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Introduccion.  Chlamydia trachomatis es la bacteria
patégena responsable de una de las principales
infecciones de transmision sexual (ITS) a nivel mundial.
Esta bacteria se establece intracelularmente lo que evita
la deteccion inmunoldgica mientras permanece en la
célula huésped provocando que los casos se presenten
asintoméaticos (1). Esta reportado que la MOMP (Major
Outer Membrana  Protein) es  estructural e
inmunogénicamente la proteina dominante del complejo
proteico de la membrana externa en Chlamydia. Durante
la infeccion esta proteina es responsable de la
generacion de anticuerpos en el huésped (2), de ahi el
interés sobre ésta proteina para desarrollar una vacuna
contra esta ITS (3). Sin embargo, obtener cantidades
significativas de MOMP nativa a partir de Chlamidya
resulta costoso y complicado, por ello es de gran interés
producir la proteina recombinante y llevarla a su
estructura nativa a través de pruebas de replegamiento in
vitro asistido por chaperones moleculares

El objetivo de este trabajo fue expresar, purificar y
replegar la MOMP recombinante (MOMPr) de Chlamydia
trachomatis.

Metodologia. Células de E. coli BL21 (DE3) se
transformaron con la construccion pET45b-MOMP. La
cepa de expresion seleccionada se cultivé en medio TB a
37° C y 200 rpm hasta que alcanzé 0.6 DOgonm. La
induccién se inicid con la adicién de IPTG 1 mM, después
de 22 h de cultivo se colecté la biomasa. La proteina
recombinante se recuperd a partir de la fraccién insoluble
como se describe en (4) y los cuerpos de inclusién Cl se
solubilizaron en urea 8 M. Se purificd por cromatografia
de exclusion molecular en una columna empacada de
25x66 (Sephacryl S-500 HR, Sigma-Aldrich) a 1 mL /min.
El amortiguador de equilibrio y elucién fue Tris-HCI 100
mM, pH 8.0, NaCl 200 mM, EDTA 10 mM, DTT 0.2 mM y
Z3-14 0.05%. Las fracciones obtenidas en cada etapa se
prepararon con amortiguador de Laemmli 4x (DTT
50mM) y se analizaron por SDS-PAGE al 10%. La
proteina se almacen6 a 4° C hasta su uso en los ensayos
de plegamiento. Para los ensayos de replegamiento
asistido se usaron el Dominio Apical de GroEL y las
disulfuro oxidreductasas DsbA y DsbC libres o
inmovilizadas a celulosa de acuerdo a lo reportado en (5)
y adicionando a todos los amortiguadores 0.2% del
detergente dodecil maltosido.

Resultados. Se identificé una banda de 42 KDa (Fig. 1,
carril 1) correspondiente al monémero de la MOMPr y se
localizd en la fraccion insoluble (Fig. 1, carril FI) en
cuerpos de inclusién. En un solo paso de purificacién por
exclusion molecular se obtuvo el mondmero plegado con
la pureza deseada. El rendimiento fue de 33.5 mg/L. Los
ensayos de replegamiento permitieron recuperar la
estructura cuaternaria de la MOMPr durante la primera
hora de interaccién, sin embargo esta fue inestable ya
que a las 24 h el trimero no fue observable. Por lo
anterior se propone emplear mezclas de fosfolipidos y
detergente para estabilizar el trimero formado.
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Fig. 1. Expresion y purificacion de MOMPr. SDS-PAGE al 10%. NI No
inducido, | Inducido, FS Fraccién soluble, FI Fraccion insoluble y P
Proteina purificada.

Conclusiones.

Se purifico la MOMPr en un solo paso cromatogréafico y
aunque se obtuvo la estructura cuaternaria de la
proteina, esta fue inestable.
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