi. 

ACTIVIDAD ESPECIFICA 

Trit6n X-100 - Trit6n 

3,53 12,38 

3,74 6 , 2 7 

X-100 

·-

INHI BIC I ON 

% o 

72 

40 

Las condiciones experime ntal es son las descriptas e n Ma 
teriales y M~todos. Se emple6 Trit6n X-100 a una c a n e e~ 
traci6n final de 0,5% (v/v). La actividad enzimáti ca s; 
determin6 usando la fracción particulada (s e dimentada a 
30.000 x g) de la cepa Tulahu¡n de T. C4u z¡, cr e cida en 
medio Warren. 

III.6. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE SUSTRATO PORFlRlNA 

El efecto de meso- , proto- y d e ut e r o porfirina s obre Ja 

velo ci dad de síntesis de meso-, proto- y deuteroh e mo s e ilustra 

en las Figuras 111.6., 111.7. y 111.8. respe c tivament e . Se ob s er 

van perfiles bastante análogos para los tr e s sustratos porfirina 

empleados. 

La máxima actividad de Hemo-S corresponde a va l or es <l e 

concentraci6n de 35, 37 y 32 µM, para meso-, proto- y <leuteropo E_ 

firina respectivamente. 

A conc e ntraciones superiores a 30 µM se apr ec i6 una e ] ~ 

ra inhibici6n por sustrato , particularmente con proto- y meso-

porf irina. 
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6.6 6.8 7 7.2 7.4 7 . 6 7.8 

pll 

8 8.2 8.4 8.6 B.8 

Cu rva de pH 6ptim o para He mo- S de T. cnuz¡ 
( f ormaci6 n d e pr otohemo) . 
Las condicio ne s experimentales son las in ­
d icadas e n Ma t e r iales y Méto d os. Se empleó la 
f r acción p ar t ic u lada (se d i mentada a 30.00 0 x g) 
de T. cnuz¡ , c e p a Tulahuén. El rango de pH 
comprendi do e ntr e 6 , 4 y 8 , 5 se cubrió emplea~ 
d o buffer fos f a t o de potasio 0 , 05 M y Tris - HC1 
0 , 05 M. La a c tiv idad de Hemo-S se det e rminó 
usando co rn o s ust rato porfirina : protoporfi ­
rina. 

III.7. EF ECTO DE ALGUNOS METAL ES SOBRE LA ACTI VID AD 

Ex ist e n num erosas e v ide n cias experimentales qu e i n dica n 

que la c ap ac id a d de esta e n zima p ara insertar diferentes me ta l es 

en e l núcl eo t et r apirrólic o d e p e n de de la especie y se su habi1i 

dad para sint e t izar hemos , clorofilas Y' corrinas (Jo h nson y .T o­

nes, 1964). Por otro lado se s ab e que en general la actividad d e 

la Ferroqu e lat asa d epende d e l a presencia de gr u pos -SH ¡ior ~ ua~ 

2+ 2+ 
to s e inactiva por reactivos d e t ioles , así co mo por Hg y Ph 
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(Jones, 1984) y en algunos casos el Mn
2+ y Co

2+ también 

hibitorios (Hanson y Dailey, 1984). 
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Figura III.4. Curva de pH óptimo para Hemo-S d e T. c~uz~ 
(Forma ci ón de mesohemo). 
Las condicio nes experimentales son las in d i ­
cadas en la Figura III.3., salvo qu e la ac ti 
vidad de Hemo - S se determinó usando como s us 
trato porfiri na: mesoporfirina. 

La enzima de hígado bo vino es en cambio m5s activa e n 

. d 2+ d 2+ ( . presencia e Zn que e Fe Taketani y Tokunaga, 1982). De ma 

ner a que resultó de interés es tudi ar la acción de algunos meta­

les sobre la actividad de la Hemo-S de T. c~uz~ . 

2+ 
En l a Figura III.9 . vemos que el agregado de Fe 100 µM 

incrementa varias veces la ac tiv idad de Hemo-Sintetasa obte n ida 

a par t ir del h ierro endógeno ; 
2+ 

serción d e Zn a 100 µM, 

lo mismo ocurre en cuanto a la in 

1 . d 2+ en tant o que a presencia e Cu y 

2+ Co no parecen afectar la formación de hemo, totalm e nt e in hi bí 
2+ 2+ 

da por el Mn y Mg 
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Figura 111.5.: Efecto de la cantidad de proteína sobre 
la actividad de Herno-S de T. c~u z i. 
Se emple ó la fracción IJarticulada (sedi­
mentada a 30.000 x g) de T. ctwzi, cepa 
Tulahuén. 
La acti vidad se midió empleando corno s u~ 
trato porfirina: (o) mesoporfirina, 
(o) protoporfirna y (e::.) deut e roporfiri_ 
na. 
Las restantes condiciones experimentales 
son las descriptas en Material es y Mé to­
dos. 
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20 30 40 50 

MESOPOR FIRINA ( µM) 

Efecto de la concentración d e sustrato 
sobre la actividad de Hemo-S d e T. c~u 
zi (formación de mesohemo). 
S e empleó como fuente d e enzima la f ra c 
ción par t ic ula da (sedimentada a 
30.000 x g) de T. c~uzi, cepa Tulahuén~ 
La activida d s e mid i ó usando m esop~rfi ­

rina como sustr ato porfirina. 
Las restantes con di cio n es experimenta­
l e s son las indicad as en Materiales y 
Métodos. 
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20 30 40 50 

PROTOPORFI RINA ( lJM) 

Efecto de la concentración de sustrato 
sobre la actividad de Herno-S de T. cnuzi 
(formación de protoherno). 
Se empleó corno fuente de enzima la f ra~ 
ci ón particulada de T. cnuzi , cepa Tula 
huen, sedimentada a 30.000 x g. 
La actividad se midió usando protop orfi 
rina corno sustrato porfirina. 
Las restantes condiciones experimentales 
son las indicadas en Materiales y Méto ­
dos. 

103 

\ 
60 



o 
~ 
w 
:I: 
o 
P:: 
w 
¡..... 
::J 
w 
o 

< 
u 
H ... 
H 
u 
w 
11< 
ti) 

w 

o 
< o 
H 
:> 
H 
¡..... 
u 
< 

6 ~EUTEAOPOAf"IAINA 

5 

4 

3 

2 

Figura 111. 8. 

DEUTEROPORFIRINA (µM) 

Efecto de la concentración de sustrato so 
bre la actividad de Hemo-S de T. ~nuzi 
(formación de deuterohemo). 
Se empleó como fuente de enzima Ja frac ­
ción particulada de T. ~nuzi, cepa Tula­
huen, sedimentada a 30.000 x g . La acti 
vidad se midió usando deuteroporfirina- co 
mo sustrato porfirina. -
Las restantes condiciones experimentales 
son las indicadas en Materiales y Métodos. 

La combinación de Fe
2+ (100 µM) y Zn

2+ a concentracio n es 

variables (entr e 50 y 500 µM) (Figur a 111 .10._) produjo un nota­

ble aumento de actividad y son interes an t es los d atos obtenidos 
2+ 

cuando manteniendo como antes el agregado de Fe fijo a 100 µM , 
. 2+ 

se modificaron las concentraciones de Cu , que a valor e s 1nayo-

res que 100 µM y a ún a menores, se comportó al1ora como un inl1ibi 

dor. 
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Fe Zn Cu Co Mn Mg 

Efecto de metales sobre la 
actividad de Hemo-S de T. 
c.Jtuz ,¿. 
Se empleó como fuente de en­
zima la fracción particulada 
de T. c.Jtuz,{__ (cepa Y), sedi­
mentada a 30.000 x g , y como 
sustrato porfirina : protopoE 
firina. El efecto de los di­
v ersos metales se ensayó a 
una concentración final de 
100 µM en la mezcla de reac­
ción . Las restantes condicio 
nes experimentales son las 
detalladas en Materiales y 
Métodos, excep to que no se a 
gregó hierro a la mezcla de 
incubación, de manera qu e en 
el control se ha medido la 
formación de protohemo a PªE 
tir del hierro endógeno 
( R O·m s 1 o , 198 0) . 
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Figura 111.10.: Efecto combinado del Fe
2

+ con iones zn
2

+ y cu 2
+ 

sobre la activi dad de Hemo-S de T. C!z.li'2¿. 

El efecto de los diversos metales se ensayó a 
las concentracio ne s finales indicadas, agrega ­
dos a la mezcla de incubación.Las restantes 
condiciones experimentales son la señaladas 
en la Figura 111.9. 
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I. BIOSINTESIS DE HEMO EN T. ehu zi, CEPA TULAHUEN 

Como ya mencioniramos, si bi e n durant e más d e 5 0 a ~ os 

fue un hecho conocido que compuestos hérni c os, baj o la fo r ma d e 

hemoglobina, hematina o hemina, constituyeron un s in g u la r f ac tor 

de crecimiento, característico de los hemoflagelado s p a r as íti c o s 

(Lwoff, 1951), resultaba muy llamativo que aGn no se hubi e r a di­

lucidado la raz6n del requerimiento por esas porfir i n as . S e a ce E 

taba que evidentemente podía debers e a su incapa c id a d pa r a s int~ 

tizar el hemo, lo cual podría ser l a consecuenci a d e una d e fi c i e n 

cia parcial o total del camino biosintético. Recordand o por otra 

parte que los citocromo s (aa 3 , b y c 558 ) so n c on s t i tu ye nt es ese n 

ciales de la maquinaria respiratori a de T. ehu zi (B o i so y Stopp~ 

ni, 1973; Docampo y c ol., 1978; Stoppani y c ol., 1980), resulta­

ba sumamente interesante y atractiv a , e n b as e a la ex p e ri e ncia 

de este laboratorio, llevar a cabo un estudio ace r ca d e l a r e al 

capacidad de este hemoflagelado p a ra formar porf ir i n a s y sus pr~ 

cursores. Y este trabajo se inici6 empl e ando, com o h e mo s indi ca ­

do, la forma epimasti g ote de la c e p a Tulahuén de T. ehuz¡. 

Los resultados obtenidos fu e ron por igual importantes y 

estimulantes; se midi6 por primera vez directament e la a c tividad 

de varias de las enzimas del camino de las porfirina s , ademá s d e l 

contenido de precursores, porfirinas y hemo libre s . Lo s n iv e les 

detectados de estos Gltimos compuestos fueron tan bajos o nul os , 

que resultaba evidente la capacidad fuertemente limitada d e l p a ­

rásito para formar sus propios metabolitos. Esta hipót es is se vi 6 

plenamente confirmad a con los dato s d e actividad es e n zi máti cas . 

Se encontró un nivel alto d e Succin i l CoA Sinteta sa , se ~aland o 

que esta enzima no sería la limit a nte. De la s dos rut as qu e ll e ­

van a la formaci6n de ALA, la d e l ALA-S y de la DOVA-T, si t e n e ­

mos en cuenta s olam e nt e los valor es d e a ~ tividad me did os en f u11 -

ción de la cant i dad d e producto r e sultante, pod e mos d eci r qu e a ~ 

bas enzimas eran i gualm e nte activa s ; otro hallaz g o i nt e r es ant e , 

dado que en la actualidad se ha e st a blecido que e n un bu e n núm e­

ro de fuentes ALA-S y DOVA-T son análo g amente fun ci onal es (V a r­

ticowski y col., 1980; Beale y col., 1981; No g uchi y Mo rí_, 1 981 ; 

Bajkowski y Friedman, 1982). Pod e mos ag re g ar qu e d e a c u e rd o a 

los niveles de a ctividad hallados e n T. e~ u z ¡, s e pod r ía as i g n ar 

a esta etapa un caricter regulatorio, similar al obs e rv a d o e n l a 

mayoría de los tejidos (Lascelles, 1964). 
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La medición d e ALA-D , ya sea en fo rma dir e cta o bien a ­

gregando Zn
2+ al medio de in c ubación, un conocido reactiva nt e de 

la enzima (Brocklehurst y col ., 19 80) , reveló qu e los n i v e les de 

ALA-D en T. C4uzi eran casi indetectables; e n consecuen c ia in s u­

ficientes para manten er una síntesis adec u ada de PBG. Ha s t a a quí 

podríamos haber es t ablecido e ntonc es qu e una d e la s ra zo n es d e 

esa incapac idad de T. c4uzi para f ormar porfiri n as s ería una fa 

lla a la altura d e l ALA-D. Sin embar go, tampoc o se hallaron valo 

res de actividad mensu rables de PBG- asa o Deaminasa, e xpli c a n<l o 

una vez más, la total a usencia de porfiri na s libres y de a c u e rdo 

con el Gnico dato, hasta ese momento de una me did a de De ami n a s a 

e n un parásito de esta fami lia, correspondiente a Chang y col . 

(197 5). Estos h allazgos sugerirían ento nc es tambi én l a fal t a o 

inactivación complet a del com plejo enzimá tico respon s abl e d e l a 

ciclación del PBG en el primer tetrapirr o l intermediario de es t a 

cad ena metabóli ca. 

Recordemos qu e ya en 1934, Lwoff h ab í a observado qu e e n 

C4i thidia 6a.6cicu .lata, la sangre , hematina o h emi n a , podí a n reem 

plaz arse por la protoporfirina, que permitía e l cr e cimien to y e~ 

timulaba la respiración del hemofla gelado ,d e .lo c u al s u r g ía que 

el mismo podría incorporar hierro en la mo léc ula d e la porfirina. 

Algunos aBos despué s ,Gr anick y Gild er (1947) hallar o n lo mismo 

para H. ¡n6.luenzae y más recientemente, en c ultiv os libres d e 

simbiont es de Bla.6toc4¡;thidia culici.6 y C4¡;thidia ti nco µ eC ti 

(Chan g y col., 1975). Estos r es ulta dos es t aba n t a mbién r e ve land o , 

indirectamente que la enzima que in sertaba e l hi erro en la prot~ 

porfirina, es d ecir la Hemo -S debí a ser f uncional e n estos pará ­

sitos. Sin embargo t ambién se demo stró que otras c e pas d e H. lll. -

6l u e vt zae. , la var iedad 571 de St a phyl ococcu.6 alL4e.u.6 y Le,é6iw1crn .(a 

ta4 e. ntolae solamente respondían al agregado de compuestos d e l h e ­

mo y no a la protoporfirina , sugiriendo q u e carecería n de llemo-S 

o ésta s ería in ac tiv a (Jensen y Th ofern , 1953 ; Gaugham y Krass­

ner, 1971) En este trabajo, s e ha establecido que l a cepa Tula­

huén de T. C4uzi p ertenece al prim er grupo de h emoflagelado s , y a 

que ha sido posi ble detecta r una buena ac tiv idad e n zimática , c rn­

ple ando di fere nt es por firi nas como sustra t o. 

