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LA TRANS-SIALIDASA
DeL TrypANOsOMA CRUZI

Msc. Victoria Eljach P. *

RESUMEN

El Trypanosoma cruzi es el protozoario pardsito que causa la tripanosomiasis americana, o enfermedad de Chagas. Las
personas infectadas con T. cruzi presentan la parasitemia toda su vida, aunque la mayoria de los individuos no desarro-
llan los sintomas de una enfermedad de Chagas cronica, sin conocer que estdn infectados.

El ciclo natural de transmisién del T. cruzi involucra los insectos reduvideos y animales salvajes y domésticos infectados.
Los insectos vectores se encuentran en los huecos de los drboles, en palmas y otros lugares donde los mamiferos buscan
refugio. La transmisién de la infeccion del T. cruzi también puede ocurrir por transfusion de sangre o donacion de
érganos, por el paso de la madre al feto y como resultado de accidentes de laboratorio.

Los écidos sidlicos estan ampliamente distribuidos en los animales, desde el equinodermo hasta el hombre y se presenta
también en unas pocas bacterias, protozoos y especies de virus. Ellos son un componente de los oligosacdridos y de los
polisacdridos, glicoproteinas y gangliosidos.

Los tripanosomas no pueden sintetizar dcidos sidlicos. Las etapas infecciosas del ciclo bioldgico del T. cruzi expresa una
trans-sialidasa anclada a un glicolipido de la superficie celular, la cual puede transferir dcido sidlico entre
glicoconjugados. El édcido sidlico es transferido desde la superficie celular y de las sialiglicoproteinas del suero del
huésped a los glicoconjugados de la superficie celular del tripanosoma.

El papel bioldgico de la trans-sialidasa en el T. cruzi ain no estd comprendido, pero la evidencia sugiere que este puede
ser importante para la adhesion, la invasion, virulencia o la patogénesis.

En este articulo, se presenta una revision de las investigaciones sobre la trans-sialidasa del Trypanosoma cruzi, su
estructura, las propiedades bioquimicas y las discusiones sobre las funciones posibles de la gran familia multigénica que
codifica un arreglo de glicoproteinas de trans-sialidasa de superficie.
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INTRODUCCION

El género Trypanosoma lo constituyen aproximadamente
veinte especies de protozoarios. (1) Trypanosoma cruzi
es el agente etioldgico de la tripanosomiasis americana o
Enfermedad de Chagas, la cual esta restringida a las po-
blaciones de Centro y Sur América atacadas por la pobre-
za. En Colombia un estudio reciente sobre la morbilidad de
la enfermedad en individuos que habitan regiones endeé-
micas, mostré que cerca del 20% de los pacientes diag-
nosticados, con serologia positiva para Trypanosoma cruzi
presentaron también la patologia, principalmente relacio-
nada con afeccién cardiaca. También estos estudios esti-
man que alrededor del 7% de la poblacion colombiana
esta infectada y que cerca del 23% esta en alto riesgo de
adquirir la infeccion. (2)

La enfermedad de Chagas presenta diferentes formas cli-
nicas. En la fase aguda se producen algunas manifesta-
ciones clinicas caracteristicas como el signo de Romafia.
Sin embargo, los sintomas pueden ser leves y atipicos.
Ocho o diez semanas después de la fase aguda se presen-
ta una fase indeterminada, que puede durar varios afios o
indefinidamente. Esta se caracteriza por la ausencia de
sintomas; el enfermo puede desarrollar sus actividades
fisicas y sus electrocardiogramas (ECG) son normales. Se
estima que entre el 15-30% de las personas que sufren la
infeccion en la forma indeterminada, sufrirdn un dafo car-
diaco, digestivo o neuroldgico entre diez y veinte afios
después de haber contraido la enfermedad. (2)

EPIDEMIOLOGIA DE LA
ENFERMEDAD DE CHAGAS

En Colombia existe transmisidén natural (vectorial) de
Trypanosoma cruzi principalmente en los departamentos
de Arauca, Boyaca, Casanare, Cundinamarca y en los
Santanderes, y en menor intensidad en los departamentos
de Antioquia, Guajira, Magdalena, Sucre y Meta. (2)

T. cruzi es transmitido por varias especies de triatomineos;
estos vectores se encuentran en grandes cantidades en la
naturaleza, donde el parasito es transmitido entre muchas
especies de animales que constituyen el reservorio natural.
En Colombia, Rhodnius prolixus es el insecto vector de la
mayor distribucién, debido a sus habitos antropofilicos y
domiciliarjos. (Figura 1)

