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Introducciéon. Las legumainas, presentes en la
mayoria de los organismos, son cisteina proteinasas
(CPs) del clan CD de la familia C13 de las asparaginil
endopeptidasas (AEPs) que participan tanto en
procesos biologicos como de patogenicidad, como se
describe en Dall, 2016 (1).

Es sabido que AEPs se sobre expresan en algunos
tumores en células de mamifero, lo cual la convierte en
candidato para el disefio de farmacos anticancer. Por
otro lado, los inhibidores naturales de CPs de tipo
AEPs de parasitos, también pueden ser candidatos
para el disefio de farmacos contra la enfermedad
causada por los parasitos. Trichomonas vaginalis es un
protozoario parasito de transmision sexual desatendido
gue tiene 10 genes que codifican para AEPs de la
familia C13 del clan CD, las cuales se sintetizan como
precursores inactivos (proenzima) de entre 43.5 y 45
kDa. Los zim6genos se procesan a su forma
enzimaticamente activa después de perder regiones
tanto del amino como del carboxilo terminal (2).

El objetivo de este trabajo fue obtener una de las
AEPs de T. vaginalis sin el péptido sefal (TVAEP-
ASP) y a su inhibidor (TVAEP-INH) como proteinas
recombinantes en su conformacién nativa para su
caracterizacién bioquimica y funcional.

Metodologia. Los genes tvaep-4sp y tvaep-inh fueron
sintetizados por Synbio y se subclonaron en los sitios
Ncol y Xhol en los vectores pCrila y pCri8a,
respectivamente. Células competentes de Escherichia
coli BL21(DE3) se transformaron con cada
construccion y se crecieron en medio 2TY. La
expresion de las proteinas se indujo con 0.2 mM de
IPTG a 20 °C por 16 h. Las proteinas se solubilizaron
en urea 8 My 2-ME 1 mM y se purificaron por
cromatografia de afinidad a niquel en condiciones
desnaturalizantes. Ambas proteinas se replegaron por
dialisis. Las muestras se analizaron por SDS-PAGE en
geles de poliacrilamida al 10 0 12 %, respectivamente.

Resultados. El andlisis de la expresion por SDS-PAGE
indica que la TVAEP-ASP fusionada al MBP (Fig. 1a) y
TVAEP-INH (Fig. 1b) se expresaron como cuerpos de
inclusién, por lo que se recuperaron de la fraccion
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insoluble para su purificacion. En ambos casos las
proteinas obtenidas corresponden al tamafio molecular
esperado de 85.6 kDa para TVAEP-ASP+MBP y 15.4
kDa para el inhibidor TVAEP-INH. La fusion de la
TVAEP-ASP al MBP permiti6 mejorar las propiedades
de los cuerpos de inclusion al solubilizarlos. Las
condiciones de replegamiento implementadas para
ambas proteinas permitieron recuperar proteinas
estables sin agregados aparentes. Interesantemente
los ensayos de inmunodeteccién utilizando un
anticuerpo contra TVLEGU-1r, otra AEP de tricomonas
(2,3) no mostré reactividad cruzada contra TVAEP-
ASP.
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Fig. 1. Expresion de TVAEP-SP (a) y TVAEP-INH (b) en BL21(DE3).
Marcador M, No inducido NI, inducido I, fraccion soluble FS e
insoluble FI. SDS-PAGE en geles de poliacrilamida al 10 y 12%.

Conclusiones. La TvAEP-ASP de T. vaginalis, asi
como su inhibidor TVAEP-INH son susceptibles de
expresarse de forma recombinante y replegarse para
obtener una conformacién estable.
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