Recapitul a ndo, se h a d emostrado experimentalemnte por pr ~ 

mera vez que en T. c4u zi las enzimas par t ic ul a da s Suc.CoA-S, 

ALA-S, DOVA-T y Hemo-S, so n fá cilmente detectables y fu n cio nal es , 

e n tanto qu e el ALA-D, la PBG-asa (y la Deaminasa) y probableme~ 
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te las demás enzimas del camino del hemo ubicadas en el citosol, 

están ausentes o son completamente inactivas. Estos hallazgo s 

nos han llevado a proponer, que los tripanosornátidos deben haber 

perdido parte de su capacidad de biosíntesis del herno, probable­

mente a causa de mutaciones de aquellos genes estructurales inv~ 

lucrados en la síntesis de la s ll amadas enzimas solubl e s ; en con 

secuencia el flagelado torna del huésped el sustrato porfirina, 

produciéndose así un tipo de ~ooperación complementaria e ntr e 

huésped y para§ito que permite al Gltirno desarrollarse. Po r que 

o cómo han ocurrido estas mutacion es , aGn no ten ernos la respues­

ta a estos interrogantes y la expli cación es tambi én espec ulativ a; 

sin embargo, estos datos pueden r esultar Gtiles para el d esarro ­

llo de alguna alternativa terapéutica dirigida ló gicame nte a la 

destrucción selectiva del T. Q~uzi , si encontráramos la forma d e 

disociar esa espe cie de corn~artimentalización celular pa ra la 

biosíntesis del h erno entre parásit o y huésped, que deprive al 

primero del protohem o y consecuentemente impida su mult ipl i ca ­

ción. 
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II. BIOSINTESIS DE HEMO EN T. c~uzi y C~ithidia dea nei 

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. c~u z . l, 

el requerimiento nutricional por compuestos del hemo se debía a 

la incapacidad del parásito para sintetizar su propio hemo a ca~ 

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 . e~uzi, en vista de que al­

gunas cepas de este parásito exhiben algunas difer e ncias en su 

comportamiento biológico. Recordemos que precisamente, Brener y 

Chiari (1963) y Brener (1973) habían demostrado que la variada 

respuesta biológica de diferentes cepas de T. e~u z ¡ dependía por 

ejemplo de cambios en su morfología. Algunas cepas, tale s como 

la cepa Y, muestran una predominancia de formas alargadas, míe~ 

tras que otras tales corno la CL, tienen una predominancia de foE 

mas más anchas. Se ha sugerido que las últimas son las responsa­

bles de la infección de las células vertebradas mientr a s que las 

formas anchas presentan mayor capacidad para infectar el huésped 

invertebrado. 

Los estudios llevados a cabo incubando las forma s sanguf 

neas de T. e~uzi con sueros conteniendo anticuerpos contra el p~ 

.rásito, indican que la superficie celular del parásito 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 sanguíneas de la cepa Y, no lo hacía con los 

de la cepa CL. Kretlli (1978) demostró además qu e los tripoma sti 

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

vación, principalmente a través del camino alternativo del compl~ 

mento, por inmunoglobulinas adheridas a la superficie del parási 

to. Los tripomastigotes de la cepa CL a pesar de poseer también 

inrnunoglobulinas adheridas a su superficie celular no so 11 capa­

ces de activar el complemento. Todos es tos datos indican la exis 

tencia de diferencias entre las cepa s Y y CL de T. c~uzi , qu e p~ 

drían estar relacionadas con su superficie celular y po drían ex -
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plicar las diferencias que se encontraron en la interacción d e 

las dos cepas ~on macrófagos. Los macrófagos pueden desempefiar 

un rol importante en la resistencia del huésped a la infección 

por T. Chuzi. Sin embargo, el T. Chuzi puede pen e trar y multipli 

carse en estas células. Por estos motivos, l a interacción macró 

fago-T. Chuzi también ha sido extens ame nte estudiada en a mb as 

cepas (Alcántara y Brener, 1978; Kipnis y col., 1979; Meirelles 

y col., 1980). Los resultados de Alcántara y Br e ner (l978) y de 

Kipnis y col (197~) muestran una marcada di fere ncia en la capaci_ 

dad de los tripomastigotes de las dos cepas para infectar rna cr~ 

fagos de ratón. Aquellos de la cepa Y fueron 20-30 vec es (Alean 

tara y .Brener, 1978) o 6 veces (Kipnis y col., 1979) más infec­

tivos que aquellos de la cepa CL. Los resultados de Meirelles y 

col. (1980), usando macrófagos de pollo, también indicaron que 

los tripomastigotes de la cepa Y eran más infectivos qu e aque­

llos de la cepa CL. Sin embargo, la diferencia en el porcentaje 

de células infectadas no fue tan marcada como la encontrada parp 

macrófagos de ratón. 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 número promedio de pará si ­

tos/célula, la diferencia es acentuada, dado que después d e 12 

horas prácticamente todos los tripomastigotes de la cepa Y esta­

ban dentro de los macróf.agos , mientras que muchos de los tri poma~ 

ti gotes de la cepa CL no penetraron, sino que permanecieron en 

el medio de cultivo. Este mismo grupo de investigadores, encon-

tró también diferencias significativas en la capacidad para in­

fectar los macrófagos por parte de las formas epirnastigot~s de am 

bas cepas, después de un corto período de incubación.Prácticam e n 

te todos los macrófagos se infectaron con epimastigotes de la c~ 

pa CL, mientras que solo un 50-67 % se infectaron con epirnastigo­

tes de la cepa Y. Sin embargo , de todos estos resultados a ún n o 

surge claramente cuales podrían ser los factores involucrados en 

los diferentes comportamientos in vivo e in vitho d.e las cepas Y 

y CL. 

Otra diferencia que existe entre estas dos cepas es con 

respecto a su trop ismo tisular (Melo y Brener, 1978). Cu a ndo la 

cepa Y se inocula en ratones, muestr a un marcad o trop is mo ¡1or c! 

lulas del sistema fagocítico rnononuclear , mientras qu e l a cepa 

CL tiene un tropismo por células musculares. Se observó, por ~ 

jemplo, un extremadamente alt.o 'parasitismo de bazo, hígado y mé-

dula ósea en raton e s inoculados con la cepa Y, e n t a nto que 
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cuando fueron inoculados con l a c epa CL, los pará si to s es t a b a n 

prácticamente ausentes en estos 6r ganos. Aparentem en t e las for­

mas tripomasti gotes sanguíneas present an diferencias que facili­

tan o previen e n su captaci6n por macr6fagos del sistema fagocíti 

co mononuclear. Es decir, qu e este fen6meno de captaci6n depend~ 

ría no s 6lo de la estructura de la membrana del macr6fago sino 

también de variacion es en las propi edades de membrana de los di~ 

tintos parásito s . Estos est udios son sumamen t e importantes dado 

que las diferencias en la distribu ci6n de T. ~~uzi podr ían ser 

factores sumamente importan tes qu e influirían en la patoge n ia de 

la enfermedad d e Ch agas. En la actualidad, existen diversos gr u­

pos de trabajo ded icado s al es tudi o de la existencia de es t e fe ­

n6m en o de tropismo tisular en humanos. 

Las exist enc i a de esas dif erencias biol6gicas, pa tol6 g i-

cas e inmunol6gicas entre las cepas Y y CL, las convier t e en 

modelos clásicos para el es tudi o d e cepas de T~ypan o6oma ~~u:i . 

Result6 e nton ces de interé s confirmar o no los datos ob-

tenidos con la cepa Tulah uén en estas dos cepas del hemofla ge -

lado. Además de las razones fundamentadas anteriormente la elec­

ci6n de las cepas Y y CL, para nu estros estudios, se deb e también 

a que ambas habí a n sido ais ladas en áreas en démic as d e en ferme­

dad de Chagas, donde se es tán llev ando a cabo investigaciones r~ 

lacionadas con epidemiología, prevenci6n y control de la enferme 

dad por diversos grupos de invest igadores, con los cuales se ha 

establecido un a importante comunicaci6n. 

Con resp ec to al medio de crecimiento, evidencia s previas 

han sugerido qu e el mismo podría interferir con la exposici6 n de 

los sitios que c ontienen o unen azGcares localizados sobre la s u 

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

De manera qu e se decidi6 ampliar el enfoque al es tudio 

de la influenci a de este o tr o factor. 

- De C~ithidia deanei y el endosimb ionte : 

El r e qu erimiento de C. dean ei por heme (Mundim y col ., 

1974) es el mi smo qu e el encontrado en otros flagelados de insec 

tos libres de endosimbiontes . Es t e requerimiento, tambien obs e r­

vado en Ricket sia (Myers y col., 1972), bacterias (Lasc e lles , 

1962) y posiblem ente en alg unos ins ec to s hemat6fa gos (Lwoff , 

1951) indica un a lesi6n metab6lica en la cadena biosintetica de 
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hemo de estos organismos. Sin emba rgo, e l crecimiento de C. dea 

nei (Mundim y col . 1974), C. oncop elti y Bla~toc~ithi dia cul l ­

ci~ (Chang y col., 1975), todos organismos poseedor es de e ndo­

simbiontes d e tipo bacteriano, en un medio libre de h emi na s u g i~ 

re que los endosimbiontes a portarí an la capacidad b iosinte t ica 

de hemo al hu~sp e d flagela do. En el prese nt e trab ajo se demu i s ­

tra que las b ac ter ias endosimb iont es aumen t an la actividad d e va 

rías en zimas asociadas con e l camino biosintetico de h emo e n C . 

deanei . 

- De los result a d os : 

Nuestros datos demuestran qu e el conte n ido de ALA · varía 

marcadamente de acuerdo a la cepa de T. c~uzi y al medio emplea ­

do para su crecimi e nto. La cantidad de ALA es mucho me nor c u an­

do los parásito s crecen en medio L IT que en medio Warren. Los e­

pimastigotes de l a cepa Y contienen mucho menos ALA que a qu ellos 

de la cepa CL. Es importante señalar que no se pudo dete c tar ALA 

en los epimastigot as de la c e pa Y crecidos e n medio LIT. La con­

centración de ALA encontrada en epimastigotes de T. c~uzi (c e pas 

Y y CL, crecidos en medios Warren y LIT, respectivament e ), es 

del mismo orden que la ~nc ontrada en C~ithidia deanei. Si n embar 

go, la concentración de ALA en epimastigotes de la cepa CL ere-

ciclos en medio Warren, es aproximadamente 6 veces má s al ta qu e 

la hallada en los parásitos de la cepa Y. 

La incapacidad para utiliz ar ALA por los tripanosomáti­

dos, ya había sido revelada median te estudios nutricion a l es en 

Lei~hmania ta~ entolae (G a ugham y Krassner, 1971) y Bfa6toch¡tf1i­

dia culici6 y C~ithidia oncopelti (Chang y col., 1975). Sin embar 

go, se demostró qu e el ALA podía pen e trar en L. ta~ ent olae (G a u­

gham y Kras s n er ,1971). La detección de ALA, e n Chi t hidia dca 11 c i 

crecida en un medio quím i camente de fi nido, que n o pos ee ALA, in­

dica que por lo menos este tripanosomátido es capaz de s int e t i­

zar este intermediario me t abólico. 

Con relación al PBG, nuestr os dat os muestran qu e s u co n­

centración no v ar í a marcadamente de acuerdo con l a cep a . La co n ­

centración de PBG en T. c~uzi es más alta que la e n co ntrada e n 

C~ithidia dean ei con o sin endosimbionte. 

Los estudios nutricionales previos llevados a ca b o e n mu 

chas miembros d e la familia Trip anosomatidae , asociad os a l a ob 
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servaci6n de la baja, si alguna, cantidad de porfirinas y hemo 

en las 3 cepas de T. c.4uzi analizadas (Tulahuén, Y y CL) y en 

las cepas que contienen simbiontes de C4ithidia de.anei, y e n 

C . o n c. o p el ti y B • c. uli c.i-6 ( eh a n g y c o 1 . , 1 9 7 5 ) , apoyan l a t e o r í a 

de que los tripanosomáti dos son incapaces de una adecuada sí nt e­

sis de porfirinas o hemo. 

Como señaláramos la participaci6n de succinil CoA a tr~ 

ves de su condensaci6n con glicina para producir ALA es un paso 

bien establecido, que forma parte de la biosínte sis de porfiri­

nas. En consecuencia, la enzima Suc.Co A-S está involucrada en el 

camino de los tetrapirroles (Batlle y col., 1975). Nuestras ob­

servaciones indican una cierta variaci6n en la actividad de la 

enzima de acuerdo a la cepa y al medio de crecimiento. En el ca ­

so de T. c.4uzi, es alta para los parásitos de la cepa CL creci ­

dos en medio Warren y muy baja para los parásitos de la cepa Y 

crecidos en este mismo medio. Esta observaci6n sugiere que los 

componentes del medio Warren podrían inhibir la síntesis o e x pr~ 

si6n de esta enzima en epimastigotes de la cepa Y. La baja acti­

vidad de Suc.CoA-S no es una característic a de los epimastigotes 

de la cepa Y dado que ellos muestran una alta actividad cuando 

se los transfiere al medio LIT. Los estudios usando epimasti g otes 

de la cepa Tulahuén habían revel ado 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, res~ectivamente. En C~ithidia dean ei, 

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

Recordemos que teniendo en cuenta que el ALA se puede 

formar po~ la vía del ALA-S y por el llamado camino de los 5 ca r 

bonos a partir del DOVA en una reacci6n mediada por la DOVA-T, 

también se midieron ambas activid ades en estas cepas. Los datos 

obtenidos indican l a presencia de ambas rutas para la formaci6n 

de ALA, en T. c.~uzi. La única excepci6n la encontramos con los 

parásitos de la cepa CL crecidos en medio Warren, para los cua 

les no pudo detectarse actividad de DOVA-T. En ge n eral , la acti­

vidad de ambas enzimas fue mucho menor que la encontrada e n C~i -

thidia de.ane.i. 

El ALA-S fue activa en toda s las cepas de T. c.~uzi , p e ro 

notemos que su actividad fu e much o menor que la detectada e n e~; 

thidia de.an ei conte niendo endosimbionte. 

La observa ci6n d¿ que los epimastigotes d e la cepa CL 

crecidos en medio Warren no expresan actividad de DOVA-T, s u gie-
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re que en este caso l a síntesis 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 Tulahu~n, Y y CL de T. Qhuzi sugieren ausen­

cia o total inactivación de las mismas. En el caso d e PBG-asa y 

Dearninasa, solamente cuando la actividad se midió como f un ció n 

de la cantidad de PBG consumido en lugar de porfirinas formadas , 

pudo detectarse actividad en las cep as CL y Tulahuén, crecidas 

en medio Warren. Sin embargo, es probable que este co nsumo se d~ 

ba a reacciones laterales que convierte al PBG en productos dif~ 

rentes d e los por.firinógenos (Frydman y col., 1972), por lo tanto 

sin relevancia para la síntesis de heme. 

Teniendo en cuenta que la Hemo-S cataliza la inserción 

de hierro en diferentes porfirinas, estudiamos el comportamiento 

de esta enzima en extractos de T. Qhuzi, empleando corno sustra­

tos proto-, meso- y deuteroporfirina. 

Nuestros datos muestran que u sa ndo meso- o protoporfiri­

na como sustrato, la actividad es mucho más alta en los parási­

tos de la cepa CL que en aquellos de la cepa Y. Estos resulta­

dos confirman los obtenidos previamente con la cepa Tulahuén d e 

T. QhUZi, confirmando así la total funcionalidad de l a Ferroque­

latasa en este hemoflagelado. 

