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Introducciéon. Las cisteina proteasas (CPs) son a) b)

enzimas que catalizan la hidrélisis de los enlaces
peptidicos y desempefian papeles fundamentales en la
regulacién de varias funciones biologicas. En los
protozoos las CPs tiene un papel critico en la
patogenicidad, acceso de nutrientes, activacién de
enzimas, evasion de la respuesta inmune, invasion
celular, transformacion de fase, procesamiento de
proteinas de superficie e induccién de respuestas
inflamatorias, entre otros (1). Trichomonas vaginalis es
un protozoario parasito rico en proteasas del tipo CP
gue se ha demostrado participan en la citoadherencia
(TvCP30, TvCP62, TVLEGU-1), citotoxicidad (TvCP65,
TvCP39, TvCP12), hemdlisis (TvCP4), evasion de la
respuesta inmune (TvCP39) e induccién de apoptosis
en células hospederas (CP2, CP4 y CPT) (2).
Evidencia de estudios previos sugieren que las CPs Al
y A4, zim6genos de ~35 kDa, son necesarias para el
procesamiento de proteinas del proceso autofagico de
T. vaginalis (3). Por lo descrito anteriormente, el
objetivo de este trabajo es obtener a las proteinas
recombinantes CP Al y CP A4 para su caracterizacion
bioquimica y funcional.

Metodologia. Los genes correspondientes a cp al y
cp a4 se obtuvieron por Synbio Technologies y se
clonaron en el vector de expresion pCri8a. Ambas
construcciones se transformaron en  células
competentes de Escherichia coli BL21(DE3) y se
crecieron en medio 2TY. La expresion de las proteinas
se indujo con 0.1 mM de IPTG a 18 °C por 14 h. Las
proteinas se purificaron por cromatografia de afinidad
a Ni 2*y se analizaron por SDS-PAGE al 10%.

Resultados. El analisis de la expresion por SDS-PAGE
indica que las proteinas CP Al (Fig. 1a) y CP A4 (Fig.
1b) se expresaron principalmente en la fraccién
insoluble (FI), y aunque en menor proporcion también
se observo la expresion de las proteasas en la fraccion
soluble (FS). Por lo que la purificacion de las proteasas
se realiz6 a partir de la FS. Las CPs recombinantes
presentaron el peso molecular de 35.5 kDa para CP Al
y 35.4 kDa para CP A4.
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Fig. 1. Expresion de las proteasas CP A1y CP A4 en E. coli
BL21 (DE3). La expresion de ambas proteasas recombinantes se
observa como bandas proteicas de 355 kDa y 35.4 kDa
correspondientes a CP Al y CP A4, respectivamente. Marcador de
peso molecular MW; No inducida (N); Inducida (I); Fraccion soluble
(FS); Fraccion insoluble (Fl); Proteina purificada (P). SDS-PAGE al
10%.

Conclusiones. Las proteinas recombinantes CP Al y
CP A4 de T. vaginalis se expresaron en E. coli, se
purificaron por cromatografia de afinidad a partir de la
fraccién soluble, lo que siguiere que ambas proteinas
purificadas estan en su conformacion nativa.
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