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ANALISIS DE LA ESTRUCTURA PRIMARIA DE LA TRANS-SIALIDASA DE TRYPANOSOMA
CRUZI. IDENTIFICACION DEL SITIO DE RECONOCIMIENTO DE LOS RESIDUOS DE
ACIDO SIALICO Y DEL SITIO CATALITICO DE LA ENZIMA

John Santiago Mejia Tobén*

RESUMEN

Mejia J.S. Andalisis de la estructura primaria de la trans-sialidasa de trypanosoma cruzi. Identifica-
cion del sitio de reconocimiento de los residuos de dcido sidlico y del sitio catalitico de la enzima.
CES, Med 1995; 9:176-182

La trans-sialidasa de Trypanosoma cruzi es una de las enzimas més versitiles descritas y uno de los
principales determinantes de patogenicidad del parisito. Cataliza una reaccion que es crucial en el
ciclo de vida del pardsito: la transferencia de residuos de dcido sidlico de las glicoproteinas y
glicolipidos del huésped hacia sacdridos aceptores sobre la superficie de los tripomastigotos. El
entendimiento de la estructura de esta enzima es fundamental ya que, por ser especifica de parésitos
de la familia Trypanosomatidae, es un blanco potencial para el desarrollo de agentes quimioterapéuticos
o vacunas. Con base en estudios comparativos de la secuencia de aminodcidos de la trans-sialidasa y
la secuencia de la hemaglutinina del virus de la influenza, se postula la localizacién del sitio de
reconocimiento de los residuos de dcido sidlico en la trans-sialidasa. Ademads, la comparacién de la
secuencia de aminodcidos de la trans-sialidasa con otra proteina muy similar (SAPA) que carece de
actividad catalitica permite identificar la localizacién del sitio catalitico de la enzima, Estos hallaz-
gos permiten postular que la vacuna del virus de la influenza estd en condiciones de inducir una
respuesta inmune protectora en contra del 7. cruzi.

SUMMARY

Mejia J.S. Analysis of the primary structure of the Trypanosoma cruzi trans-sialidase. Identification
of the catalytic site of the enzime and the binding site of sialic acid. CES Med 1995;9:176-182
The trans-sialidase is one of the most versatile enzymes described and one of the main pathogenicity
determinants of Trypanosoma cruzi. It catalizes a crucial reaction in the life cycle of the parasite:
the transfer of sialic residues from the grycoproteins and glycolipids of the host to acceptor saccharides
on the surface of the trypomastigotes, It is fundamental to understand the structure of this enzyme
since, by being found only in parasites of the Trypanosomatid family, it is a potential target of
chemotherapeutic agents and vaccines. Based on comparative studies of the protein sequence of
trans-sialidase and influenza virus hemagglutinin, a proposal is made on the localization of the site
for recognition of the sialic acid residues of the transsialidase. Comparison of the trans-sialidase
protein sequense with that of a very similar protein (SAPA) without catalytic activity, identified an
area where the catalytic site may lay. These findings allow to postulate that influenza virus
hemagglutinin is able to induce a protective immune response against 7. cruzi.

INTRODUCCION

En contraste con la caracteristica expresion de una
sola glicoproteina sujeta a intensa variabilidad
antigénica en la superficie de los tripanosomas afri-
canos,' los tripomastigotos de Trypanosoma cruzi
expresan simultidneamente varias glicoproteinas de
superficie*” que no estdn sujetos a variabilidad
antigénica.® Algunas de estas glicoproteinas partici-
pan en el proceso de invasion celular y se ha postula-
do que su alto polimorfismo es una estrategia que le
permite al parasito invadir una gran variedad de cé-
lulas.®

Los residuos de acido sidlico estin dentro de los
principales ligandos de estas otras glicoproteinas de
superficie de las formas infectantes del paréasito. En
los tripomastigotos tisulares el reconocimiento de
estos residuos es mediado por una lectina
(penetrina)®!’ y por una enzima (trans-sialidasa).!' Se
ha postulado que en este proceso participan también
algunos miembros de la familia de la trans-sialidasa
carentes de actividad catalitica.’