Chang y col. (1975) hallaron resultados simil a re s en B. 

QufiQi~ y C. onQopefti. 

También demostramos en este trabajo que la Hemo-S es acti 

va en C. deanei, con o sin endosimbionte, aunque los niveles fue 

ron menores en las distintas cepas de T. ehuzi. 

Los dato s obtenidos en el presente trabajo, han demostra 

do por primera vez que la cepa de T. ehuzi , así corno el medio e n 

el cual se cultivan los parásitos tienen una marcada influencia 

sobre la actividad de varias de las enzimas involucradas e n la 

biosíntesis del hemo, confirmándose sin embargo en otras ce pa s y 

en C. deanei, el esquema de funcionalidad enzimática e n co ntra Ju 

originalmente para la cepa Tulah~~n y la propuesta de una inade 

cuada biosíntes is d e l heme por parte de los hemoflag elados . Un 

razonamiento similar como lo hemos señalado, se hací a c x tensjvo 

a Chithidia , en cuyo caso la presencia del endosimbionte, aumen­

taría la actividad de algunas enzimas y el contenido de pre c ur s~ 

res con respect o al flagelado libre de endosimbiont e . Estos h a -
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llazgos demuestran que los flagelados conteniendo endosimbio nt e 

exhiben mayor funcionalidad enzimática que los fla ge lad os si n 

endosimbiontes. Este evento , agregado a que C. deanei po se edora 

de endosimbiontes pu e de ser cultiva da en un medio ca r en t e de he 

mina, sugiere qu e la presencia del endosimbionte aume nt a un a li 

mitada capacidad biosintética de l a cade na del h emo de los trip~ 

nosomátidos, supl e ment ando c iertas enzimas de esa vía. 

Enfatiz amos el hecho de q u e todas las enzimas d e l camino 

biosintético d el hemo qu e fuero n det ectadas e n T . c~uzi (ce pa s 

Tulahuén, Y y CL) así como en C~ithidia deanei , so n particuladas , 

mientras que aq u ellas confi n a d as al citop lasma se h a ll a n aus en 

tes o son inactivas; revela ndo as í qu e los trip a n oso mátid os s e ­

rían deficient es en la síntesis de las e n z imas sol ubl es. Es inte 

resante acotar que algunas de las enzimas del camino glicolít! 

co detectadas en estos parásitos t ambién son parti c u ladas y es­

tán lo ca lizad as dentro de un tipo especial de p e ro xisoma desi g n~ 

do como glicosoma (Opperdoes y col., 1977) . 

1 1 6 



III. HEMO SINTETA SA DE T. c.Jwz.{. 

Teniendo en cuenta que la Hemo-S d e T. cnu z l result6 se r 

totalmente funcional y con e l obj eto de establecer si exist í an 

algunas diferen cias definidas en tr e el comportamiento de la enzi 

ma d el flag e lad o y el huésped se estudiaron entonces algunas pr~ 

piedades de la Hemo-S de T. c~uz.{., e mpleándose l as cepas Tula -

huén ~ Y, obteniéndose, como se esp era ba práctic amen t e los mis­

mos resultados. 

De lo s result ados o btenido s hasta el momento pod e mos se­

ñalar que la Hemo-S d e T. chuzi exhibe una serie de carac t erísti 

' cas similares a la enzima de otras fuentes , como p or ejemp l o su 

localización celular; prác ticament e concentrada en la fracción 

particulada id entificada como la mitocondrial (Lockhead y Gold ­

ber g , 1961; Tokun aga y Sano , 197 2; Ulvik y Ro mslo, 1978). Es t a 

distr i bución l e impone cier ta s restr icci one s a la enzima , y a s u 

vez le confier e algunas propiedades regulatorias, s u s sust r a t os , 

metal y porfirina deben atravesar las membranas mitocondriales y 

una vez formado el heme, és te deb e ser transferido de la matriz 

al citosol, dond e tiene luga r la sínt esis de la proteín a de los 

citocromos d e manera que pueda un irse a las diferent es ap6pro­

teínas para d a r lugar fina lmente a la holoproteína activa . Tenien 

do en cuenta qu e el protoherno posee una i mportante función en e l 

control de la síntesis de las apoproteínas (Ochoa y De Haro, 

1979), además de formar parte d e los citocromos mismos, se podrí a 

pensar en la po sibilidad de afectar selectivame nt e su formació n 

en el pará s ito. Así, dado que tamb ién hemos demostrado que l a 

Hemo-S de T. c~u zi es capaz de emplear meso, deutero y protopor­

firin a como sustr atos , y q ue es varia s veces más activa co n el 

prim e ro de ellos, si se puede demostrar in vivo, que el pa r ásito 

no se des ar roll a cuando reemp l azamos el protohemo por meso h emo , 

la administr a ción de mesopor firin a podría afectar es p ecíficame nt e 

la replicación del flagelad o. 

Esta es una posibilidad qu e debe considerarse, para la 

cual se han in iciado alg~nos est ud ios de tipo nutri c i ona1 y enzi 

maticos; aGn con poco éxito , por cuanto debe resolv e rs e primero , 

cuál debe ser la forma más a de c u ada de administración de la por-

firina, dado qu e es ¿os compuestos son conocidos fo to se n sibi liz a 

dores, y su aplicac i ón corno age nt es terapéuticos, como e n e l ca­

so del cáncer (K essel y col ., 1986) prod u ce reac cio n es cu táne as 
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a d versas . Adem¡s, teniendo en cuenta que otras por f irinas c omo 

la 2,4 bis-acetaldeuteroporfirina y la 2,4-disulfonato d e utero­

porfirina son inhib i dores competitivo s de la Hemo - S d e ma míf e r os 

(Dailey y Fleming, 1983) pero muy buenos sustratos d e l a en z im a 

de bacterias (Dailey y col., 1986), lo cual sugier e qu e e l s itio 

d e unión de la porfirina en la Hemo-S d e ba c teri as d ifie re d e l 

si t io de unión en mamíferos, sería importante estable ce r si el 

comportamiento de la Hemo-S de T. Q~u z i es similar al de la s bac 

terias. De esta forma dispondríamo s de otras alternativ a s en cuan 

t o al tipo de porfirina y esto es particularmente int e re s ante, 

pues se están p re parando étero der iv ad os d e las p o rfir i nas men-

cionadas que son 10 veces m¡s efectivos que los empleados hasta 

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

Se ha evidenciado tambi~n, c omo en otras fuentes q u e la 

interacción lípido-proteína e s import a nte para la actividad (Ta­

k etani y Tokunaga, 1981; Hanson y Da iley, 1984) y tampoco ha h a ­

b i d o diferencias si g nificativas en cuanto al pH ó p t i mo, aún em­

p lean d o otros sustratos además de la protoporfirin a . 

Sin embargo, otro comportamiento aparentemente caracterís 

t ico de la Hemo-S de T. Q~uzi que debemos destacar ha sido su 

r eactividad frente a diferentes metales. En general se ha encon-

tr ado que cierto número de metales divalentes pueden actuar co-
2+ 2+ 2+ 2+ 

(Janes, 1984), tales como Fe Co , Zn Mn y 

2+ -De ellos el Fe sera el sustrato natural, a p e sar de 

mo sustratos 
2+ 

a ú n Cu . 

qu e a pH ' s neutro o ligeramente alc a linos, como s uel e se r el ca-

s o para la 

inestable y 

enzima de la mayoría de las fuentes, es relativamente 
3+ 

tiende a oxidarse a Fe , d e manera que la c~ lula d ~ 

b e recurrir a al g ún me canismo para ma ntener el hi e r r o al e stad o 

reducido, y recientemente se ha demostrado in c orpora c ión enzimá­

t ica de Fe 3+ en la Ferroquelatasa de Rp. ¿p he~ oi d e¿ ( Moo d y y Da i 
2+ 2+ 2+ 

l ey , 1 98 5) . Algunos metales , como C<l , Zn y Cu s e inc o rpo -

ra n con igual facilidad e nzimática y no e nzimátic a me nt e e n la s 

p orfiri n as , de manera que estos son aspecto ::; 
.2+ 

a c on s ider a r; o-

2+ 2+ 2+ 
tr as me t ales como Pb , Hg , Mn , Ni y en algun a s c ondicio ­

no ha t e nido e f ec t o 2+ 
n es Cu son Mg

2+ 
inh i bidores de la enzima y 

( Hanson y Dailey, 1984; Janes, 1984; Dailey y col., 198 6 ). 

2+ - b·-Nuestros datos han demo s trado que el F e sern t a m i e n 

T 
• 

1 
r 2 + • 

e l mejor s u strato d e la Hemo-S de . Q~U Z~, aunqu e e Zn s e in 
2+ 2+ 

c orpora con buena actividad y vimos que Cu y Co no alteraban 
2+ 2+ 

la enzima , confirmándose que Mn e ra inhibitorio y tambi~n Mg 
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2+ 
El agr egado simultáneo de Zn 2+ d . y Fe pro UJ O un a e s ti-

mulación de la actividad; pero lo más interesante f u e qu e Ja pr e 

. d 2+ d ~ d 1 1 2+ sencia e Cu , a emas e sustrat o natura Fe en la me z c la 

de incubación, convirtió al primero en un i nhibid or de la He-
2+ 

mo-S de T. ~~uzi. Este comportamiento diferencial frente al Cu 

es un punto que se investi g ará en detalle por cuanto a br e o tr a 

posibilidad de destruir selectivamente al parásito, i na ct ivando 

en forma específica su Hemo-S. 

119 



REFERENCIAS 



INTRODUCCION - I 

- Adler, S. (1934) Trans. R. Soc. Trop. Med. Hyg. li• 201 . 

- Akhtar, M.; Abboud, M.M.; Barnard, G.; Jordan, P. & Zaman, z. 
(1976) Phil. Trans. R. Soc. Lond. 273, 117. 

- Akhtar, M. & Jordan, P.M. (1979) Compr. Org. Chem. ~- ' 1121. 

- Anderson, P. & Desnick, R.J. (1980) J. Biol. Chem. 25~, 1993. 

- Anderson, W.A. & Ellis, R.A. (1965) J. Protozool. l_~, 483. 

- Aoki, Y.; Wada, O.; Urata, G.; Takaku, F. & Nakao, K. (1971) 

Biochem. Biophys. Res. Commun. ~. 568. 

- Aragonés, A.; García, R.; San Martín de Viale, L.; Tomio, M. & 

Grinstein, M. (1972) An. As oc. Qca. Arg. §_Q, 239. 

- B aj k o w s k i , A . & F r i e d man n , H • J . ( 1 9 8 2 ) J . B i o 1 . Ch e m . 2 5 7_ , 

2207. 

- Barreíro,O.L.C. de (1969) Bíochim. Bíophys. Acta _-!:__?~, 412. 

- Batlle, A.M. del C.; Benson, A. & Rímington, C. (1965) Bíocl1em. 

J. 2]_, 731. 

- B a t 11 e , .A . M . de 1 C . ; Fer ramo 1 a , A . M. & Gr in s te í n , M . ( 1 9 6 7 ) 

Biochem. J.~. 80. 

- Batlle, A.M. del C.; Llambías, E.B.C.; Wíder de Xifra, E.A. & 

Tigier, H.A. (1975) lnt. J. Bioch em. ~. 591. 

- Batlle, A. & Rossetti, M. (1977) Int. J.Bíochem. -ª-• 251. 

- Batlle, A.M. del C. & Stella, A.M. (1978) Int. J. Biochem. _2_, 

861. 
- Batlle,A.M. del C.; Stella, A.M.; Ferramola , A.M.; Sopena , Y.; 

Wider de Xifra, E.A. & Sancovich, H.A. (1978) lnt. J. Biochem. 

_2_, 401. 

- Battersby, A.; Buckley, D.; Mac. Donald, E. & Williams, D. 

(1977 b) J. Chern. Soc. Chem. Comm. 117 

- Battersby, A.; Fookes, C.; Matcham, G. & Me Donald, E. (1980) 

Nature 285, 17. 

- Battersby, A.R. & Me Donald, E. (1975) en "Porph yrins anJ 

Metalloporphyrins" (Smith, K.M.; ed.) . Elsevier, Amsterdam,p. 

61. 
- Battersby, A.; Me Donald, E.; Williarns, D. & Wrzig e r, H.J. 

(1977 a) Chem. Soc. Chem. Comm. 113. 

- Beale, S.l. (1978) Ann. Rev. Plant Physiol.l.2_, 95. 

- Beale, S.l.; Gough, S.P. & Granick, (1975) Proc. Natl. Acad . 

Sci. USA lJ:._, 2719. 

- Berry, A. & Jordan, P. (1981) Biochem. Soc. Trans. 9 (3) 593 . 

1 2 o 



- Bogorad, L. (1955) Science 121, 878. 

- Bogorad, L. (1958) J. Biol. Chem. 233 , 516. 

- Bogorad, L. (1976) en "Chemistr y and Biochemistr y of Plant 

Pigments" (Goodwin, T.W.; ed.), Academic Press, New Yo rk, vol 

1, capítulo 2. 

- Brigs, D.W.; Condie, L.W.; Sedman, R.M. & Tephl y , T.R. (1976) 

J. Biol. Chem. 251, 4996. 

- Brown, E.G. (1958) Biochem. J. 1!]_, 313. 

- Burnham, B.F. (1962) Biochem. J. ~, 15 P. 

- Burnham, B.F. (1970) Methods Enzymol. lZ_ A, 195. 

- Burnham, B.F. & Lascelles, J. (1963) Biochem. J. _?]_, 462 . 

- Burton, G.; Fagerness , P.; Hosozawa, S.; Jordan, P. & Scott, 

J. (1979) J. Chem. Soc. Chem. Comm., 202. 

- Carell, E.F. & Kahn, J.S. (1964) Arch. Biochem. Biophys. 108, 

l. 

- Cavaleiro, J.A.S.; Kenner, G.W. & Smith, K.M. (1974) J. Ch e m. 

Soc. Perkin. Trans. l• 1188. 

- Conford, P. (1964) Biochem. J. 2._l, 64. 

- Cookson, C. & Rimington, C. (1953) Nature 171, 875. 

- Cowperthwaite, J.; Weber, M.M.; Packer, L. & Hutner, S .H. 

(1953) Ann. N.Y. Acad. Sci., 2.§_, 972. 

- Cha, S. & Park, R. (1964) J. Biol. Chem. 239, 1968. 

- Chang, K.P. (1983) Int. Rev. Cytol. Suppl. ~. 26 7. 

- Chang, C.S. & Chang, K.P. (1985) Mol. Biochem. Parasit., 267. 

- Chang, K.P.; Chang, C.S. & Sassa, S. (1975) Proc. Na tl. Acad. 

Sci. USA 2.2:_, 2979. 

- Chang, K.P. & Trager, W. (1974) Science 183, 531. 

- Cheh, A. & Neilands, J. (1973) Biochem . Biophys. Res. Commun. 

_22, 1060. 

- Chu, T. & Chu, E. (1970) Biochim. Biophys. Acta 215, 377. 

l 21 

- De Carvalho, T.U . . & De Souza, W. (1977) J. Parasitol. _§_]_ , 111 6 . 