Los factores de riesgo involucrados en la transmision de la
tripanosomiasis americana son de tipo geo-ecoldgico (cli-

ma); biologicos (susceptibilidad a la infeccidn, resistencia
a los insecticidas, disponibilidad de huéspedes reservorios)
y factores sociales de riesgo (tipo de vivienda y condicio-
nes domiciliarias, migraciones, presencia de animales do-
meésticos infectados). (2)

CICLO BIOLOGICO DEL
TRYPANOSOMA CRUZI

Trypanosoma cruzi es transmitido a los mamiferos (hom-
bres y animales) por insectos hematofagos como Rhodnius
prolixus, vector de mayor distribucién en Colombia. Este
insecto es conocido por la poblacién como pito o
chupasangre. La figura 2 presenta un esquema del ciclo
bioldgico del Trypanosoma cruzi. (3)

En condiciones naturales un triatomineo infectado se ali-
menta de sangre y defeca simultineamente, depositando
con las heces formas infectantes (tripomastigotes) del pa-
rasito (1a,1b). Las heces contaminadas pueden ser ilevadas
a la conjuntiva (2) ocasionando la principal manifestacién
de puerta de entrada, el signo de Romatfia (3b). Las formas
infectantes también pueden entrar al torrente circulatorio
por otras vias como las heridas de la piel o por via oral. (4a)
El parasito presenta un especial tropismo por el tejido
miocardico, penetrando dentro de sus células para formar
los tipicos nidos de amastigotes, que carecen de flagelo
(4b, 4¢). Cuando los amastigotes intracelulares se liberan,
se convierten en tripomastigotes infectantes (4a) que cir-
culan en la sangre y pueden ser ingeridos por un insecto

“vector (5) y en el tracto digestivo (6) se diferencian en

epimastigotes, las formas no infectivas, y se multiplican

e
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Figura 1. Ejemplar adulto de Rodnius prolixus
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Figura 2. Ciclo biolégico del Trypanosoma cruzi

hasta dar origen a los tripomastigotes metaciclicos, com-
pletando asi el ciclo.

METODOS DE DIAGNOSTICO

La enfermedad de Chagas en fase aguda se diagndstica de-
tectando el Trypanosoma cruzi por observacién directa
en la sangre. Esta deteccidn no siempre es posible debido
a la baja presencia del agente infeccioso o a la falta de
sensibilidad en los métodos utilizados. La enfermedad cré-
nica es usualmente diagnosticada por la deteccion de
anticuerpos tipo IgG.

Existen algunos métodos seroldgicos convencionales para
el diagndstico de la infeccion: la inmunofluerescencia in-
directa (IFI), fijacion del complemento (FC),
hemaglutinacién indirecta (HAI) y las pruebas enzimaticas.
(4) La existencia de falsos positivos es un problema co-
mun con estas pruebas seroldgicas, esto ocurre con pa-
cientes con leishmaniasis, sifilis, malaria, enfermedades
del colageno y otras enfermedades no parasitarias.

En respuesta a la necesidad de mejorar el diagnoéstico tan-
o en la infeccidén aguda como la infeccién crénica, se han

realizados grandes esfuerzos para desarrollar nuevas prue-
bas. La tecnologia de DNA recombinante ha sido utilizada
para obtener algunas proteinas del Trypanosoma cruzi.
(5y6) La posibilidad de usar PCR (reaccién en cadena de la
polimerasa) ha sido estudiada por Persing (7) y Avila. (8)

ACIDOS SIALICOS

Los 4cidos sialicos estan ampliamente distribuidos en los
animales, desde los equinodermos hasta el hombre, y se
presenta también en unas pocas bacterias, protozoos y
especies de virus. Ellos son un componente de los
oligosacaridos, polisacaridos, glicoproteinas y
gangliosidos, donde usualmente ocupan la posicién ter-
minal de las cadenas de carbohidratos. Estos complejos
de carbohidratos sialisados se presentan en membranas
celulares, especialmente en la membrana plasmatica. De
este modo, el acido sialico es el compuesto clave en la
superficie celular de los mamiferos, en sistemas de mem-
branas transcelulares especializadas, tales como la estruc-
tura sindptica del sistema nervioso central, en hormonas
circulantes y en enzimas y matrices extracelulares. De esto
resulta evidente que un desarreglo en el metabolismo de
los acidos sialicos, bien sea por efecto genético o influen-
cia exdgena, puede conducir a enfermedad.