* Master en Ciencias, Instituto Politécnico Nacional, México, Profesor CES.
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La trans-sialidasa en la relacion huésped-parisito
La trans-sialidasa ¢s uno de los principales determi-
nantes de patogenicidad de Trypanosoma cruzi y una
de las enzimas mds versitiles descritas. Cataliza la
remocion de residuos de dcido sidlico en
glicoproteinas y glicolipidos del huésped vertebrado
para transferirlos a sacaridos aceptores presentes so-
bre la superficie de las formas infectantes del parasi-
to."*!* En ausencia de un sacérido aceptor adecuado,
el residuo de acido sidlico puede ser transferido a
moléculas de agua, por lo que la trans-sialidasa es
también una sialidasa o neuraminidasa.''®

La actividad catalitica de la trans-sialidasa tiene
profundos efectos en la relacion huésped parasito.
La sialilacién de los tripomastigotos los hace mas
infectantes y menos activadores del sistema del com-
plemento, permitiéndoles asi evadir los sistemas de
defensa del huésped. '*'"'* Ademads, la trans-sialidasa
modula la infectividad de los tripomastigotos
tisulares' y participa en un esquema de evasion in-
mune basado en la expresiéon de un epitope
inmunodominante que no induce inmunidad pro-
tectora.* De otro lado, la desialilacion de las molé-
culas del huésped altera su funcién, vida media e
inmunogenicidad, lo cual contribuye a los procesos
patolégicos que causan anemia, leucopenia,
trombocitopenia, arritmias cardiacas, activacién
policlonal del sistema inmune e inmunosupresion du-
rante la fase aguda de la enfermedad de Chagas.”**

Regulacion en la expresion de la trans-sialidasa
La trans-sialidasa se expresa preferencialmente en las
formas infectantes del pardsito (tripomastigotos);
niveles mds bajos se detectan en las formas de multi-
plicaciéon presentes en el insecto vector
(epimastigotos) y no se detecta actividad alguna en
las formas de replicacién intracelular (amastigotos).
El inicio de la expresion de la trans-sialidasa ocurre
durante la transformacion de amastigotos en
tripomastigotos intracelulares, detectindose prime-
ro en el aparato de Golgi y después en la superficie
de los pardsitos.”**” Dentro de la célula infectada to-
dos los tripomastigotos expresan la trans-sialidasa,
pero al entrar en contacto con el medio extracelular,
se inicia un proceso de liberacién de la enzima. Este
nivel de regulacion de la expresién de la trans-
sialidasa estd a cargo de una enzima del parisito
(fosfolipasa C) que rompe especificamente los puen-
tes de glicosilfosfatidilinositol (GPI) que anclan la
trans-sialidasa a la superficie del parisito.”
Experimentos in vitro revelan que la liberacion

de la trans-sialidasa es rapida y selectiva; la mayoria
de los tripomastigotos (70-80%) dejan de expresarla,
micntras que ¢l resto continda haciéndolo de mane-
ra estable.” Estudios con marcaje metabdlico de la
trans-sialidasa sugieren que el mecanismo de resis-
tencia a la fosfolipasa C de las moléculas de trans-
sialidasa que permanece asociada al parisito, no es
debido a la presencia de un dominio transmembrana.
Una explicacion alternativa es que estas moléculas
tengan en el sistema de anclajes GPI una modifica-
cién que lo haga resistente a la fosfolipasa C, lo cual
ocurre si se establece la esterificacion de un édcido
graso al inositol del oligosacarido conector.”

Es posible que la regulacién de la expresion de la
trans-sialidasa represente un mecanismo de evasién
inmune ya que la enzima expresa un epitope
inmunodominante hacia el cual se generan altos titu-
los de anticuerpos durante la fase aguda de la enfer-
medad.” Ademis, es posible que represente un sis-
tema para generar subpoblaciones de pardsitos con
diferentes grados de infectividad, una estrategia que
garantiza la diseminacién de la infeccién a los dife-
rentes tejidos del huésped y la permanencia en san-
gre periférica de una subpoblacion de baja
infectividad que es clave en la transmisién de la in-
feccidn al insecto vector.

Estructura de la trans-sialidasa

Anticuerpos policlonales y monoclonales especificos
para la trans-sialidasa permitieron la caracterizacion
de la enzima® y la clonaci6n del gene.® La trans-
sialidasa es un sistema enzimitico polimérfico, con
caracteristicos patrones electroforéticos en las dife-
rentes cepas de 7. cruzi.” En la cepa Silvio X10/4, la
enzima esta conformada por oligémeros constituidos
por subunidades de 200,150 y 120 kDa.**Una de es-
tas subunidades fue clonada a partir de una libreria
gendémica con el anticuerpo monoclonal TCN-1.° El
gene secuenciado contiene un marco de la lectura
abierto que codifica para una proteina de 1162
aminodcidos. Tres dominios se reconocen en la se-
cuencia: un dominio amino-terminal (aminodcidos
1-588), un dominio formado por 44 péptidos repeti-
dos en tandem (aminodcidos 589-1127) (dominio
PRT) y un segmento carboxilo-terminal hidrofébico
cuya secuencia es compatible como parte de un sis-
tema de anclaje de glicosilfosfatidilinositol (puentes
GPI) (aal128-1162). Estos tres dominios se pueden
identificar claramente en una representacion del gra-
do de hidrofobicidad (>0)/ hidrofilicidad (<0) de la
secuencia peptidica. (Figura 1).
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Figura 1.
Representacion del indice de hidrofobicidad (Kyte
Doolittle) de la secuencia del gene de la trans-sialidasa