- De carvalho, T.U.; Souto-Padrón, T. & De Souza, W. (1979) Exp. 

Parasitol. !!_}__, 297. 

- De Souza, W.; Grynberg, N. 
- 'V & Nery-Guimaraes, F. (1975) Rev i. s ta 

da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical ~' 143. 

- De Souza, w.; Rossi, M.A.; Kitajima, E.W.; Santos, R . & Eoit-

man, I. (1976) Can. J. Microbiol. ~, 197. 

- De V e r n u i 1 , H . ; Gr a n d eh a m p , B . & N o r d man n , Y . ( 1 9 8 O ) 1) i o e l 1 i rn . 

Biophys. Acta~__!., 174. 

- Dressel,E.I.B. & Falk, J.E. (1953) Nature 172, 1185. 

- Dressel, E.I.B. & Falk, J.E. (1956) Biochem. J. ~~ ' 80. 



- Dzelzkalns, V.; Foley, T. & Beale, S.I. (1982) Arch. Biochem. 

Biophys. 216, 196. 

- Ehteshamuddin, A.F.M. (1963) Biochem. J. 107, 446. 

- Elder, G. (1982) en "Abstracts VIIIth Tetrapyrrol e Meeti n g ", 

S o uthampt o n. 

- Elder, G.; Evan s , J.; Jackson, J. & Jackson, A. (1978) Bioc!1 e m. 

J. 169, 215. 

- Falk, J.; Dre ssel, E.; Benson, A. & Knight, B. (1956) Hiochern. 

J. _§1_, 87. 

- Falk, J.E.; Dressel, E.I.B. & Rimington, C. (1953) Nature l._?2, 

292. 

- Feldman, F. & Lichtman, H.C. (1967) Biochim . Biophys. Acta ~141, 

653. 

- Finelli, V.; Klauder, D.; Karaf fa, M. & Petering, H. (1975) 

Biochem. Biophy s . Res. Commun. ~. 303. 

- Finelli, V.; Murthy, L. Peirand, W. & Petering , H. (1974 ) 

Biochem. Biophys. Res. Commun . ..§_Q, 1418. 

- Fischer, H. & Orth, H. (1937) en "Die chemie des Pyrrols II 1 . 

A Kadem. Verlagsgessell, Shaft, Leipzig . Photostatic Editi o ns. 

Ann. Arbor Univ. Press, 1946 and Johson Reprint Corp., New 

York, 1968. 

- Foley, T.& Beale, S.L. (1982) Plant Physiol. 2.Q , 1495. 

- Foley, T.; Dzelzkalns, V. & Beale, S.I. (1982) Plant Physiol . 

(Bethesda) 2.Q, 219. 

- Frydrnan, R. & Feinst ein , G. (1974) Biochim. Biophys. Acta 350, 

358. 

- Frydrnan, R. & Frydman, B. (1975 a) FEBS Lett. 21._ , 317 . 

- Frydman, B. & Frydman, R. (1975 b) Acc. Chem. Res.§._, 201. 

- Fumagalli, S.; Kotller, M.; Rossetti, M. & Batlle, A. (1985) 

Int. J. Biochem. 1:.2.• 485. 

- García, R. (1973) Trabajo de Tesis (UBA). 

- Gassman, M.; Pluscec, J. & Bogor ad, L. (1968) Plant Physiol. 

~. 1411. 

- Gaugham, P.L.Z. & Krassner, S.M. (1971) Comp. Bioch e m. Pll ys i ol. 

~. 5. 
- Gibson, K.D.; Laver, W.G. & Neuberger, A. (1958) Bioc h e m. J. 

2.Q, 71. 

Gibson, K.; Matthew, M. Neuberger , F. & Tait, C. (1961) 

Nature 192, 204. 

- Grandchamp, B. & Nordmann, Y. (1977) Biochem . Bioph ys . Hes. 

Comm. 1!:!_, 1089. 

122 



- Grandchamp, B.; Phung, N. & Nordm an, Y. (1978) Biochem. J. 

176, 97. 

l 2 3 

- Granick, S. (1955 a) en "CIBA Foundation Simposium on Porphyrins: 

-
-

-

-
-

Biosynthesis and Metabolism " (Wol stenho lm e Miller, G. ; e d.) 

E.C.P., London, p. l id. 

Granick, s . 
Granick, s. 
Granick, s . 
115. 

(1955 b) Absts. 128th Meeting Am. Chem. Soc., 69 C. 

& Gilder, H. (194 7) Adv. Enzymol. ]_, 30 '5. 

& Mauzerall, D. (1958 a) Ann. N.Y. Acad. Sc i. ]_J__ , 

Granick, s . 
Granick, s . 

& M a u z e r a 11 , D . ( 1 9 5 8 b ) J . B í o 1 . eh e m . -~ 3 2 , 111 9 . 

& Sassa, S. (1971) en "Metabolic Regulation" 

(Vogel, H.; ed.). New York y London, Academic Pres, p. 77. 

- Granick, J.; Sassa, S.; Graníck, S.; Levere, R. & Kappas, A. 

(1973) Biochem. Med. -ª_, 149. 

- Granick, S. & Urata, G. (1963) J. Bíol. Chem. 1]~, 8 21. 

- Heywood, P.; Weinman, D. & Lipman, M. (1974) J. Protozool. 

Q, 232. 

- Higuchí, M. & Bogorad, L. (1975) Ann. N.Y. Acad. Scí. l_~ , 

401. 

- Hoare, D. & Heath, H. (1958) Nature 181, 1592. 

- Jackson, A.H.; Sanco v ich, H.A.; Ferramola, A.M.; Evans, N.; 

Games, D.E.; Matlin, S.A.; Elder, G.H. & Smith, S.G. (1 976) 

Phíl. Trans. R. Soc. London B. 273, 191. 

- Jacobs, N.J. & J aco b s . J.M. (1975) Biochem. Biophys. Res . 

Commun. ~. 435. 

- Jacobs, N.J. & Jacob s, J.M. (1976) Biochim. Biophys. Acta 449, 

l. 

- Ja cobs , N.J. & Jacob s, J.M. (1977 a) Biochim. Biophys. Acta 

459, 141. 

- Jacobs, N.J. & Jacobs, J.M. (1977 b) Biochem. Biophys. Res . 

Commun. 2_-ª., 429. 

- J a e o b s , N . J . & J a e o b s , J . M . ( 1 9 7 8 ) B i o e h i m . B i o p h y s . A e t a .:?._~~- , 

540. 

- Jano vy Jr., J.; Lee, K.W. & Brumban g h, J.A. (1974) J. l'r oto-

2001. Q, 53. 

- Jensen, J. & Thofern, E. (1953) Z. Naturforsch ?_§_, 599 . 

- Jordan, P.M. & Berry, A. (1981) Biochem. J. 195, 177. 

- Jordan, P.; Burton, G.; Nordlov, H.; Schneider, H.; Pryde, L. 

& Scott, J. (1979) J. Chem. Soc. Chem. Comm., 204. 

- Jordan, P. & Shemin, D.J. (1973) Biol. Chem. 248, 1019. 



- Kardish, R. & Woods, J. (1980) J. Appl. Biochem. 3._, 159. 

Kidder, G.W. & Dutta, B.N. (1958) J. Gen. Microbiol. ~ ' 621. 

- Kikuchi, G.; Kumar, A .; Talm~ge, P. & Shemin, D. (1958 b) J. 

Biol. Chem. 233, 1214. 

- Kikuchi, G.; Shemin, D. & Bachman, B.J . (1958 a) Biochim. 

Biophys. Acta~' 219. 

- Kipe-Nolt, J. & Stevens , S. Jr . (1980) Plant Physiol . .§J_ , 126. 

- Klein, O. & Senger, H. (1978 a) Photochem.and Phot o biology 2 ?_ , 

203. 

- Klein, O. & Senger, H. (1978 b) Plant Physiol. ~_3_ , 10. 

- Koopmann, G. & Batlle, A.M. del C. (1986) Int. J. Bi ochem ., en 

prensa. 

- Kotler, M.; Fumagalli; S.; Juknat, A.A. & Batlle,A.M. del C. 

(1986) Int. J. Biochem. , en prensa. 

- Labbe, R.F.; Kurumuda, T. & On isawa, J. (1965) Biochim. 

Biophys. Acta 1, 403. 

- Labbe-Bois, R. & Volla nd, C. (1977) Arch. Biochem. Biophys. 

179' 565. 

Lascelles, J. (196Lf) en "T etrapyrrole Biosynthesis an d its 

regulation", Benjamín, New York. 

- Lascelles, J. (1967) Biochem. J.~. 65. 

- Laver, W.G.; Neuberger , A. & Underfriend, S. (1958) Bio chem. 

J. 2.Q_, 4. 

- Lockwood, W. & Rimington , C. (1957) Biochem. J. _l_J_, 3 72. 

- Lwoff, M. (1933) Ann. Inst. Pasteur 21_, 55. 

- Lwoff, M. (19 3 8) C.r. Hebd . Seanc. Acad. Sci. Par.is 20 6, 504. 

- Lwoff, M. (1951) en "Biochemistry and Physiology of Pro tozoa" 

(Lwof~, A.; ed.) Academic Press, New York, vol. I, p. 129. 

- Llambías, E.B.C. & Bat ll e , A. M. del C. (1970 a) Biochim. 

Biophys. Acta 220 , 553. 

- Llambías, E.B.C. & Batlle ,A.M. del C. (1970 b) FEBS Lett. 2_, 

180. 

- Llambías, E.B.C. & Batlle , A.M. del C. (1970 c) FEBS Lett. _§_, 

285. 

- Llambías, E.B.C. & Batlle ,A. (1971 a) Biochim. Biophys. Acta 

227, 180. 

- Llambías, E.B.C. & Batlle , A. (1971 b) Biochem. J. 121, 327. 

- Llambías, E.B.C.; Locascio, G. & Batlle, A.M. del C. (1971) 

Anal. As. Q. Arg. ~~' 2 71. 

- Maria, T.A.; Tafuri, W. & Brener, Z. (1972) Ann. Trop. Med. 

Parasit. -~ ' 423. 

124 



- Marver, H.S.; Strand, G.; Swanson, W.; Manning, F. & Branchaud, 

R. (1972) Anal. Biochem. !!_]__ , 457. 

- Marver, H.S.; Tschudy, D.P .; Perlroth, D.P. & Rec h c i g l, M. 

(1966) J. Biol. Chem. 241, 4323. 

- Melo, M. N . (1982.) Tesis de Doct o r a do, U.F.M. G., Br a s i l. 

- Miyagi, K.; Kaneshima, M.; Kawakam i , J.; Nakad a , F .; P e tr y k a , 

Z. & Watson, C. (1979) Proc . Natl. Acad. Sci. USA ]___6__ , 617 2 . 

- Miyagi, K . & Watson, C. (1972) Blood 22_, 13. 

- Molyneux, D.H. & RobertsOn , E. (1974) Ann. Trop. Me d. Para s it. 

~, 369. 

- Moore, M. R.; Beattie, A.D .; Thonipson, G.G. & Goldb e r g ,A . . 

(1971) Clin. Sci e nce .iQ_, 81. 

- Muthukrishman, S.; Malathi, K . & P a dmanab a n, G. (197 2 ) B i o c h e m. 

J. 129, 31. 

- Muthukrishman, S.; Padmanaban, G. & Sarma, P.S. (1969) J. Biol. 

Chem. 244, 4241. 

- Nandi, D.L. (1971) Arch. Biophys. 1 42, 157. 

- Nandi, D.L. & Shemin, D. (1968) J. Biol. Chern. 243, 12 36. 

- Nandi, D.L. & Waygood, E.R. (1965) Can. J. Biochern. ~ . 160 5 . 

- Nandi, D.L. & Wa ygood, E.R. (1967) Can. J. Bioch e m. !!._2 , 3 2 7. 

- Ne u be r ge r, A. & Se o t t , J . J . ( 19 5 3) Na tu re _l 7 2 , 1O9 3 . 

- Neve , R . ; La b b e , R . & A 1 d r i eh , R . ( 1 9 5 6 ) J . A m . Ch e m . S o e . .Z_.8- , 

691. 

- Newton, B.A. (1957) J. Gen. Micr o biol. l2_, 708. 

- Newton, B.A. & Horne, R.W. (1957) Exp. Cell Res. ll_ , 5 63. 

- Nishimura, J.S. & Grinnel, F. (1972) en "Advanc es in 

Enzymology" (Meister, e d.), Wile y and S on. Chich es t e r, vol 3 6 , 

p. 186. 

- N o g u e h i , T • & M o r i , R • ( 1 9 8 1 ) J . B i o 1 • Ch e m . Q~ , 1 O 3 3 5 . 

- Novy, F.G.; Me Ne al, W.J . & Torrey, H.N. (1907) J. Inf ec t. 

Dis. !!._, 223. 

- Oashi, A. & Kikuchi, G. (1977) Ar c h. Biochem. Bi o phy s . ].:_l§ , 

607. 

- O'Daly, J.A. & Bretaña, A . (1976) Int. J. Parasitol. ~ . 271. 

- Osanai, M. & Rembold, H. (1974) Happe-Seyler's Z. Physiol. 

Chem. 355, 327. 

- Porra, R. & Falk, J. (1964) Bioch e rnical J. 2-Q_, 69. 

- Porra , R.J. & Irving, E . A. (1970) Bioch e rn. J . l)_6 , 4 2 P . 

- Porra, R.J.; Irving, E.A . & Tennick, A.M. (1972) Arch. 

Biochem. Biophys. 148, 37. 

- Poulson, R. & Polglase, W. (1973) Biochim. Biophys. Acta 329. 

256. 

1 25 



- Poulson, R. & Polglase, W.J. (1974) J. Biol. Chem. 249, 6367 . 

- P o u 1 s o n , R . & P o 1 g 1 as e , W . ( 1 9 7 5 ) J . B i o 1 . eh e m . 1_5 O , 1 2 6 9 . 

- Poulson, R. (1976) J. Biol. Chem. 251, 3730. 

- Ramaswamy, K. & Nair, P.M . (1973) Biochim. Bioph y s. Acta 293, 

269. 

- Rasmussen, · G . & Kushner, J. (1979) J. Lab. Clin. Med. _2_}._, 54. 

- Roitman, C.; Roitman, l. & Azevedo, H.P. (1972) J. Protozool. 

l:.2_, 346. 

- Romeo, G. & Levin, E. (1971) Biochim. Biophys. Ac ta 2 30, 330. 

- Rossetti,M.V. (1978) Trabajo de Tesis (UBA). 

- Rossetti, M.V. & Batlle, A.M. del C. (1977) Int. J. Biochem. 

268. 

Rossetti, M.V.; Juknat, A.A. & Batlle, A.M. del C. (1977) Int. 

J. Biochem. ~. 781. 

- Rossetti, M.V.; Juknat de Geralnick, A.; Kotler, M.; Fumaga­

lli, S. & Batlle, A.M. del C. (1980) Int.J. Biochem. 12_, 761. 

- Salvador, G.F. (1978) Plant Sci. Lett. _!l, 351. 