El término "acido sidlico” aparece en la literaturaen 1952y
describe un inusual azdcar amino acidico presente en
gangliosidos. (9) Otros nombres han sido empleados en el
transcurso de los afios, acido lactaminico, acido
hemataminico, acido ginaminico, pero la nomenclatura pro-
puesta por Blix en 1957 fue adoptada por consenso; esta
nomenclatura designa al "acido neuraminico” como la es-
tructura base sin sustituciones.

El término "4cido sidlico" denota un miembro de una fa-
milia que comprende mas de veinte derivados naturales
del 4cido neuraminico, un azucar amino acidica en forma
de piranosa con nueve atomos de carbono (figura 3).
Este acido se encuentra sustituido en la naturaleza, el
grupo amino del 4cido neuraminico es sustituido ya sea
por un residuoc acetil o glicolil (R5 en la figura 3), y el
grupo hidroxilo puede ser metilado o esterificado con
grupos acetil, lactil, sulfatos o fosfatos (R4,7,8,9 en la
figura 3).

(10) Los acidos sialicos son los unicos azucares naturales
que muestran esta gran variedad.

Los derivados del acido neuraminico han sido encontrados
en la mayoria de los animales desde los equinodermos has-
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Figura 3. Estructura de los 4cidos sialicos

ta el hombre. (10) Mientras algunos tipos celulares o anima-
les tienen solamente un acido sidlico, usualmente el acido
N-acetil neuraminico, otros presentan diferentes tipos. El
organo con mayor cantidad de acido sidlico detectado es la
glandula submaxilar de los bovinos, en la que se han detec-
tado mas de catorce acidos sialicos diferentes.

Los acidos sidlicos prefieren localizarse en la cara externa
de la membrana plasmatica donde estos azucares algunas
veces se encuentran en altas concentraciones y son com-
ponentes de glicoproteinas, gangliésidos o polisacaridos.
La carga electrénica negativa del eritrocito humano, por
ejemplo, se debe principalmente a una cubierta muy densa
de alrededor de veinte millones de moléculas de 4cido sialico.
(10) Estos azicares acidicos también son secretados en
grandes cantidades unidos a glicoproteinas o a
oligosacaridos de la orina y la leche.

El'mecanismo de la biosintesis del acido sialico fue elucida-
do en los Estados Unidos por los grupos de Roseman y
Warren. (10) La biosintesis de 4cido sialico comienza con la
D-glucosa el precursor comun de todos los monosacaridos
en el complejo metabolismo de los carbohidratos. A partir
de ella y tras la accidon seuencial de una serie de enzimas se
obtiene N-acetil glucosamina-6-Fosfato (GlcNA¢-6-P), que
realmente es el intermediario en la sintesis de los acidos
sidlicos, y el siguiente paso especifico en la formacidn del
dcido N-acetil neuraminico consiste en la epimerizacion del
GIcNAc-6-P a N-acetil-D-manosamina-6-Fosfato (ManNAc-
6-P) por la enzima N-acetil-D-glucosamina-6-Fosfato
epimerasa. Esta forma fosforilada, a continuacion, se
desfosforila dando N-acetil-manosamina (ManNAc) que
sera el sustrato para la N-acetil-neuraminato liasa que con-
densan este ghicido con piruvato o fosfoenolpiruvato res-
pectivamente para dar el acido neuraminico.

OH
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La epimerasa regula la utilizacién de la N-acetil-D-
manosamina como fuente de carbono o como precursor de
los 4cido sialicos, mientras que la liasa parece estar encar-
gada de controlar la concentracion intracelular del acido
neuraminico. Seguidamente la enzima citidil-neuraminato
sintetasa es la encargada de activar el acido neuraminico a
su forma activa: el CMP-acido neuraminico para que poste-
riorniente se incorpore a las estructuras glicosiladas de la
célula. Antes de ser incorporados a sus moléculas
aceptoras, algunos dcidos sidlicos sufren modificaciones
mediante accion enzimatica. Es aqui en donde tiene lugar la
conversion del grupo N-acetil- en N-glicolil y la O-acilacion
en las posiciones 4, 7 y 8 del resto del 4cido neuraminico
generandose, como consecuencia, una gran variedad de
acidos sialicos.

