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Introduccion. Trichomonas vaginalis es el protista
flagelado responsable de la tricomoniasis, una de las
infecciones de transmisién sexual no viral mas comun a
nivel mundial. Alrededor de 280 millones de nuevos casos
de tricomoniasis se reportan cada afo (1). En la secuencia
del genoma de T. vaginalis se reportan ~440 genes que
codifican para proteasas, de los cuales la mitad
corresponden a cisteina proteinasas (CPs) de diversos
clanes (2). Particularmente, T. vaginalis codifica para 48
CPs de tipo catepsina L que pertenece a la familia C1 del
clan CAy para 10 CPs de tipo legumaina que pertenece a
la familia C13 del clan CD. Ademas, tricomonas posee tres
genes que codifican para inhibidores endégenos de CPs
que pertenecen a la super familia de las cistatinas
(Tricocistatinas; TC1-3) cuya funcién es controlar la
actividad proteolitica excesiva del parasito. Las cistatinas
son inhibidores reversibles de CPs, de bajo peso
molecular que pueden tener péptido sefal, estar
glicosilados e inhibir CPs de tipo catepsina-L, aunque
también pueden inhibir CPs de tipo legumaina o ambos
tipos de CPs (3).

El objetivo de este trabajo fue la expresion de la proteina
TC recombinante a partir de DNA genémico de tricomonas
como una estrategia para probar su funcion como inhibidor
de CPs.

Metodologia. El gen tvicp se amplificd por PCR a partir de
DNA genoémico e iniciadores especificos. El amplicon se
clon6 en el vector de transicion pGEMT-Easy, se
secuencio, se subclond en el vector de expresiéon pCold |,
se expreso en E. coli por induccién con IPTG y se purificd
por cromatografia de afinidad a niquel. La proteina
recombinante TvICPr se utilizé para la produccién de
anticuerpos policlonales (para ensayos de WB e IFl) y para
ensayos funcionales de inhibicion enzimatica de CPs de
tipo catepsina-L de humano y las CPs presentes en un
extracto de tricomonas, utilizando sustratos sintéticos
fluorogénicos. La degradacion del sustrato se detectd por
espectrofluorometria (4).

Resultados. El inhibidor nativo se detecté por WB en la
region de 30 y 18 kDa en lugar del tamafio esperado de 12
kDa, lo que sugiere que el inhibidor nativo se podria

encontrar glicosilado, ya que se le localiza en el aparato
de Golgi, en vesiculas y en la membrana plasmatica. Lo
cual es consistente con la prediccion de la presencia de un
péptido sefal en el extremo NH2 terminal de TvICPr. La
proteina recombinante TvICPr purificada mostré actividad
inhibidora contra CPs del tipo catepsina-L, al reducir la
actividad proteolitica de la catepsina-L de humano y CPs
de tipo catepsina-L de tricomonas de manera
concentracion dependiente. La inhibicion de las CPs de
tricomonas redujo el efecto citotoxico del parasito a
monocapas de células Hela.
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Fig. 1. Inhibicion de la actividad proteolitica de catepsinas-L por el
inhibidor TvICPr. (A) catepsina-L humana (B) catepsinas-L presentes en
extractos de T. vaginalis en presencia de un sustrato fluorogénico
especifico para catepsinas-L y concentraciones crecientes (1-80 uM) del
inhibidor recombinante de tipo cistatina, TvICPr.

Conclusiones. Los datos muestran que TvICPr funciona
como inhibidor de CPs de tipo catepsina-L de humano y
de T. vaginalis lo que ayuda a regular la actividad
proteolitica excesiva en el parasito y posiblemente afecte
la del hospedero durante la infeccion.
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