- Sancovich, H.; Batlle, A. & Grinstein, M. (1969) Biochem. 

Biophys. Acta 191, 130. 

- Sancovich, H.; Ferramola, A.; Batlle, A.; Kivil e vick, A . & 

Grinstein, M. (1976) Acta Physiol. Latinoarn. -~' 376. 

- Sano, S. (1958) Acta Haematol. Japan -~' 237. 

- Sano, S. & Granick, S. (1961) J. Biol. Chem. 236, 1473. 

- Sassa, S.; Granick, S. & Kappas, A. (1975) Ann. N.Y. Ac ad. 

Sci. 244,419. 

- Scott, A.; Burton, G.; Jordan, P.; Matsumoto, H.; Fag e rness, 

P. & Pryde, L. (1980) J.Che m. Soc. Chem. Comm., 384. 

- Schulrnan, M.P. & Richert, D.A. (1957) J. Biol. Cil e m. ?____~ , 181. 

- Seehra,J. & Jordan, P. (1980) J. Am. Chem. Soc . 1:__9___?_, 6841. 

- Seehra,J.S.; Jordan, P.M . & Akhtar, M. (1983) Biocli e m. J . 209, 

709. 

- S enek jie, H.A. (1943) Am . J. Trop. Med. ll• 523. 

- Senekjie, H.A. & L e wis, R.A. (1945) Am. J.Trop. Me d. _?_? , J L15. 

- S he mi n, D . ( l 9 7 6) Phi l • T r a ns . R. So e . Lo n u o n , ll . ~_7-~ , 1O9 . 

- Shemin, D. & Rittenb er g,D . (1945) J. Biol. Chem. ~1:.2__~, 5 67. 

- Shemin, D. & Russel, C.S. (1953) J. Am. Chern. Soc. 2__5__ , 4873. 

- Sirnpson, L. (1968) J. Cell Biol. ]__]__, 660. 

- Sjostrorn, M. (1976) J. Microsc. Bio Cell. ll• 415. 

- Srnith, A. & Francis, J. (1979) Biochern. J. 183, 455 . 

- Srnith, A. & Francis, J. (1981) Biochem. J. 19~, 

126 



- Stafforini, D.M.; Polo, C.; Stella, A.M.; Wider d e Xifra , E . A. 

& Batlle, A.M. del C. (1980) Int. J. Biochern. g, 757 . 

- Stei ger , F.R. & Steiger, E . (1976) J. Parasitol. ~ . 437. 

- Stella, A.; Parera, V.; Llarnbías, E. & Batlle, A. (1971) 

Biochem. Biophys. Act a 252, 481 . 

- T a i t , G • H • ( 1 9 7 2 ) .B i o e h e m • J . !_?_ª- , 11 5 9 . 

127 

- Tigier, H.A.; Batlle, A.M. del C. & Locascio, G. (1968) Biochim. 

Biophys. Acta 15~, 300 . 

- Tigier, H.A.; Batlle, A.M. del C. & Locascio, G. (1970) 

Enzyrnologia ~' 43. 

- Tornio, J.M. & Grinstein, M. (1968) Eur. J. Biochern . ~ . 80. 

Trager, W. (1957) J. Protozool. !!._, 269 . 

- Trager, W. (1974) en "Trypanosorniasis and Leishmaniasis with 

Special reference to Chagas disease'' CIBA Foundati o n S y mposium 

20 (new-series). Associated Scient ific Publishers . Am ste rdam, 

p. 225. 

- Tsukamoto, I.; Yoshinaga, T. & Sano, S. (1975) Biochem. Biophys. 

Res. Commun. !!_]_, 294. 

- Tsukarnoto, J.; Yoshinaga, T . & Sano, S. (1979) Biochirn. Bioph ys. 

Acta 570, 167. 

- Tsukarnoto, I.; Yoshinaga, T. & Sano, S. (1980) Int. J. Biochem. 

g, 751. 

- Varticovsky, I.; Kushner, J.P. & Burnham, B.F. (1980) I nt. J. 

Biochem. g, 73 9. 

- Vickerman , K. & Tetley, L. (1977) Ann. Soc. Bel ge Med. Trap. 

~. 441. 

- Weinstein, J.D. & Beale, S.I. (1983) J. Biol. Chem. 258, 6799. 

- W h i t e , D . C . & G r a n i e k , S . ( 1 9 6 3 ) J . B a e t e r i o 1 . ~~ , 8 4 2 . 

- Wider de Xifra, E.A. & Batlle , A . M. del C. (197 3 ) Enzyme l._§_ , 

128. 

- Wider d e Xifra, E.A. & Batlle, A.M. d el C. (1975) e n "P o rph y rin s 

in Human Diseas es ", Karger , Basel ,p. 36. 

- Wider de Xifra, E.A.; Batlle , A.M. del C. & Ti gi.er , H. ( l9 7L) 

B i o eh i m. B i o p h y s . Aeta l._3 5 , 511 . 

- Wider de Xifra, E.A. & Tigier , H. (1971) Enzymo.Logia :il_, 217 . 

- Williams, D.; Margan, E .; Me Donald, E. & Battersby, A. (1981) 

Biochem. J. 193, 301. 

- Wintrobe, M.M. (1950) Ha rvey Lectures ~. 87. 

- Yarnasaki, H. & Moriyama, T . (1971) Biochirn. Bioph ys . Acta ]-27, 

69 8. 

- Yoshinaga, T. & Sano, S. (1980) J. Biol. Chem. 255, 4727. 



- Yubisui, T. & Yoneyama, Y. (197 2 ) Arc h. Biochem. J3iop l1 ys . _!._50 , 

77. 

- Zaitseva, G.N. & Salikhov, T.A. (197 2 ) Dokl. Akad. Nauk. SSSR 

205, 424. 

- Zaitseva, G.N. & Salikh ov , T.A. (197 3) Izv . Akad. Na uk . . SSS R 

1. 252 . 

l 2 8 



INTRODUCCION - II 

- Anderson, K.E. (1978) Biochim . Biophys. Acta 543, 313. 

- Barnes, R.; Connelly, J.L. & Jones, O.T.G. (1972) Biochem. J. 

128, 1043. 

- Bonkowsky, H.L.; Bloomer, J.R.; Eb ert , P . S. & Mah one y , M.J . 

(1975) J. Clin. Invest. ~. 1139. 

- Clark, P. & Walsh, R.J. (1959) Nature 184, 1730. 

- Cole, S.P.C. & Marks, G.S . (1984) Malee. Cell Biocliemistry ~ . 

127. 

- Cole, S.P.C.; Vavasour, E .J. & Mark s , G.S. (1979) Bioche m. 

Pharmacol. ~. 3533. 

- Cole, S.P.C.; Whitney, R.A. & Marks, G.S. (1981 a) Mol. 

Pharmacol. 20, 395. 

- Cole, S.P.C.; Zelt, D.T. & Marks, G.S. (1981 b) Mol. Pharmacol. 

.!.2_, 477. 

- Dailey, H.A. (1977) J. Bacteriol. 132, 302 . 

- Dailey, H.A. (1982) J. Biol . Chem. 257, 14714. 

- Dailey, H.A. & Fleming, J.E. (1983) J. Biol. Chem. 258, 11453. 

- Dailey, H.A.; Lascelles, J. (1974) Arch. Biochem. Biophys. 160, 

523. 

- De Matteis, F. & Gibbs, A .H. (1975) Biochem. J. 14 6 , 285 . 

- De Matteis, F.; Gibbs, A.H.; Jackson, A.H. & Weera s inghe, S . 

(1980) FEBS Lett. 119, 109. 

- Fleischer, E.B.; Choi, E.I. ; Hambri g ht, P. & Stono, A. (1964) 

Inorg. Chem._]_, 1284. 

- Go 1 din, B . R. & Lit t 1 e , H. N. ( 19 6 9) B i o eh i m. B i o p h y s . Ae ta l_Zl:_ , 

3 21. 

- Grinstein, M.; Bannerman, R.M. & Moore, C.V. (1959) Blood ~. 

476. 

- Hanson, I. & Dailey, H.A. (1984) Bi oc h e m. J. 222 , 695. 

- Heikel, T.; Lo c kwood, W.H.; Rimington, C. (1958) Nature 182, 

313. 

- Honeybourne, C.L.; J a ckson, J.T. & Janes, O.T.G. (1979) FEJJS 

Lett ~, 207. 

- Johnson, A. & Jones, O.T.G. (1964) Biochim. Biophys. Acta 93, 

171. 

- Janes, M.S. 

- Janes, M.S. 

- Janes, M.S. 

Commun. ~. 

& Jones, 

& Jone s, 

& Jon es , 

1072. 

O.T.G. 

O.T.G. 

O.T.G . 

(1969) . Bioche m. J. 113, 50 7. 

(1970 a) Biochern. J. 119, 453. 

(1970 b) Bioc hem. B:ioph ys . Res. 

129 



- Jones, O.T.G. (1967) Phytochemistry _§_' 1355. 

- Jones, O.T.G. (1968) Biochem . J. J.07' 113. 

- Jones, O.T.G. (1983) en "Metals and Micronutrients" (Robes, D. 

A. y Pierpont, W.S.; eds.) . Academic Press, London, p. 125. 

- Kass ner, R.J. & Walchak, H. (1973) Biochim. Biophys. Acta 30 4 , 

294. 

- Kasuga, S.; Konno, K. & Sakai, Y (1954) J. Jap. Biochem. So c . 

~' 282. 

- Koller, M.E. (1979) FEBS Lett. 100, 47. 

- Koller~ M.E. & Romslo, l. (1977) Biochim. Biophys. Acta 461, 

283. 

130 

- Koller, M.E.; Romslo, l. & Flatmark, T. (1976) Biochim. Bioph ys . 

Acta 449, 480. 

- Krueger, R.C.; Melnick, l. & Klein, J.R. (1956) Arch. Biochem. 

Biophys. ~' 302. 

- Labbe, R.F. & Hubbard, N. (1960) Biochim. Biophys. A c ta~' 

185. 

- Labbe, R.F. & Hubbard, N. (1961) Biochim. Biophys. Acta 21_ , 

130. 

- Labbe, R.F.; Hubbard, N.& Caughey, W.S. (1963) Biochemistry ~ . 

372. 

- Labbe, R.F. & Nielsen, L. (1976) en "Porphyrins in Human 

Diseases" (Doss, M.; ed.). Karger, Basel, p. 141. 

- Langelaan, D.E.; Losowsky, M.S. & Toothill, C. (1969) Cli n. 

Chim. Acta~' 245. 

- Little, H.N. & Jones, O.T.G. (1970) Biochem. J. 156, 309. 

- Lockhead, A.C. & Goldberg, A. (1961) Biochem . J. ]__~ , 146. 

- Mac Kay, R.; Druyan, R.; Getz, G.S. & Rabinowitz, M. (1969) 

Biochem. J. 114, 455. 

- Mailer, K.; Poulson, R.; Dolphin, D. & Hamilton, A .D. (1980) 

Biochem. Biophys. Res. Commun. 2.§_, 777. 

- M a u z e r a 11 , D . & Gr a n i e k , S . ( 1 9 5 8 ) J . B i o 1 . Ch e m . l_~ , 11 4 1 . 

- Mazanowska, A. & Dancewicz, A.M. (1970) Acta Biochim. Polonica 

~l. 

- Mazanowska, A.; Dancewicz, A.M.; Malinowzka, T. & Kowalski, E. 

(1969) Eur. J. Biochem. ]_, 583. 

- Mazanowska, A.M.; Neuberger , A. & Tait, G.H. (1966) Biochem. 

J. 2!· 117. 

- Neuberger, A. & Tait, G.H. (1964) Biochem. J. 2-.2_, 607 . 

- Onisawa, J. & Labbe, R.F. (1963) J. Biol. Chem. 238, 724. 

- Ortiz de Montell ano, P.R.; Beilan, H.S.; Kunze, K.L. (1981) 

Proc. Natl. Acad. Se. USA 73_, 1490. 



- Phillips, J.N. (1967) Enzymologia l.?_ , 13. 

- Porra, R.J. (1975) Anal. Bioch em. ~. 289. 

- Porra, R.J. & Jon es. 0.T.G . (1963) Biochem . J. §_2 , 186. 

- Po ·rra, R.J. & Ross, B.D . (1965) Biochem . J . 2_!: , 557 . 

- Rifkind, A.B. (1979) J. Bi ol. Chem. 254, 4636. 

- Ruth, G.R.; Schwartz, S . & Steph enso n, B . (1977) Science 198 , 

199. 

- Sawada, H.; Takeshi t a , M.; Su gita, T. & Yoneya ma, T. (1969) 

Biochim. Biophy s. Acta 17~ , 145. 

- Simpson, D.M. & Poulson, R. (197 7) Biochim. Biophys . Acta L18 2 , 

461. 

Sinclair, P.; Gibbs , A.H .; Sincl air , J.F. & De Matteis , F. 

(1979) Biochem. J. 178, 529. 

- Taketani, S. & Tokunaga, R. (1981) J . Biol. Chem. ~~. 1274 8 . 

- Taketani, S. & Tokunaga, R. (198 2) Eur . J. Biochem. 127 , 443 . 

- Tanaka , S.; Nagahama, S. ; Takeshita, M. & Yon eyama , Y. (1 976) 

J. Biochem . (Tokyo) ~. 1067. 

- Tephly, T.R.; Gibbs, A.H. & De Matteis, F . (1979) Biochem . J. 

180, 241. 

- Tephly, T.R.; Hasegawa , E.& Baron, J. (1971) Metabol. Clin. 

Exp. ~. 200. 

- Tokunaga, R.& Sano, S. (1966) Bio chém . Biophys. Res. Commun. 

~. 489. 

- Vavr a , J.D.; Mayer, V.K. & Moore, C.V. (1964) J. Lab. Clin. 

Med • .§1_, 736. 

- Vogeler, W.R. & Mingioli, E.S . (1967) Clinic . Res . 1-_2 , 36 . 

- Walters, T.R.; Gribble, T.J. & Sc hwartz , H.C . (1963) Na tur e 

197, 1213. 

- Yoneyama, Y.; Tamai, A.; Yasuda, T . & Yoshi kaw a , H . (1965) 

Biochim. Bi o ph y s. Acta 105, 100. 

l 31 



lNTRODUCClON - 111 

- Alfieri, S.C. & Camargo Plessman , E. (1982) Exp. Para s itol. 

2l_, 371. 

- Camar go , E.P. (1979) en "Tesis de Libre Docencia" Instituto 

de Química de la USP, Brasil. 

- Chan g, K.P. (1974) J. Protozool. ..?_!, 699. 

- Ch a n g , K . P . & Da v e , C . ( 1 9 8 O ) e n " En d o e y t o b i o 1 o g y , E n d o .s y m b i o s i s 

and Cell Biology" (Sch wemmler, W. y Schenk, H.E.A.; eds.). cie 

Gruyter, Berlín, New York, vol 1, p. 349 . 

- De Souza, W. (1983) lnt. Rev. Cytol. ~, 197. 

- Gill, J.W. & Vogel, H.J. (1963) J. Protozool. _!Q, 148. 

- Gutterid ge , W.E. & Mac Adam, R.F. (1971) J. Proto zool. ~ . 637 . 