Finalmente, la forma activa del acido neuraminico (CMP-
Neu5Ac) se incorpora al aceptor. Esta etapa estd catalizada
por la enzima sialil transferasa que transfiere acidos sialicos
desde CMP-NeuSAc a otros residuos glucidicos.

En el catabolismo de los acidos sialicos, un grupo de enzimas
designadas como N-acetilneuraminosil-glicohidrolasas, tam-
bién denominadas sialidasas o neuraminidasas hidrolizan
los acidos sialicos.

EL DESCUBRIMIENTO DE LA
ACTIVIDAD DE LA SIALIDASA
Y DE LA TRANS-SIALIDASA
DEL TRIPANOSOMA CRUZI

Los tripanosomas no pueden sintetizar acidos sialicos. En
las etapas infecciosas del ciclo celular, el T. cruzi expresa
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una trans-sialidasa anclada a un glicolipido de la superficie
celular, la cual puede transferir acido sidlico entre
glicoconjugados. El 4cido sidlico es transferido desde las
sialoglicoproteinas del sueroy de la superficie celular del hués-
ped a los glicoconjugados de la superficie celular del parasito.

La actividad de la sialidasa fue reconocida por Pereira en
1983. (11) El detect6 residuos de galactosa después de in-
cubar eritrocitos con tripanosomas vivos. Estudios poste-
riores mostraron que la actividad es desarrollada y regula-
da por una familia polimdérfica de moléculas que presentan
un peso molecular entre 160.000'y 220.000kDa. (12y 13)

Los amastigotes no presentan actividad de sialidasa, pero
en el huésped mamifero la trans-sialidasa inicia su expre-
sién después de que los amastigotes diferencian a
tripomastigotes y paran de proliferar en la célula infectada.
(14 y 15) La enzima es secretada por los parasitos y se
acumula en el citoplasma de las células del huésped.

Zingales y colaboradores (16) fueron los primeros en de-
mostrar la existencia de actividad de trans-glicosilasa en
tripomastigotes. Al incubar tripomastigotes con Fetuina
marcada con tritio, la radioactividad fue transferida a los
sialoglicolipidos. Esta actividad fue diez veces maés alta que
la encontrada en epimastigotes. )

En vista de los resultados sobre la distribucién y de las
actividades especificas y de las reacciones de transferen-
cia e hidrolisis, estos autores sugieren la posibilidad de que
las actividades de sialidasa (sialil hidrolasa) y la trans-
sialidasa (sialil trans-glicosilasa) sean asignada a la misma
€nzima.

DONADORES Y ACEPTORES

La trans-sialidasa de T. cruzi es mis eficiente en transferir
acido sialico que en hidrolizarlo. (17 y 18) Lareaccion de
transferencia es especifica para donadores con terminal a
(2—3), encadenado al 4cido sidlico, y el terminal b(1— 4)
encadenado a la galactosa es el aceptor preferido.

Los residuos sialil terminales en uniones a (2-> 8), a
(2— 6), y a (2—> 9) no son donadores. Esta especificidad
de unién tan estricta contrasta con las sialidasas de al-
gunas bacterias y virus, las cuales hidrolizan tanto unio-
nesa(2—3)ya(2—->06).

Buenos donadores de unidades de acidos sialicos para la
reaccion de la trans- sialidasa son la a (2-—>3) sialilactosa,
fetuina , gangliosidos y glicoproteinas. (18)

Los disacaridos y oligosacaridos que contienen el termi-
nal b (1 4) encadenado a galactosa son los aceptores
preferidos. Sin aceptores, la trans-sialidasa cataliza la
hidrolisis de los enlaces de acido sialico como una tipica
neuraminidasa.

LA EXPRESION DE LA
TRANS-SIALIDASA
ES ESTADO-ESPECIFICO

En los tripanosomas la expresion de la trans-sialidasa esta
regulada. En cultivos axénicos de T. cruzi los parasitos
crecen en forma flagelada llamada epimastigotes, los cua-
les corresponden a las formas encontradas en el intestino
medio del insecto vector. En estos cultivos la actividad de
la trans-sialidasa es baja. (19) La actividad de la enzima se
incrementa cuando los parasitos entran en la fase de cre-
cimiento estacionario y los epimastigotes diferencian a
tripomastigotes metaciclicos, la forma infectiva en el
vector. Las formas metaciclicas, las cuales presentan acti-
vidad de trans-sialidasa, pueden entrar a la célula forman-
do un fagolisosoma en la célula del huésped. Rapidamen-
te después de la invasion rompen su membrana, entran al
citoplasma y se transforman en amastigotes que carecen
de la trans-sialidasa. (15) La actividad enzimatica reapare-
ce cuando los amastigotes paran su crecimiento y se trans-
forman en tripomastigotes.

