CARACTERIZACION MOLECULAR DEL GEN DE LA CP65DE Trichomonas vaginalis
INVOLUCRADA EN LA CITOTOXICIDAD DEL PARASITO.
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Introduccion. Trichomonas vaginalis es el protozoario
flagelado, anaerobio, responsable de la trichomonosis
humana, una de las enfermedades de transmision sexual més
comunes en humanos (1). Este parasito sintetiza un gran
nimero de proteinasas que participan en propiedades de
virulencia como adhesion, citotoxicidad, y evasion de la
respuesta inmune (2). Se ha demostrado que una cistein
proteinasa de 65 kDa (CP65) participa en la citotoxicidad
(3). Por lo que la purificacion y caracterizacién bioquimica
son de gran interés para entender su participacion en esta
propiedad de virulencia.

Metodologia. A partir de lisados de T. vaginalis, se
enriqueci6 y selecciond la banda de la CP65, se
microsecuenciaron los primeros 10 aminoécidos de su NH,
terminal. Con base a esta secuencia y la de la regién
consenso 3 de CPs tipo papaina, se disefiaron
oligonucledtidos y usando DNA gendmico de T vaginalis se
amplificd un fragmento de la CP65 por PCR, este se marco
con P? y se hicieron experimentos de “Northern” y
“Southern blot” para conocer el tamafio y nimero de copias
en e genoma de este parasito. Finamente, se hizo un
escrutinio en una minigenoteca de CPs para obtener el gen
correspondiente ala CP65.

Resultados y Discusion. Los primeros 10 aminoécidos de la
CP65 presentaron 68% de homologia con CPs. Los
oligonucledtidos disefiados mn base a esta secuenciay la
region conservada de las CPs tipo papaina, se amplificd por
PCR un producto de 618 pb el cual se cloné en el vector PCR
IV TOPO y se secuenci6. La secuencia mostré entre un 76%
y un 67% de homologia de CPs de tipo cathepsinalL de T.
vaginalisy otros organismos (Tablal).

Tabla 1.-Homologia del fragmento de 618pb de CP65 con CPs

NOMBRE DE CP ORIGEN HOMOLOGIA CP65
Precursor CP4 T. vaginalis 76%
CatepsinaL CP8 T. foetus 73%
CatepsinaL CP7 T. foetus 2%
Precursor CP2 T. vaginalis 2%
Precursor CP1 T. vaginalis 71%
Precursor CP3 T. vaginalis 67%

Por “Northern blot” se observé un transcrito de 2.3 Kb que
corresponderiaalo esperado parauna proteinasa de 65kDa
(Fig1A)
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Fig. 1L Caracterizacion molecular del gen CP65 de T. vaginalis A)
Northern blot RNAm de T. vaginalis. B) Southern blot. Digestion de
DNA genémico de T. vaginalis con EcoR1 (carril 2), con Xbal
(carril 3), y con EcoRl/Xbal (carril 4). C) Gel de agarosa de la
“PCR colony’ de la minigenoteca de CPs de T.vaginalis.
Marcadores de peso molecular (carril 1). Control positivo (carril
2). 11 clonasde CPs de T. vaginalis (carril 3-13).

Por “Southern blot” se observé la presencia de més de una
banda en los diferentes carriles, indicando que €l gen de la
CP65 es multicopia (Fig 1B). Los oligonucleétidos
previamente disefiados se utilizaron en ensayos de “PCR
colony” para seleccionar entre las clonas de la minigenoteca
alaclona2.9.1.1 como candidato a contener el gen completo
delaCP65 (Fig 1C). Secuencia en proceso.

Conclusiones. Se amplificd y cloné un fragmento de 618 pb
del gen que codifica para la CP65 de T.vaginalis. La
homologia del fragmento de la CP65 con otras CPs sugiere
que pertenece a la familia de catepsinas L y €l gen de la
CP65 es multicopia en € genoma de T. vaginalis, con un
tamariode transcrito de 2.3 kb.
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