- Hoare, C.A. & Wallace, F.G. (1966) Nature, London 212, 1385. 

- Levine, N.D.; Lorliss, J .O. ; Cox, F.E.G.; Deroux, C.; Grain , 

J.; Honigberg, B.M.; Leedale , G.H.; Loebich, A.R.; Lom, J .; 

Merinfeld, E.G.; Page, F.C.; Poljansk y , G.; Spragu e , V.; Vavra, 

J. & Wallace, F.G. (1980) J. Protozool. '!:..]_, 37. 

- Me Ghee, R.B. & Cosgrove, W.B. (1980) Microbiol. Rev. !!....!!_ , 140 

- M o 1 y ne u x , D . H . & As h fo r d , R . W . ( 1 9 8 3 ) en "T he B i o 1 o g y o f T tL lj p Cl ll Q_ 

J.ioma and Le.iJ.ihmaviia , Parasites of Man and Domestic Animals". 

Taylor y Francis Ltd., London. 

- Mundim, M.H.; Roit.man, I.; Hermans, M.A. & Kitajima, W. (1974) 

J. Protozool . ..?_!, 518. 

- Simpson, L. (1972) lnt. Rev. Cytol. ll_, 139. 

13 2 

- Vickerman, K. & Prestan, T.M. (1976) en "Biology of Kinetoplastida" 

(Lumsden, W.H.R. y Evans, D.E.; eds.) Academic Pres, New York . 

p. 35. 



INTRODUCCION - IV 

- Agosin, M.; Náquira, C.; Capdevila, J. & Paulin, J. (19 7 6) 

Int. J. Biochem. !_, 585. 

- Alves, M.J.M. & Colli, W. (1974) J. Protozool. Q , 575. 

- Arauja, F.G.; Handman, E. & Remin g ton, J.S. (1980) J. Protoz o o] 

!:.]_, 397. 

- Baernstein, H.D. & Tobie, E.J. (1955) Exp. Parasitol. ~ . 548 . 

- Boiso, J.F. de & Stoppani, A . O.M. (1972) Experientia ~ . 1162 . 

- Boiso, J.F. de & Stoppani, A . O . M. (1973) J. Protozool. l_Q_ , 

6 7 3 • 

- Borst, P. & Hoeijmakers, J.H. (1979) Plasmid 2,20. 

- Bov eris , A.; Síes, H.; Marti na, E.E.; Docampo , R.; Turr e ns, J. 

F. & Stoppani, A.O.M. (1980) Bioch em . J. 188, 64 3 . 

- Boveris, A . & Stoppani, A.O .M. (1977) Experientia 1]_ , 130 6. 

- Bowman, I.B.R. & Flynn, I.W. (1976) e n "Biology of th e 

Kinetopl as tid a" (Lum s d e n, W.H.R. y Evans, D.A.; e ds.). Academic 

Press, New York. vol 1, p. 435. 

- Bowman, I.B.R.; Tobi e , E.J. & von Brand, Th. (1963) Comp. 

Biochem. Ph ysiol. 2• 105. 

- Br ack , C. (1968) Acta Trop . l.2_, 289. 

- Brack, C.; Delain, E.; Riou , G. & Festy, B. (1972) J. 

Ult rastruct. Res. }_2_, 568 . 

- Brener, Z. (1973) Annu. Rev. Microbiol. !:.]_, 34 7. 

- Brener, Z. & Al.varenga , N. (1976) en "New Approaches in 

American Trypanosom iasis". Pan Am eri can Health Organizati o n, 

Washington, D.C. p. 83. 

- Cannata, J.J.B. & Cazzulo, J . J. (19 84) Mol. Biochem. Parasit. 

Q, 37. 

- Cann ata , J.J.B.; Docampo, R.; Vall e , E.; Franke d e Ca zz ulo, 13 . 

M. & Cazz ul o , J .J. (1980) Medicina (Buenos Air es ) 40 ( S upp1. 1), 

145. 

- Carv alho , R.M.G.; Meirelles , M. N.L. ;D e Souza, W. & L e on, \.J. 

(1981) Infect Irnmun. 1_~, 546. 

- Castro, C.; Hernández, R. & Castan eda , M. (1981) Mol. J3ioc l1 em . 

Par asi tol. l· 219. 

- Cazzulo, J.J.; Frank e de Cazzulo, B .M. & Segura , E .L. (1980) 

Comp. Biochem. Physiol. 6713, 163. 

- Chagas, C. (1909) Mem. Inst . Oswald o Cruz!:_ , 159. 

- Chagas , C. (1911) Mem. Inst. Oswaldo Cruz 1_ , 219. 

133 



- Chiari, E.; De Souza, W.; Romanha, A.J.; Chiari, C.A. & Brener , 

z . (1978) Acta Trop. 1_2, 113. 

- De Souza, w. (1976) J. Microsc . Biol. Cell 12 . 189. 

- De Souza, w. (1984) Int. Rev. Cy t. -ª-.§_' 19 7. 

- ·De Souza, w.; Martinez-Palomo, A. & Gonzales-Robbles, A. 

(1978) J. Cell Sci . 1l_ , 285. 

- De Souza, W. & Meyer, H. (1976) Z. Parasitenkd . !±_~, 179. 

- De Souza, W.; Meza, I.; Mar tinez- Palomo, A.; Sabanero, M. 

Souto-Padrón, T. & Meirelles, M.N.I. (1983) J . Parasito.l. ~ . 

138 . 

- Días, E. (1934) Mem. Inst. Oswaldo Cruz~ . l. 

- Docampo, R.; Boiso, J.F. de & Stoppani, A.O.M. (1974) Rev. Soc. 

Arg. Microbiol. ~. 7 . 

- Docampo, R.; Bosio, J .F. d e ; Stoppani, A.O.M. (1978) Biochim. 

Biophys. Acta 502, 466. 

- Dwyer, D.M. (1980) J. Protozool. '.!:_]_, 176. 

- Franke de Cazzulo, B.M. & Cazzulo, J.J. (1982) Comp. Biochem . 

Physiol. 71B, 321. 

- Fu 1 t o n , J . D . & S p o o n e r , D . F . ( 1 9 5 6 ) B i o c h e m . J . .?l. , 4 7 5 . 

- Gutteridge, W.E. (1976) en "Ameri can Trypanosomiasis Research " 

Scientific Publication number 318. Pan American Health 

Organization Washington, p. 135. 

- Gutteridge, W.E. (1978) en "Cha gas Disease ", Scientific 

Publication. Pan American Health Organization, Washington. 

347, p. 48. 

- Gutteridge, W.E. & Coombs, G.H. (1977) en "Biochemistry of 

Parasitic Protozoa" The Macmillan Press Ltd, London. 

- Gutteridge, W.E.; Cover, B. & Gaborak, M. (1978) Para s itolo g y 

J.j_, 159. 

- Gutteridge, W.E. & Rogerson, G.W. (1979) en "Biolo g y of tli e 

Kinetoplastid" (Lumsden, W.H.R. y Evans, E.A .; e<ls.). Aca d e mic 

Press, New York, p. 619. 

- Hammond, D.J. & Gutteridge, W.E. (1982) Biochim. Biophys . Acta 

718, l. 

- Hammond, D.J. & Gutt eridge , W.E. (1983) Molec. Bi o c h e rn . 

Parasitol.2, 319. 

- Hill, G. (1972) en "Comparative Bioch e mistry of Para s it e s " 

Academic Press, New York, L o nd on . 

- Hill, G.C. (1976) Biochim. Biophys. Acta 456, 149 . 

- Hill, G.C. & And erson, W.A . (1970) Exp. Parasitol . _?__§_, 356. 

- Hill, G.C. & Cr oss , G.A.M. (1973) Biochirn . Biophys. Acta l_Q2 , 

590. 

134 



- H o a re , C . A . & W a 11 a e e , F . G . ( 19 6 6 ) Na t u re ( Lo n d o n ) ~-~ , l 3 8 5 . 

- Hunt, R.C. & Ellar, D.J. (1974) Biochim. Biophy s . Acta 33~_ , 

173. 

- Juan, S.M.; Cazzulo, J.J. & Segura, E.L. (1979) Comp. Biochem. 

Physiol. ~' 531. 

- Kallinikova, V.D. (1981) Int. Rev. Cytol. ..§.2_, 105. 

- Martinez-Palomo, A.; De Souza, W. & Gonzalez-Robl es , A . (1976) 

J. Cell Biol. ..§.2_, 507. 

- Me Ghee, R.B. & Cosgrove, W.B. (1980) Microbiol. Re v. ~~ . 140 . 

- Meirelles, M.N.L.; Chiari, E. & De Souza, W. (198 2) Acta Trop. 

12_, 195. 

- Meyer, H. & De Oliveira, M. (1948) Parasitolo gy 1-2_, 91. 

- Meyer, H. & De Souza, W. (1976) J. Protozool. Q, 385. 

- Morel, C.; Chiari,E.; Camargo, E . P.; Mattei, D.M.; Romanh ;:1,A. 

J. & Simpson, L. (1980) Proc . Natl. Acad. Sci. U.S.A. ]_]_ , 68.IO. 

- Morel, C. & Simpson, L. (1980) Am. J. Trop. Med. llyg. 2 ~, 1070. 

- Muniz, J. & Borrielo- A. (1945) Rev. Bras. Biol. -2_ , 563-576. 

- Nogueira, N.; Bianco, C. & Cohn,Z. (1975) J. Exp. Med. l.!:.§.. , 

157. 

- Nogueira, N. & Cohn, z. (1976) J. Exp. Med. 1_2, 546 . 

- Opperdoes, F.R. & Borst, P. (1977) FEBS Lett. ~. 360 . 

- Opperdoes, F.R. & Cottem, D. (1982) FEBS Lett. 143_, 60. 

- Paulin, J.P. (1975) J.Ce:)..l Biol. _§_.§.., 404. 

- Pereira, M.E.A.; Loures, M.A.; Villalt a ,F. & Andrade, A.F.P. 

(1980) J. Exp. Med. 152, 1375. 

- Piessmann Camargo, E.; Coelho, A . ; Moraes, G. & Fi g uereido, E. 

N. (1978) Exp. Parasitol. _~, 141. 

- Ray, S.K. & Cross, G.A.M. (1972) Nature New Biol. 23? , 174 . 

- Riou. G. & Delain, E. (1969) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A . ~ . 

210. 

- R i o u , G . & P a n t r i z e 1 , R . ( l 9 6 9 ) J . P r o t o z o o l . _l_~ , 5 O 9 . 

- Riou, G. & Paoel etti, C. (1967) J. Mol. Biol. ~. 3 7 7 . 

- Riou, G.& Yot, P. (1977) Biochemistry ~. 2390. 

- Ro ge r son , G. W . & G u t ter i <l ge , \.J. E . (19 7 7) J . Pro to zo o l li , 4:. A . 

- Roge r son , G . W . & G u t t e r i <l ge , W . E . (19 7 9 ) In t . J . B i o e ll e 111 • l_ l2, 

1019. 

- R o g e r s o n , G • W • & G u t t e r i d g e , W . E • ( l 9 8 O ) I n t . J . P a r a s i t o 1 . _!_ Q , 

131. 

- Schotelius, J. (1982) Z. Parasitenk. ~. 147. 

- Síes, H .; Koch, O.R.; Martina, E. & Boveris, A. (1979) FEHS 

Lett. 103, 287. 

l 3 5 



- Simpso n, L. (1972) Int. Re v . eytol. l_~ , 139. 

- S t o p p a n i , A . O . M . & B o i s o , J . F . d e ( 1 9 7 3 ) E x p e r i e n t i a _2 9 , 1 4 9 4 . 

- S t oppani , A . O . M. Do ca mp o , R . ; Bo i so , J. F . d e & Fras c h , A . e . e . 

(1980) Mol. Bio c h e m. Para s i tol . l • 3 . 

- S z arfman , A. ; Qu e ir oz , T . & De S o u za , W. ( 1 980) J. Par as itol. 

_<?...§_ , 1055 . 

- T anowitz , H .; Wittn e r, M. S ve d a , M. & S o ei r o , R. (1 975) J. 

Parasitol . ~. 1065. 

- Taylor , M. B. ; Be rhau sen , H.; He yw orth , P.; Mess e n g e r , N . Rc e s , 

L .J. & Gutterid ge , W. E . (1980) I nt . J . B i oc h e m . _l! , 11 7 . 

- Vickerm a n, K . (1969) J . e e ll Sc i . _2 , 1 63 . 

- Vickerma n, K . & P r e st a n, T.M. (19 76 ) e n " Bio l o gy o f 

Kin eto p las t id a " (Lum s d e n, W. H . R . y Eva n s , D. E .; eds. ) Ac a d e mi.c 

P r ess , New York, p. 35. 

- V i 11 a 1 t a , F . V . & L e o n , W . ( 1 9 7 9 ) J . P a r a s i t o l . _6 5 , l 8 8 . 

- Va n Brand, T . (19 7 3) e n "Bio c h e mi s t ry of Pa r asi t es " . Se c o n d 

E d itio n. Acad e mi c Pr e s, Ne w York, Lon don . 

- Weatherbee , J. A. (1981) Int . Re v . Cy t o l. g , 11 3 . 

- Zeledon , R .; Alv a r e n ga , N . J . & S c h osi n s k y , K . (1977) e n " Ch a g a s 

Disease ". P an Americ a n He alth Or ganiza ti o n . P ubl. Nº 347 . 

1 3 (¡ 



INTRODUCCION - V 

- Alfieri, S.C. & Plessman Camargo (1982) Exp. Para si tol. 21_ , 

3 71. 

- Anderson, D.R.; Hopp s , H.E.; Baril e , M.F. & Bernh eim , B . C. 

(1965) J. Bacteriol. 2-.Q_, 1387. 

- Bannister, L.H. (1979) Proc. Roy. Soc. London B 20~, 141 

- Brooker, B.E. (1971) Bull . Brit. Mus. (Nat. ll ist.) Zool. 

89. 

- Burgdorfer, W.; Brint:on, L.P. & Hughes, L.E. (1970) J. 

Parasitol. 56 (11), 42. 

? ? 
_-:_.:::. ' 

- Cam argo , E.P. & Freymuller, E . (1977) Nature Lond on '}:_7_0_, 52 . 

- Ch ang, K.P.; Chang, C.S. & Sassa, S. (1975) Proc. Natl. Aead. 

Sei. USA ]_.J:_, 2979. 

- Chang, K.P. & Dav e , C. (1980) en "Endo eitobiology , End o-

simbiosis and Cel l Biology" (Seliwemmler, W. y Selienk, H.E.A.; 

eds.) vol 1, p. 349. 

- Chang, K.P. & Trager, W. (1974) Seienee 183, 531 . 

- Figuereido, E.N.; Yoshida , N.; Roitman, C. & Camargo, E.P. 

(1978) J. Protozool. _?2, 546 . 

- Galinari, S. & Camargo, E.P. (1978) Exp. Parasitol. ~- ' 277. 

- Gutteridge, W.E. & >laeadam, R.F. (1971) J. Protozo ol . _L.§_ , 637. 