ESTRUCTURA DE LA
TRANS- SIALIDASA
ESTRUCTURA DE LA PROTEINA

La trans-sialidasa de los tripomastigotes ha sido purifica-
da utilizando anticuerpos monoclonales y policlonales.
(18 y 20) La enzima nativa y purificada forma agregados
multiméricos de una masa con peso molecular mayor de
400kDa, después de la desnaturalizacion migran como mul-
tiples bandas con un peso molecular entre 100 a 220 kDa
en electroforesis en geles de policrilamida. Las bandas
varian en nimero y en peso molecular dependiendo de la
cepa del parasito.
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Al digerir la trans-sialidasa de tripomastigotes con papaina
se produce un fragmento monomérico y activo de 70kDa
conun Pl de 6.5. (18) El fragmento carece de la mayoria de
las porciones carboxi terminales de la cadena polipeptidica
y contiene doce aminoéacidos. Este resultado muestra que
la trans-sialidasa nativa esta formada por dos dominios, un
segmento conservado en el N-terminal conteniendo el sitio
catalitico y un segmento heterogéneo en el C-terminal re-
querido para la agregacion enzimatica. En las formas
metaciclicas del Trypanosoma cruzi no se ha caracterizado
totalmente la trans-sialidasa, sin embargo es antigénicamente
similar a la enzima del tripomastigote. (19)

La enzima en las formas de epimastigotes difiere
substancialmente de la de los tripomastigotes: es
monomérica (figura 4) y no es liberada por el parésito ain
después de la adicion de fosfolipasa. (14) Presenta reac-
cion cruzada con anticuerpos preparados contra el frag-
mento de papaina de la enzima del tripomastigote, pero no
con anticuerpos que reconocen el extremo carboxiterminal,
indicando que ambas enzimas tienen dominios cataliticos
relacionados estructuralmente.

La trans-sialidasa esta unida a la superficie externa de la
membrana del parasito por un enlace covalente al glicolipido
glicosil fosfatidil inositol (GPI) (21); La figura 5 representa
el esquema de la GPI. Todos los GPI que han sido caracteri-
zados a la fecha contienen una estructura idéntica com-
puesta por etanolamina-fosfato-Manosa al-2Man a-6Man
al-4GleN a-6-mio-inositol, sugiriendo que esta secuencia
se conserva en todas las GPL

Epirnastigote

Membrana

Pereira y colaboradores (22) aislaron y determinarcn la
secuencia completa de la trans-sialidasa del T. cruzi
(TCNA). Importantes caracteristicas fueron la presen-
cia de una secuencia comun con la neuraminidasa
bacteriana, los dominios Ser-X-Asp-X-Gli-X-tre-Trp, y
el carboxi terminal. Comparando la secuencia de la TCNA
con la secuencia de la SAPA de Pollevick y celabora-
dores (23) mostraron un 84% de identidad. SAPA signi-
fica Antigeno de cubierta de Fase Aguda, es un
antigeno de superficie del pardsito que genera una res-
puesta temprana de anticuerpos en las infecciones con-
génitas y agudas.

La caracteristica unica de la trans-sialidasa de promo-
ver tanto la remocidén como la adquisicion de acido
sidlico de los tejidos del huésped y el hecho de que los
tripanosomas sean incapaces de sintetizar acido sialico,
sugiere que esta enzima y los aceptores del acido son
importantes para la supervivencia del parasito en el
huésped.

La trans-sialidasa es esencial en la habilidad del parasito
para invadir, desarrotlarse y madurar en las células infec-
tadas, remodela los glicoconjugados de las células hués-
ped, quiza para prepararlas como receptores para los
tripanosomas o para facilitar alguna redistribucion de
receptores durante la invasién. Otra funcién de la trans-
sialidasa podria ser la de proteccion de la lisis por la via
alterna del complemento mientras el parasito esta circu-
lando en la fase aguda de la infeccion.

Trypomastigote

12 aminoacidos

GPI

Figura 4. Modelos de la trans-sialidasa de las formas epimastigote y tripomastigote del 7. cruzi
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Figura 5. Caracteristicas estructurales de proteinas unidas
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