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Introducciéon . Las asparaginil endopeptidasas o
legumainas son una familia de cistein proteasas (CPs)
gue se han encontrado en plantas, mamiferos y en
parasitos como Schistosoma spp y recientemente en
Trichomonas vaginalis. En T. vaginalis una de las
legumainas, la TVLEGU-1, es una CP de la regién de 30
kDa involucrada en la citoadherencia (1). Como otras
CPs de T. vaginalis involucradas en la virulencia,
TVLEGU-1 es regulada por hierro a nivel de la
transcripcion y traduccion. Adicionalmente, por estudios
de prote6bmica se obtuvo el degradoma de T. vaginalis y
por ensayos tipo Western blot en dos dimensiones,
utilizando sueros de pacientes con trichomonosis, se
encontrd6 que la TVLEGU-1 es una de las CPs mas
inmunogénicas, por lo que se considera como un
potencial biomarcador para esta infeccién de transmision
sexual (2). Todo lo anterior indica que la caracterizacion
bioguimica de esta CP ayudaria a entender la
participacion de esta proteina en la virulencia de
T.vaginalis.

Como una primera etapa para lograr este objetivo, en
este trabajo se uso la levadura Pichia pastoris X33 como
sistema de expresion para obtener la TVLEGU-1
recombinante en forma soluble para su caracterizacion
bioquimica y estructural.

Metodologia . La amplificacion del gen tvlegu-1 se realizo
a partir de DNA gendmico de T. vaginalis como templado
y los oligonucleétidos disefiados para amplificar el
fragmento de DNA correspondiente al precursor de la
TVLEGU-1. El fragmento amplificado se clon6 en el
plasmido de expresion pPICZa B que confiere resistencia
a zeocina y se transformaron células quimicamente
competentes de E. coli DH5a. Posteriormente el vector
pPICZa B-TVLEGU-1, linearizado con la enzima de
restriccion Sac | (10 pg) y purificado, se utilizé para
transformar la cepa X33 de P. pastoris como lo detalla el
manual de Invitrogen (3). Una de las colonias que crecio
bajo la seleccion a zeocina (Invitrogen) se selecciono y
se crecié en 10 mL de medio YPD. Este cultivo se usé
para inocular 200 mL de medio amortiguado con fosfatos
donde se indujo la expresion de la TVLEGU-1 con 1% de
metanol durante 48 h.

Resultados . La doble digestion de la construccion
pPICZa B-TVLEGU-1 con las enzimas de restricciéon Pst |
y Not I, libera un fragmento de 1164 pb (Fig. 1A),

correspondiente a la secuencia codificante de la
TVLEGU-1. Con esta construccion se transformo la cepa
X33 de la levadura P. pastoris y en la figura 1B, se
observa claramente la expresién de una proteina de 42
kDa, peso molecular esperado de la proteina TVLEGU-1.
Para purificar la proteina recombinante, primero se hizo
una precipitacion fraccionada con sulfato de amonio y
después se solubilizdé la fraccion obtenida al 60% de
saturacién, y se purificé la TVLEGU-1 por cromatografia
de afinidad a Ni.
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Fig. 1. Expresion de la TVLEGU-1 en P. pastoris A) Construccion
pPICZa B-TVLEGU-1, 1) Marcador de peso molecular, 2) DNA
plasmidico sin digerir, 3) Fragmento de 1164 pb (tvliegu-1) liberado por
la doble digestion. B) Expresion de la proteina TVLEGU-1. 1) Proteina
soluble de la cepa X33 de P. pastoris no transformada, 2) Proteina
soluble de la cepa X33 transformada con la construccién pPICZa B-
TVLEGU-1.

Conclusiones . Se clono el fragmento de DNA que
codifica para la proteina TVLEGU-1 en el vector de
expresion pPICZa B. La proteina se expreso en forma
soluble y se purificé por cromatografia de afinidad a
niquel.
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