Figura 2.
Variabilidad en la secuencia del péptido repetido en
tandem (PRT) en la secuencia de la trans-sialidasa

de T. cruzi de T. cruzi
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Dominio de anclaje

La presencia del dominio GPI confirma estudios pre-
liminares que indican que la trans-sialidasa usa este
tipo de anclaje.>*

Dominio de péptidos repetidos en tandem (PRT)
Este dominio est4 conformado por un dodecapéptido
hidrofilico que se repite en tandem un nimero varia-
ble de veces (44 en la clona 7F). Al comparar la
secuencia del dominio PRT de la trans-sialidasa®con
la de otro miembro no cataliticamente activo de la
familia de la trans-sialidasa, SAPA se observé que
la variabilidad en la secuencia estd practicamente
confinada a las posiciones 6 y 12 del péptido, en don-
de se observan cambios conservativos (glicina por
serina en posicién 6 y valina por alanina en posicion
12) (Figura 2).Con muy poca frecuencia se observan
cambios en las posiciones 3 y 7.

Dentro de las funciones definidas del dominio PRT
se encuentra la oligomerizacién de la enzima™ y la
expresion de un epitope inmunodominante que hace
parte de un esquema de evasion inmune previamente
descrito para otros parésitos y conocido como la cor-
tina de humo.?®* La presencia de un péptido
inmunodominante repetido en tandem en una proteina
bloquea la maduracién de la respuesta inmune hu-
moral impidiendo el desarrollo de reactividades ca-
paces de neutralizar funciones de otras partes de la
molécula.’ Estos dominios de PRT pueden, ademas,
inducir la activacion de los linfocitos B en ausencia
de ayuda de linfocitos T.”

Estudios enzimaticos, inmunologicos y genéticos
indican que la expresion del dominio PTR es univer-
sal en toda las cepas de T. cruzi, lo cual indica que
debe realizar una funcién vital para el parésito. Es
posible que cambios sustanciales en la secuencia de
este dominio permitan a los huéspedes infectados
desarrollar una inmunidad protectora antes de que el
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* Ndmero de péptidos que aparecen en la secuencia
del dominio PRT.

TCNA. Secuencia del gene de la trans-sialidasa ob-
tenida de la cepa Silvio X-10/4.

SAPA. Secuencia del gene de la trans-sialidasa ob-
tenida de la cepa Ra.

pardsito alcance la circulacion periférica, lo cual blo-
quearia la transmisién de la infeccion al insecto
vector. Sin embargo, la preservacion de la secuencia
de PRT de la trans-sialidasa puede tener otra razén
biolégica mas interesante. El dominio PRT de la
trans-sialidasa tiene una significativa homologia con
la cola de la RNA polimerasa I1,**una estructura que
es fosforilada y/o glicosilada en los miiltiples resi-
duos de serina o treonina de su secuencia.” En el
dominio PRT de la trans-sialidasa se encontraron 180
sitios que podrian ser fosforilados y/o glicosilados
por las mismas enzimas que actian sobre la RNA
polimerasa I1;° de ocurrir estas modificaciones en la
trans-sialidasa, se depletarian rdpidamente los nive-
les de ATP de la célula infectada, un evento que po-
dria seiialar la destruccion celular y liberacién de los
tripomastigotos tisulares. En este contexto seria muy
importante la preservacion de la secuencia peptidica
del dominio PRT.

Dominio catalitico

Estudios con fragmentos proteoliticos y con proteinas
recombinantes han establecido que el sitio catalitico de
la trans-sialidasa se encuentra en el dominio aminoter-
minal.'®*" En este dominio se encontraron secuencias
caracteristicas de las sialidasas bacterianas™**™ (Figu-
ra 3). Estas secuencias S-x-S-x-D-x-T-W (en donde x
puede ser cualquier residuo) se encuentran espaciados
en la secuencia de las sialidasas bacterianas y en varias
glicoproteinas de membrana de los tripomastigotos
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Figura 3.
Secuencias conservadas en neuraminidasas bacterianas
(SNB) y presencia de estas secuencias en el gene de la
trans-sialidasa de T, cruzi
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tisulares de 7. cruzi (Figura 4).? Es poco probable que
las SNBs representen el sitio activo de la trans-sialidasa
puesto que muchas de las proteinas de superficie de los
tripomastigotos tisulares que las expresan no tienen ac-
tividad de trans-sialidasa. Sin embargo, se ha postulado
que su funcion esta relacionada con el plegamiento ade-
cuado de las glicoproteinas para el reconocimiento de
los residuos de acido sidlico u otros sacéridos.™*

Figura 4.

