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Introduccion. A nivel mundial existe un incremento de las
Enfermedades de Transmision Sexual entre las que se
encuentra la Tricomonosis. Esta enfermedad es causada
por el pardsito protozoario Trichomonas vaginalis. Este
paréasito posee mdltiples proteinasas, en su mayoria del
tipo cistein proteinasas (CP) que desempefian un papel
importante en la interaccién huésped-parasito (1).
Recientemente se clond y secuenci6 el precursor de una
CP de 33.8 kDa denominada TvCP4 (2). El analisis de su
secuencia muestran un predominio de 25 aminoacidos (aa),
un propéptido de 61 aa y un dominio catalitico de 219 aa
gue contiene la triada catalitica (C25, H159, N175) tipica
de las CPs tipo papaina del clan CA. La TvCP4 contiene
“el motif” ERFNIN en la region pro y el subsitio S2
(NKCGGVATMAFVP) por lo que se ha clasificado como
una catepsina L (3). A través de ensayos de retardo y
entrecruzamiento se demostré que el RNAm de la TvCP4
interacciona especificamente con la IRP (Iron Binding
Protein) humana y con proteinas tipo IRP; primer reporte
de este tipo de regulacién por hierro en T. vaginalis y se ha
sugerido que la TvCP4 puede causar apoptosis a las
células del epitelio vaginal (4).

Para determinar el papel que la TvCP4 pudiera tener en el
proceso citopatogénico de T. vaginalis, se necesita realizar
estudios bioquimicos y dada la dificultad para purificar la
TvCP4 a partir del parasito, en este trabajo se clond,
expresé y purificé la TvCP4 recombinante.

Metodologia. Se disefiaron oligonucléotidos especificos
para amplificar por PCR la region completa de 915 pb,
pro-madura de 840 pb, madura de 657 pb y el fragmento
pre-pro de 258 pb del gen tvcp4. Los productos
amplificados se ligaron al vector de expresion pCold | en
los sitios de restriccion BamHI y Hindlll. Con el DNA
plasmidico de clonas positivas para cada construccion se
transformaron  células competentes BL21(DE3). Se
comprobo la expresion de las proteinas recombinantes
induciendo las clonas seleccionadas con IPTG 1mM a
37° C por 16 h. El anélisis de la expresién se realiz6 por
SDS-PAGE y ensayos Western blot utilizando los
anticuerpos anti-CP4 y anti-histidina.

Resultados y discusion. Se realizé una doble digestion del
DNA plasmidico de clonas seleccionadas de cada
construccién para confirmar la liberacion del inserto
respectivo. Posteriormente se eligio una clona positiva por
construccién para comprobar la expresion de la proteina
recombinante. En la figura 1 se muestra el perfil
electroforético de los extractos de E. coli antes y después
de 16 h de induccion a 37° C. En todos los casos se
observa claramente la sobreexpresion de una proteina con

peso molecular aparente de 37 (carril 3, A), 34 (carril 5,
A), 275 (carril 7, A) y 13 (carril 3, B) kDa que
corresponde al tamafio del fragmento esperado de la
TvCP4 completa promadura madura y del fragmento pre-
pro respectivamente (Fig.1). Por otra parte, los ensayos de
tipo Western blot con el anticuerpos anti-CP4 y anti-
histidina confirmaron que las proteinas sobreexpresadas
corresponden a la TvCP4 de T. vaginalis.

Fig.1. Andlisis en SDS-PAGE 12% (A) y al 15 % (B) de
expresion de proteinas recombinantes de la TvCP4 en extracto
E.coli. Carril 1: marcador de amplio rango. Carril 2, 4 y 6:
tiempo cero de fragmento completa, promadura, madura. Carril
3,5,7: induccién a las 16 h de fragmento completa, promadura,
madura. B) Carril 1: marcador de amplio rango. Carril 2:
tiempo cero de fragmento Carril 3: induccion a las 16 h de
fragmento prepro.

Conclusiones.  Se clonaron y expresaron en forma
recombinante el fragmento pre-pro, la enzima madura, la
proenzimay el precursor de la TvCP4 de T. vaginalis. Los
ensayos tipo Western-blot indican que efectivamente las
proteinas recombinates corresponden a la TvCP4.
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