1 3 7 

- Hoare, C.A. (1972) en "The Trypan os omes of Mammals: A zoologiea J 

Monograph", Blaekwell , Oxford. 

- Lwoff, M. (1951) en ''Bioehemistr y and Physiolo gy of Protozoa '' 

(Lwoff, A.; ed.) Aeademie Press, New York, vol I, p. 129. 

- Margulis, L. (1970) en "Origin of Eukariotie Ce lls". Ya l e Univ. 

Pr ess , New Haven. 

- Me Ghee, R.B. & Cosgrove, W.B . (1980) Míe. Rev . -~!!._ , 1 40. 

- Mundim, M.H. (1975) Tesis , Instituto Mierobiologí: a , UFTU, Bra-

sil. 
- Mundim, _M.H.; RoiLman,I.; He rman s, M.A. & Kitajima, E.\L ( 19 74) 

J. Protozool. ~, 518. 

F O J V & W. C L J ( 197 2) J. 
- Myers, W .. ; s terman, . . :Ls sema n, .. , .r . 

Baeteriol. 109, 89. 

- Newton, B.A. (1956) Nature (London), 177, 279. 

- Newton, B.A. (1957) J. Gen. Mierobiol. ]:_Z_ , 708. 

- Newton, B.A. & Horn e , R.W . (1957) Exp . Cell Resea r e h _!._:~ , 563 . 

- Novy, F.G.; Me Neal, W.J. & Torr ey, H.N. (1907) J . l11f. Di s . 

~- ' 233. 



- Vi e k e r man , K . ( 1 9 7 6) en "B i o lo g y o f t h e K in t e top.L as t í da " ( L u 11• s 

den, N.H.R . y Ev a n s , D.A. ; eds.).Academic Pr ess , New York , vol 

1' p. l. 

- Wallace, F . G. (1966) Exp. Parasitol. l_~, 1 2Lf. 

- Weiss, E. (1973) Bacteriol. Rev. '}_]_ , 259. 

- Weiss, E. & Wils o n, N.M. (1969) J. Bacteriol . 2._J_, 719. 

- Y o s h i da , N . & C ama r g o , E . P . ( 1 9 7 8 ) J . B a e t e r í o 1 . Q~ , 11 8 4 . 

- Zuckerman, A. & Lainson, R. (1977) e n "L <.J,éi.ih mania . P aras íti c 

Protozo a " (Kr eier, J.P.; ed.) . Ac a d emic Pre ss , Ne w York , vo l. l . 

p . 5 7. 

138 



MATERIALES Y METODOS 

- Batlle, A.M. del C.; Wider de Xifra, E.A.; Stella, A.M. (1978) 

Int. J. Biochem. 2_, 871. 

- Blocklehurst, D.; Xifra, E.A.; Batlle, A.M. del C. (1980) Int. 

J. Biochem. 11_, 791. 

- Camar go, E.P. (1964) Rev. Inst. Med. Trop., S. Paulo~. 93. 

- Docampo, R.; Boiso, J.F. & Stoppani, A.O.M. (1978) Biochem. 

Biophys. Acta 502, 466. 

- Docampo, R. & Stoppani, A.O.M . (1979) Archs. Biochem. Biophys. 

197, 317. 

- Dornermann, D. & Senger, H. (1980) Biochim. Biophys. Acta _§28, 

35. 

- Galv~o, A.B.; Oliveira, R.L .; Carvalho, A.L.M. & Veiga, G.P . 

(1970) Rev. Goiana Med. -~' 229. 

- Kaufman, S. & Alivisatos, S.G.A. (1955) J. Biol. Chem. 216, 

141. 

- Mauzerall, M. & Granick, S. (1956) J. BioL Chem. 219, 435. 

- Milligan, L.P. & Baldwin, R.L. (1967) J. Biol. Chem. 242, 1095. 

- Moore, D.J. & Labbe, R.F. (1964) Clin. Chem. l.Q_, 1105. 

- Mu n d i m , M . H . & Ro i t man , I. ( 1 9 7 7) J . P r o t o z o o l. ~~ ( 2 ) , 3 2 9 . 

- Porra, R.J. & Jones, O.T.G. (.1963) Biochem. J.§}__, 181. 

- Rimington, C. (1960) Biochem. J. }_'i, 620. 

- Rimington, C. & Sveinsson, S.L. (1950) J. Clin. Lab. Invest. 

1_, 209. 

- Roitman, C.; Roitman, I. & Azevedo, H.P. (1972) J. Protozool. 

..!2_, 346. 

- Warren, L. (1960) J. Parasitol. ~. 529. 

- Wider de Xifra, E.; Batlle, A.M. del C. & Tigier, H.A. (1971) 

Biochi m. Biophys. Acta 235, 511. 

- Wider, E.A. & Tigier, H.A. (19 7 0) FEBS Lett. 2_, 30. 

139 



RESULTADOS 

- Chang, C.S. & Chang, K.P. (1985) Molec. Biochem. Parasitol. 

!§., 267. 

- Chang, .K.P.; Chang, C.S. & Sassa, S. (1975) Proc. Natl. Acad. 

Sci. USA 2J:_, 2979. 

- Bowman, I.B.R.; Tobie, E .J. & Von Brand,Th. (1963) Comp. 

Biochem. Physiol. _2., 105. 

- Brocklehurst, D.; Wider de Xifra, E.A. & Batlle, A.M. del C. 

(1980) Int. J. Biochem. ~. 791. 

- Esteves, M.J.G.; Andrade, A.F.B. & Angluster, J. (1982) Eur . 

J. Cell. Biol. ~. 244. 

- Hanson, J.W. & Dailey, H.A. (1984) Biochem. J.~~. 695. 

- Johnson, A. & Jones, O.'I'.G. (1964) Biochim. Biophys. Acta 21_ , 

171. 

- Jones, O.T.G. (1984) Ann. Rev. Biochem., 125. 

- Me Ghee, R.B. & W.B. Cosgrove (1980) Microbiol . Rev. ~. 140. 

- Romslo, I. (1980) en "Iron in Biochemistry and Medicina" 

(Jacobs, A. y Warwood, M.; eds.) Academic Press, London . vol 2, 

p. 325. 

- Simpson, D.M.& Poulson, R. (1977) Biochim. Biophys. Acta 482, 

461. 

- Ta ketani, S. & Tokunaga, R. (1981) J. Biol. Chern. 256, 12748. 

- Taketani, S. & Tokunaga, R. (1982) Eur. J. Biochem. 127, 443. 

140 

_._. ........................................ -



DISCUSION 

- Alcántara, A. & Brener, Z. (1978) Acta Trop. 12_, 209. 

- Araujo-Jorge, T.C. & De Souza, W. (1984) Acta Trop. ~' 17. 

- Bajkawski, A.S. & Friedmann, H.C . (1982) J. Biol. Chem . 257 , 

2207. 

- Batlle, A.M. del C.; Llambías, E.B.C.; Wider de Xifra, E. & 

Tigier, H.A. (1975) Int. J. Bioch em . .§_, 

- Beale. S.I.; Foley, T. & Dzelzka lns, U. 

Acad. Sci. USA 78, 1666. 

591. 

(1981) Proc. Natl. 

- B o i s o , J . F • d e & S t o·p p a n i , A . O . M . ( 1 9 7 3 ) Ex p e r i en t i a l2_ , 1 4 9 4 . 

- Brener, Z. (1973) Annu. Rev. Microb io!.!:_}_, 347. 
'\, 

- Brener, Z. & Chiari, E. (1963) Rev. Inst. Med. Trop. Sao· Paulo 

i· 220. 

- Brocklehurst, D.; Wider de Xifra, E.A. & Batlle, A.M. del C. 

(1980) Int. J. Biochem. 11_, 791. 

- Chang, K.P~; Chang, C.S. & Sassa, S. (1975) Proc. Natl. Acad. 

Sci. USA 2.l:_, 2979. 

- Dailey, H.A. & Fleming, J.E. (1983) J. Biol. Chem. 258 , 11453. 

- Dailey, H.A.; Fleming, J.E. & Harsen, B.M. (1986) J. Bac terio l. 

165, l. 

- Docampo, R.; Boiso, J.F. de & Stoppani, A.O.M. (1978) Biochim. 

Biophys. Acta 502, 466. 

- Frydman, R.B.; Tomaro, M.L.; Wanschelbaum, A. & Frydman, B. 

(1972) FEBS Lett. l§_, 203. 

- Gaugham, P.L.Z . & Krassner, S.M. (1971) Comp. Biochem. Physiol. 

~' 5. 
- Granick, S. & Gilder, H. ( 194 7) Adv. Enzymol. ]_, 305. 

- Hans o n , J . W . & Da i 1 e y , H . A . ( 1 9 8 4 ) B i o ch e m . J . _2 2 2 , 6 9 5 . 

- Jensen, J. & Thofern, E. (1953) Naturforsch ~' 599. 

- Jones, O.T.G. (1984) Ann. Rev. Biochem., 125. 

- Kessel, D.; Chang, C.K. & Musselmann, B. (1986) en "Methods in 

Porphyrin photosensibilization .Plenum Press Co., N.Y., p. 213. 

- Kipnis, T,L.; Calich, V.L.G. & Días Da Silva, W. (1979) 

Parasitology ]_§_, 89. 

- Krettli, A.U. (1978) Tesis de Doctorado, Universidad de Min as 

Gerais, Brasil. 

- Krettli, A.U. & Brener, Z. (1976) J. Immunol. 116, 755. 

141 



142 

- Lascelles, J. (1962) en "The Bacteria" (Gunsalus, I.C. y Stainer, 

R.Y.; eds). Acadernic Press, New York, vol III, p. 335. 

Lascelles, J. (1964) en "Tetrapyrrol e Biosy nth esis and its 

Regulation" Benjamín, W. A., Inic . New York, Arnsterdarn. 

- Lóckhead, A.C. & Goldberg, A . (196 1) Biochem. J. ~' 146 . 

- Lwoff, A. (1934) Zentbl. Bakt. Pa rasitenkd . Abd I. Orig. ll_Q , 

497. 

- Lwoff, M. (1951) en "Biochernistry and Physiology of Protozoa" 

(Lwoff, A.; ed.). Acadernic Press, New York, p. 131. 

- Meirelles, M.N.L .; De Araujo-Jorge, T.C. & De Souza, W. (1980) 

Parasitology -ª-!_, 373 . 

- Melo, R.C. & Brener, Z. (1978) J. Parasitol. 64 (3), 475. 

- Moody, M.D. & Dailey, H.A. (1985) J. Bacteriol., 1120. 

- Mundirn, M.H.; Roitrnan, J.; Hermans, M.A. & Kitajirna, E.W . 

(1974) J. Protozool. l1:_ (4), 518. 

- Myers, W.F.; Osterrnan, J.V. & Wissernan, C.L. Jr. (19 7 2) J. 

Bacteriol.109, 89. 

- Noguchi, T. & Morí, R. (1981) J. Biol. Chern. 256, 10335. 

- Ochoa, S. & De Haro, C. (1979) Ann. Rev. Biochern. i!!, 549. 

- Opperdoes, F.R.; Borst, P.; Bakker, S. & Leene, W. (1977) Eur. 

J. Biochern. }__j_, 29. 

- Rirnington, C.; Sornrner, S. & Moan, N. (1986) Int. J. Biochem., 

en prensa. 

- Stoppani, A.O.M.; Docampo, R.; Boiso, J.F. & Frasch, A.e.e. 

(1980) Molec. Biochem. Parasitol. 1_, 3. 

- Taketani, S. & Tokuna ga, R. (1981) J. Biol. Chern. 256, 12748. 

- Tokunaga, R. & Sano, S. (1972) Bio chim. Biophys. Acta~-~ ' 

263. 

- Ulvik, R. & Romslo, I. (1978) Biochim. Biophys. Acta 541 , 251. 

- Varticowski, I; Kushn er, J.P. & Burnham, B.F. (1980) Int. J. 

Biochem. _!2, 739. 



RESUMEN 



RESUMEN 

Una característica nutricional de todos los tripanosom! 

tidos excepto aquellos infectados con bacterias simbiontes, es 

el requerimiento por compuestos del hemo para su desarrollo, que 

se acepta está directamente relacionado con una incapacidad para 

su biosíntesis. Sin embargo, son fragmentarios los dato s experi­

mentales que lo demuestran. 

Se llevó a cabo entonces un estudio acerca de la real ca 

pacidad biosintetica del hemo po~ parte de dos organismos perte­

necientes a la familia Trypanosomatidae: el patógeno T~ypano~oma 

c~uzi, agente causal de la enfermedad de Chagas, y el no patóge­

no C~ithidia d~an~i. que se caracteriza por poseer simbiontes in 

tracelulares. 

El trabajo se inició empleando la forma epimastigote de 

la cepa Tulahuen de T. c4uzi. Se midió por primera vez directa­

mente la actividad de varias de las enzimas del camino de las 

porfirinas, además del contenido de precursores, porfirinas y he 

mo libres. Los. niveles detectados de estos Gltimos c ompuestos fue 

ron tan bajos o nulos, que resulta evidente la capacidad fuerte­

mente limitada del parásito para formar sus propios rnetabolitos. 

Esta hipótesis se vio plenamente confirmada con los datos de ac­

tividades enzimáticas. Se ha demostrado que las enzimas particu­

ladas Suc.CoA-S, ALA-S, DOVA-T y Hemo-S son fácilmente detecta­

bles y funcionales, en tanto que el ALA-D, la PBG-asa (y la Dea­

minasa) y probablemente las demás enzimas del camino del hem o u­

bicadas en el citosol están ausentes o son completamente inacti-

vas. 

Una vez establecido que en la cepa Tulahuen de T. c~u zi , 

el requerimiento nutricional por compuestos del hemo, se debía a 

una inadecuada biosíntesis del mismo, por parte d e lo s l1emofla g~ 

lados, se consideró importante analizar otras dos c e pas del par! 

sito (Y y CL), que presentan ciertas diferencias biológicas, pa­

tológicas e inmunológicas. Los datos obtenidos en el pr e s e nte tr a 

bajo han demostrado por primera vez, que la cepa de T. c~u z i 

así como el medio (LIT o warren) en el cual se cultiv a n los par! 

sitos tienen una marcada influencia sobre la actividad de varias 

de las enzimas involucradas en la biosíntesis del h e mo: Suc.CoA-S, 
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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 y 

CL, la ausencia o total inactivación de las mismas. 

Nuestros resultados demuestran también que el contenido 

de ALA varía marcadamente de acuerdo a la cepa de T. Q~uzi y al 
-

medio empleado para su crecimiento; sin embargo, no se observó 

tal variación en el caso del PBG. No se detectaron porfirinas li­

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

Estos hallazgos nos han llevado a proponer, que los tri­

panosomatidos deben haber perdido parte de su capacidad de bio­

síntesis del hemo, probablemente a causa de mutaciones de aque­

llos genes estructurales involucrados en la síntesis de las lla­

madas enzimas solubles. Un enfoque similar se hace extensivo a 

C~ithidia deanei, en cuyo caso la presencia del endosimbionte a~ 

mentaría 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 endosi mbion­

te exhiben mayor funcionalidad enzimática que los flagelados sin 

endosimbiontes.Este evento, agregado a que C. deanei 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 trip~ 

nosomátidos, suplementando ciertas enzimas de esa vía. 