Localizacion de las secuencias conservadas en
neuraminidasas bacterianas (SNB) en los genes de 3
neuraminidasas bacterianas y en 4 genes de superficie
de tripomastigotos tisulares de T. cruzi
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Una comparacion en la secuencia de cuatro de las
principales moléculas de superficie de los
tripomastigotos (TS, SAPA, TSA-1 y SA85.1) revela
la significativa homologia en el drea donde estin las
SNBs (Figura 5). Las SNBs son s6lo una de varias se-
cuencias preservadas en esta familia de ghcoprotemas
Otras secuencias altameme conscrvadas son: ¥ Tox-
T-I-E-G-x-X-V-M-L-x-T ** ** R_L-x-x-E-L-x-x-I-x-
S-V-L-x-x-W>y 33 T-x-x-X-V-x-L-Y-N-R-x-L*%

Figura 5.
Homologia en la secuencia de 4 glicoproteinas de
superficie de tripomastigotos tisulares de 7. cruzi
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Las flechas indican los residuos preservados en
neuraminidasas bacterianas.

El andlisis comparativo de las secuencias de la
trans-sialidasa y SAPA es importante en la defini-
cién del sitio catalitico de la trans-sialidasa puesto
que, a pesar de su alta homologia (>85%), SAPA no
tiene actividad enzimatica. Las mayores diferencias
en la secuencia se observan entre los residuos 344 y
441 de la trans-sialidasa en donde postulamos debe
estar el sitio catalitico de la enzima (Figura 6).

Figura 6.
Estructura del dominio catalitico de la trans-sialidasa
de T. cruzi
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La secuencia peptidica de la trans-sialidasa (gene
TCNA) esta representada en la barra numerada. Las
lineas verticales dentro de la barra representan resi-
duos no conservados en la secuencia de SAPA.
SNB = Secuencia de neuraminidasas bacterianas.
SRAC = Secuencia de reconocimiento de 4cido sidlico
SCat = Sitio catalitico
Flechas blancas indican la posicién de los residuos
de cisteina en la secuencia.
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Es posible gue ol sitio de reconocimicnto de 10 resi-
duos dy deido sidlico (SRAC) de la transaminasa se
encuentre entre los residuos 271 y 352 con base ¢n la
significativa homologia con el sitio de reconocimiento
de acido sidlico de la hemaglutinina del virus de la in-
fluenza (Figura 7).""*' La SRAC de la trans-sialidasa se
encuen-tra contenida en un segmento rico en cisteinas y
anexo al drea que hipotéticamente representa el sitio
catalitico (S.Cat) de la trans-sialidasa (Figura 6). El
plegamiento proteico mediado por puentes disulfuro
permitiria la formacién de un bolsillo con afinidad por
los residuos de acido sidlico (Figura 8).

Esta homologia estructural entre la trans-sialidasa de
T cruzi y la hemaglutinina del virus de la influenza
plantea la posibilidad de inducir una respuesta inmune
neutralizante de la actividad catalitica de la trans-
sialidasa inmunizando con la hemaglutinina del virus
de lainfluenza. Dada la importancia de la trans-sialidasa
en la relacién huésped-pardsito, serfa posible prevenir
la enfermedad de Chagas con la vacuna del virus de la
influenza.

Figura 7.
Homologia de la secuencia de amino acidos de la
hemaglutinina (H3) del virus de la influenza y la trans-
sialidasa (TS) de Trypanosoma cruzi
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* Los residuos sefialados sobre la secuencia de la

hemaglutinina del virus de la influenza (H3) confor-
man el sitio de fijacion al acido siilico.
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Figura 8.
Fosible estructura terciaria de la trans-sialidasa
de 7, eruci

SNB L

NH2

SNB = Secuencias de neuraminidasas bacterianas
PRT = Péptidos repetidos en tandem

GPI = Puentes de glicosilfosfatidilinositol

Los nimeros indican los residuos de cisteina.

Las flechas representan los posibles sitios de
fijacion al dcido sidlico.
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