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Introducción. Trichomonas vaginalis es el protozoario 
flagelado, anaerobio, responsable de la trichomonosis 
humana, una de las enfermedades de transmisión sexual más 
comunes en humanos (1). Este párasito sintetiza un gran 
número de proteinasas que participan en propiedades de 
virulencia como adhesión, citotoxicidad, y evasión de la 
respuesta inmune (2).  Se ha demostrado que una cisteín 
proteinasa de 65 kDa (CP65) participa en la citotoxicidad (3) 
por lo que su purificación y caracterización bioquímica son 
de gran interés para entender su participación en esta 
propiedad de virulencia. 
 
Metodología. La CP65 se purificó a partir de lisados de T. 
vaginalis. Los extractos de proteínas del parásito se 
precipitaron diferencialmente con concentraciones crecientes 
de sulfato de amonio. Estas mu estras se sometieron a 
cromatografía de intercambio iónico y las fracciones 
obtenidas se analizaron por SDS-PAGE y en geles de 
sustrato. La CP65 se identificó por ensayos de ligando y  
"Western blot" con el anticuerpo específico anti-CP65. Una 
vez purificada e identificada la proteína de interés se 
secuenció  el extremo amino. 
 
Resultados y Discusión. Las proteínas del precipitado de 
60% de saturación de sulfato de amonio se  dializaron y se 
pasaron en una columna de intercambio aniónico. (Fig.1A) y 
las fracciones se analizaron por SDS-PAGE (Fig.1B).  

 
Fig. 1.-Cromatografía de intercambio iónico de las proteínas 
presentes en el precipitado del 60%. Perfil cromatográfico (A)    
 (UnoQ1) utilizando como buffer (A) Tris HCl 20 mM, 1mM 
EDTA a pH 8 a un flujo de 1 ml/min  y gradiente lineal de 0-
60%  de Buffer B (buffer A + 1M KCl) y se colectaron 
fracciones de 1.5 ml con lo que se logró enriquecer la 
proteína de interés. Electroforésis de la fracción 16 (B). En 
geles de poliacrilamida 7.5 % en tinción de cooumassie. 

 
Fig. 2.-Análisis de  las proteinasas presentes en la fracción 16 (A) 
“Western blot” (B) Electroforesis de las tres bandas en la región 
de 65 kDa en geles de sustrato (gelatina). 
 
En la fig. 2 en el ensayo de “Western blot” el anticuerpo anti-
CP65 reconoció tres bandas presentes en la región de 65 kDa 
de la fracción 16 (A). Los resultados obtenidos en la (B) 
muestran que cada una de las bandas posee actividad 
proteolítica. 
 
Conclusiones. La cisteín proteinasa de 65  kDa se enriqueció 
en el precipitado obtenido al 60% de saturación de sulfato de 
amonio y la fracción 16 de la cromatografía de intercambio 
iónico . Los ensayos de ligando y  "Western blot" indican 
que las bandas en la región de 65 kDa de la fracción 16 
corresponden a la CP65. 
Con un solo paso de purificación mediante una 
cromatografía de intercambio iónico se logró obtener 
cantidades adecuadas de la CP65 para la microsecuenciación 
del extremo amino. 
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