Teniendo en cuenta que la Hemo-S de T. Q~uzi resultó ser 

totalmente funcional y con el objeto de establecer si existía n 

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. Q~uzi, ~mpleándose las cepas Tulahuén o Y. 

De los resultados obtenidos hasta el momento, podemos s~ 

ñalar que la Hemo-S de T. Q~uzi, exhibe una serie d e caracterís­

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

su localización celular, interacción lípido-proteína y pH Óptimo. 

Se encontró que prácticamente toda la actividad enzimática esta­

ba concentrada en la fracción celular particulada que sedimenta 

a 30.000 x g, identificada como la mitocondrial. Se midió la en­

zima empleando proto, meso y deuteroporfirina como sustratos. El 

Tritón X-100 inhibió 40 y 70% la formación de proto y mesol1emo. 
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El pH óptimo estuvo entre 7,2 y 7,5 para las distintas porfiri­

nas usadas como sustratos. La cantidad de proteína y el tiempo 

de almacenamiento influyeron sobre la actividad enzimática. 

Asimismo hemos demostrado que la Hemo-S de T. Q4UZi es 

varias veces mas activa con mesoporfirina como sustrato. Es to s 

datos pueden resultar útiles para el desarrollo de alg una alte~ 

nativa terapéutica dirigida lógicamente a la destrucción se le c­

tiva del T. Q4Uzi. Si se puede demostrar in vivo que el parásito 

no se desarrolla cuando reemplazamos el protohemo por mesohemo, 

la administración de mesoporfirina podría afectar específicamen­

te la replicación del flagelado. 

Sin embargo, otro comportamiento aparentemente caracte­

rístico de la Hemo-S de T. Q4uzi que debemos destacar ha sido su 

reactividad frente a diferentes metal es. 

2+ 
Nuestros resultados han demo strado que el Fe es el me-

jor sustrato de la Hemo-S de T. Q4u zi, aunque el zn
2+ se incorp~ 

ro con buena actividad. Cu
2+ y Co

2+ n6 alteraron la actividad en 

. ~ . 2+ 2+ . h"b• . 1 z1mat1ca, en tanto que Mn y Mg eran in i itorios. E ag rega-

d . 1 ~ d 2+ F 2+ d . . 1 . ~ d 1 . o simu taneo e Zn y e pro UJO una estimu acion e a acti 

. d d 1 ~ . f 1 . 2+ d vi a , pero o mas interesante ue que a presencia de Cu a e 

mas del sustrato natural Fe
2+ en la mezcla de incubación, convir 

tío al primero en un inhibidor de la Hemo -S de T. Q4UZi . Este 

comportamiento diferencial 
2+ 

frente al Cu es un punto que se in 

vestigara en detalle por cuanto abre otra posibilidad de destruir 

selectivamente al parásito, inactivando en forma específica s u 

Hemo-S. 

Prof. Dr. AlClRA M. del c. BATLL~ 
DIRECTORA 

CENTRO DE INVE$TIG•CIONES SOUll 
PORFIRINAS y PJRFIRIAS-CIPY,. 

CONICET- FCEN, UBA 
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SUMMARY 

A nutritional characteristic of all trypano s omatids 

except those infected with symbiotic bacteria is its g rowth 

requirement far heme compounds. It is commonly accepted that this 

porphyrin requirement must be due to their inability to 

synthesize heme. However, supporting experimental evidence far 

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 T~ypano~oma e~uzi, the causative agent of 

Chagas' disease and in the non-pathogenic C~ithidia dean ei, known 

to harbar intracellular symbiotes. 

This study was started using the epimastigote form of 

T. e~uzi (Tulahuen 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 bis own metabolites resulted obv i ous. 

This assumption was confirmed with the enzyme activity data. It 

was demonstrated that the particulate enzymes Suc.CoA-S, ALA-S, 

DOVA-T and Heme-S are functional and easily detectable, while 

ALA-D, PBG-ase (and Deaminase) and probably the oth e r e nzyrnes of 

the heme pathway confined to i the cytosol are absent or completely 

inactive. 

In view of the fact that sorne strains of this parasite 

show differences in their biological, pathological and i mmuno­

logical behaviour and once established that the nutritional 

requirernent for heme compounds in the Tulahuen 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. Q~Uzi. In addition, we also examined the influence 

on the enzymic activities of two growth media (Warr e n and LIT) 

usually employed to cultivate T. Q~u z i. The results obtained in 

the present study show, for the first time, that the strain o f 

T. e~uzi, as well as the rnedium in which the parasite s are 

cultivated, have a rnarked influence on the activity o f various 

enzymes involved in heme biosynthesis: Suc.CoA~S, ALA-S, DOVA-T 

and Heme-S. Our measurements on ALA-D, PBG-as e and Deamina se in 

both strains of T. e~uzi indicate that their activity are too 
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low to be detected, a result which suggests their absence o r 

total inactivation. Our observations show that the co nt en t of 

ALA varíes rnarkedly depending on both the strain of T. Q4uzi 

and the mediurn used for its growth; however, PBG concentration 

<loes not significantly vary according to the strain. Neither 

porphyrins nor free heme were detect ed in any of these T. Qk u zi 

strains studied. These findings lead us to propase that the 

trypanosornatids must have lost part of their heme bios ynthe tic 

capacity possibly due to rnutation of those structural ge nes 

involved in th~ synthesis of the so called soluble enzymes. 

A similar reasoning can be extended to C. deanei. The 

results obtained in C. deanei have revealed that symbiote-~earing 

flagellates show a higher enzyme functionality than symbiote free 

strains. 

Taking into account the above considerations and tl1e fact 

that C. deanei harboring endosymbiote <loes not require hernio in 

its culture medium, our results suggest that the presence of the 

bacterial endosymbiote increases a certain lirnited heme bio­

synthetic capacity in the f lagellate supplying thern with sorne 

enzyrnes and early porphyrin precursors of this p a thway. 

On the basis that we have provided evidence for the 

existence of a totally functional heme-synthetase in T. Q4UZi 

and with the airn of deterrnining well-defined differences between 

the flagellate's and host's enzyrne behaviour, we decided to 

study further sorne properties of T. Q4uzi Heme-S in the Tulahuén 

and Y strains. 
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It is interesting to point out that T. Q4uzi Heme-S sl1ows 

a series of similar caracteristics to the enzyrne of other sources: 

cellular localization, lipid-protein interaction and optimum pH. 

It wes found that alrnost all of the enzyme activity was confined 

to the particulate subcellular fraction (sedirnented at 30,000 xg) 

identified as the rnitochondrial fraction. The enzyrne was measur ed 

using proto-, meso- and deuteroporphyrin as substrates. Activity 

was dependent on protein and time of cell storage. Enzyrne proto 

and rnesoherne forrnation was inhibited up to 40 and 70 % by Triton 

X-100. The optirnum pH was between 7.2 and 7.5 for th e different 

porphyrins ernployed as substrates. The activity of T. Q4Uzi 

Heme-S is several times higher when rnesoporphyrin is used as 

substrate. These data rnight be useful for the development of a 

therapeutical alternative directed towards the selective 
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destruction of T. c.Jtuzi. If it can be demonstrated i vi v,iv o , that 

T. c.Jtuzi cannot multiply when protoheme is replaced by mesoheme, 

administration of mesoporphyrin would then greatly affe c t 

replication of the flagellate. 

Another apparently singular behaviour of T. c. Jtu zi Hem e -S 

has been its reactivity towards different metals. We have 

demonstrated that Fe
2+ will be the best substrate, although zn

2+ 
2+ Mg 2+ has also been incorporated with good activity. Mn and 

h . hl · h.b. h·1 2+ d 2+ ·a d " f were 1g y in 1 1tory w 1 e Co an Cu di not rno i y enzyme 
2+ 2+ . 

activity. Combination of Zn and Fe still showed gr e ater 

activation, but the most 

simultaneous presence of 

interesting finding was that the 
2+ 2+ . 

Cu and Fe in the incubation rnt x ture, 

made the former a strong i~hibitor of the parasite Heme-S. 

This differential behaviour of T. c.!tuzi Herne-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 

Urna característica nutricional de todos os trip a n oso ma­

tídeos exceto aqueles infectados com bactérias simbiontes é o 

requerimento por compostos do hemo para seu des e nv olvimento , 

que se aceita estar diretamente rel acio nado com urna incapaci d ade 

para sua biosíntese. 

~ 
Entretanto, sao escassos os dados experimentais q u e o 

demonstram. 

~ 
Se realizou, entao, um estudo sobre a real capaci dad e 

biosintética do hemo por parte de dois organismos pertencentes a 
família Trypanosomat i da e: o patogen ico Tnypano~oma chuzi, ~gente 

causal da Doen~a de Chagas, e o n~o patogenico Chithidia deanei, 

que se caracteriza por possuir simbiontes intracelular es . O 

trabalho se iniciou empregando a forma epimastigota da cepa 

Tul ahuén de T. chuzi. Foram medidas pela primeira vez diretamente 

as atividades de varias das enzimas do caminho das porfirinas, 

além do conteúdo de precursores, porfirinas e hemo livres . 

níveis detetados <lestes últimos compostos foram t ~ o baixos 

Os 

ou 

nulos, que é evidente a capacidade fortemente limitada do 

parasito para formar seus própios metabolitos. Esta hipótese foi 

tot almente confirmada com os dados de ativi dades enzimá ti cas . 

Se demonstrou que as enzimas particuladas Suc.CoA-S, ALA-S, 
~ 

DOVA-T e Hemo-S sao fácilmente detetáveis e funcionais, e nquanto 

que o ALA-D, a PBG-asa (e a Deaminasa) e provavelmente as demais 
~ 

enzimas do caminho do hemo localizadas no citoplasma es tao 
~ 

ausentes ou sao completamente inat ivas. 

Urna vez estabelecido que na cepa Tulahuén de T. chuzi o 

requerimento nutricional por compostos do hemo se devia a urna 

inadequada biosínt ese do mesmo po r parte dos hemoflagelados , se 

considerou importante anal izar outras duas c epas do parasito (Y 

e CL), que apresentam certas difer en ~as biológicas, patológicas 

e imunológicas. 

Os dados obtidos no present e trabalho demonstraram, pela 

primeira vez, que a cepa de T. cnu zi assim como o meio (LIT ou 

Warren) no qual se cultivam os par asitos tem urna marcada 

influencia sobre a atividade de var ias das enzimas envol v idas na 

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

de atividade de ALA-D, PBG-asa e Deaminasa sugerem nov amente , 
~ 
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agora nas cepas Y e CL, a aus@nci a ou total inativacao das mesmas. 
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Nossos resultados demonstram tambem que o conteúdo de 

ALA varia marcadamente de acordo com a cepa de T. c~u zi e o 

meio empregado para seu crescimento; entretanto, n~o se observou 

tal varia~~º no caso do . PBG. N~o se detetaram porfirin as livres 

nem hemo em nemhuma destas duas cepas de T. c~uzi. 

Estas descubertas nos levaram a propor que os tripanos~ 

matídeos devem ter .perdido parte de sua capacidade de biosíntese 

do hemo provavelmente por 
~ 

causa de muta~oes dos gens estruturais 

envolvidos na síntese das chamadas enzimas solúveis. 

Un enfoque similar se extende a C~ithidia deanei em 

cujo caso a presen~a do endosimbionte aumentaría a atividade de 

algumas enzimas e o conteúdo de precursores com respeito ao 

flagelado livre do endosimbionte. Esses dados demonstram que os 

flagelados contendo endosimbionte exibem maior funcionalidade 

enzimática que os flagelados sem endosimbionte. Este evento, 

aliado a que C~ithid¡a deanei possuidora de endosimbionte pode 
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ser cultivado em um meio carente de hemina, sugere que a presen~a 

do endosimbionte aumenta urna limitada capacidade biosintetica 

da cadeia do hemo dos tripanosomatídeos, contribuindo com certas 

enzimas dessa vía 

Considerando que a Hemo-S de T. c~uzi mostrou ser 

totalmente funcional e com o objetivo de estabelecer a possível 

existencia de diferen~as definidas entre o comportamento da 

enzima do flagelado e o h6spede, se estudaram algumas propiedades 

da Hemo-S de T. c~uzi, empregando-se para tal as cepas Tulahuen 

ou Y. 

Dos resultados obtidos até o presente, podemos destacar 

que a Hemo-S de T. c~uzi apresenta urna serie de características 

similares a enzima de outras fontes, como por exemplo, sua 
~ ~ 

localizacao celular, interacao lípido-proteína e pH 6timo. 

Encontrou-se que praticamente toda a atividade enzimática estava 

localizada na frayao celular particulada que sedimenta a 30.000 xg, 

identificada como mitocondrial. 

A enzima se mediu empregando proto, meso e deuteroporfirina 
~ 

como substratos. O Triton X-100 inibiu 40 e 70% a forma~ao d e 

proto e mesohemo. O pH 6timo foi encontrado entre 7,2 e 7,5 par a 

as diferentes porfirinas usadas como substratos. A quantidade de 

proteína e o tempo de armazenamento influíram sobre a atividade 

enzimática. 
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Além disso se demonstrou que a Hemo-S de T. c~u z i é 

varias vezes mais ativa com mesoporfirina como substr a to. Estes 

dados podem ser úteis para o desenvolvimento de alguma a lt e rnativa 
'\, 

terapéutica dirigida logicamente a destrui~ao seletiva d o T. c~u 

zi. Se e possível demonstrar ¡n vivo que o parasito n~ o se 

desenvolve quando substituimos o protohemo por mesohemo, a 

administra~~º de mesoporfirina poderia afetar específicamente a 
. '\, 

replica~ao do flagelado. 

'\, 
Nao obstante, outro comportamento aparentemente caracte-

rístico da Hemo-S de T. c~uzi que <levemos destacar foi a sua 

reatividade frente a diferentes metais. 

1 d d 
2+ ~ lh Nossos resu ta os emonstraram que o Fe e o me . or 

2+ 
substrato da Hemo-S de T. c~uzi, ainda que o Zn se tenha 

2+ 2+ '\, 
incorporado com boa atividade. Cu e Co nao modificaram a 

2+ 2+ 
atividade enzimática, em tanto que Mn e Mg foram inibitórios. 

A adi9i;'.ó simultanea de zn
2+ e Fe

2+ provocou urna estimulac;~o da 
2+ 

atividade, mas o mais interessante f oi que a presen~a de Cu , 
~ 2+ . . '\, 

alem do substrato natural Fe na mistura de 1ncuba~ao, transformou 

ao primeiro num inibidor da Hemo-S de T. c~uzi. Este comportamento 

· · e 2+ ~ · ~ d lh d1ferenc1al frente ao u e um ponto que se pesquisara em eta e 

por quanto abre outra posibilidade de destruir seletivamente o 

parasito, inativando em forma específica sua Hemo-S. 

.. , . . .. . 
.J •• • . . . . ~ . .. . . . 
· . . .. . . 

" " . . .. 
' . . . , 

.. .. ~ ' . . . . "' .. 
" ·" 
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