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hospedadores de D. immitis tienen una base mole-
cular. El acortamiento del ciclo vital de los vermes
de D. immitis en el gato y el humano, con respecto
a lo que ocurre en el perro, podria relacionarse con
una mayor capacidad para bloquear con anticuerpos,
algunas proteinas fundamentales implicadas en los
mecanismos de generacion de energia y de evasion
de la respuesta inmune por parte del parasito.
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La neosporosis bovina es una de las principales
causas de fallo reproductivo en el ganado bovino a
nivel mundial [1]. Neospora caninum, agente etiold-
gico de esta enfermedad, es un protozoo intracelular
obligado perteneciente al phylum Apicomplexa y re-
lacionado filogenéticamente con Toxoplasma gondii.
Existe una diversidad intra-especifica demostrada
entre aislados de N. caninum desde el punto de vis-
ta genético [2] y fenotipico (patogenicidad irn vivo,
tasas de crecimiento e invasion in vitro) (Regidor-
Cerrillo y col., manuscrito enviado).

Por otra parte, en la invasion de la célula hos-
pedadora estan implicadas tres tipos de organelas
secretoras, micronemas, roptrias y granulos densos.
En concreto, las roptrias han sido descritas como
factores de virulencia en 7. gondii [3]. Se ha iden-
tificado un gran nimero de proteinas de roptrias en
T. gondii mientras que en N. caninum unicamente
NcROP?2 ha sido caracterizada [4].

Por todo ello, el objetivo del presente estudio fue
realizar un analisis diferencial de los perfiles de ex-
presion proteica entre distintos aislados de N. cani-
num para dilucidar los mecanismos implicados en la
virulencia del parasito. Por otro lado, se procedi6 a la
identificacion de proteinas roptrias, potencialmente re-
lacionadas con los procesos de invasion y virulencia.

Los extractos proteicos empleados fueron ob-
tenidos a partir de taquizoitos -fase de replicacion
rapida- mantenidos en cultivos celulares de células
MARC-145 y, posteriormente, purificados mediante
columnas desaladoras PD-10.

OBJETIVO 1: La técnica DIGE fue empleada
en el estudio comparativo de expresion proteica
diferencial de aislados que presentaron diferencias
de patogenicidad: dos aislados virulentos (Nc-Liv
y Nc-Spain7) y uno naturalmente atenuado (Nc-
Spain1H). Se realizaron seis réplicas de geles y que
fueron analizadas con el software DeCyder v6.0.
Las manchas proteicas con una abundancia relativa
mayor o menor que 1,3 conuna p < 0,05 (z de Stu-
dent) fueron consideradas diferencialmente expresa-
das. Algunas de estas manchas fueron escindidas del
gel para su posterior analisis por MALDI-TOF.

OBJETIVO 2: Para la identificacion de las protei-
nas de roptrias se obtuvieron fracciones enriquecidas
en organelas secretoras a partir de los taquizoitos de
Nc-Liv mediante fraccionamiento subcelular. Sobre
las fracciones enriquecidas en roptrias se llevo a cabo
la identificacion de proteinas localizadas en un rango
de peso molecular de 37 a 250 kDa, mediante nano-
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
masas en trampa iénica LQT linear.
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En ambos estudios proteémicos se empleo el
algoritmo MASCOT frente a las bases de datos del
NCBI nr y ToxoDB v5.1 para llevar a cabo las iden-
tificaciones proteicas.

Resultados y conclusiones

OBJETIVO 1: Un total de 124 manchas pro-
teicas mostraron una expresion diferencial. Nueve
al comparar Nc-Liv y Ne-SpainlH, 50 al hacerlo
con Nc-Liv y Nc-Spain 7 y 65 entre Nc-Spain7 y
Nc-SpainlH. A partir de ellas se consiguid la iden-
tificacion de 19 manchas correspondientes a 12 pro-
teinas que se detallan en la Tabla 1. Entre ellas, se
observaron variaciones en algunas isoformas de las
proteinas actina y miosina dependientes del aisla-
do, implicadas ambas en la motilidad del parasito

Tabla 1. Proteinas de roptrias de N. caninum.
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y en la invasion. Ademads, se observo una mayor
abundancia de la proteina de membrana NcPDI, y
de aquellas de organelas como NcMIC1, NcROPS
y NcNTPasa en aquellos aislados mas virulentos,
todas ellas relacionadas con los mecanismos de in-
vasion y proliferacion.

OBJETIVO 2: A partir de las fracciones subce-
lulares enriquecidas en roptrias se obtuvo un amplio
numero de identificaciones (Tabla 2). Algunas de las
nuevas proteinas, denominadas “ROP”, presentaron
homodlogos en 7. gondii, si bien no siempre estaban
situadas en el mismo locus. Por otra parte, la apa-
ricion de una serie de kinasas y fosfatasas indica
la existencia de posibles factores de virulencia, y
la identificacion de proteinas “RON” indicaria la
existencia de la “union mdvil” durante el proceso
de invasion, tal como ocurre en 7. gondii.

pI/Mr

Proteina (kDa) Ide(r‘l)Z;iad pépl\tlio dos (;?’c:g::siz) Abundancia Funcion
Teorico
NTPase 5,56/69,6 34 21 NCLIV 145870 I\II\?CSEL >21\I\II(;SSII)) 111;11* ffﬁfﬁfﬁ?
virulencia
aspartyl-tRNA synthetase  5,95/62,8 48 13 NCLIV 082700 II\\ITZ%:Z;I\\IIESS[I))IIE Sl;fgf;‘;a‘le
mgg:?&iﬁg?t)ed 4,79/50,1 46 18 gi 17226315 I;Ziﬁ’g;gccggllg Invasion
elongation factor 2 5,93/94 38 29 NCLIV 081030 I;CCSLFI’Z;EESSE S;?éf;‘;ad:
glu;;’i;?j;ﬁ;};ate 8,59/112,6 21 17 NCLIV 010690 ﬁﬁ’gﬁgﬂg Metabolismo
ROPS 6,29/43.2 66 23 NCLIV 000700 iiifj;gg;‘;llg prI()IllYE:Srl;(gon
myosin light chain 4,55/24,9 46 18 NCLIV 000030 1\11\?55113\]\1?5211?{& Ezzf;g:d
hydroxy rf;ty}fyitllterans forase | 6:26/55.2 43 10 NCLIV 123730 Eﬁ‘::ggggllg Metabolismo
pro_tein disulfide 5.18/53.2 62 2% NCLIV 051400 NcSp7>NcSp1H Plegamic?nto de
isomerase NcLiv>NcSplH proteinas
actin 5,05/42,6 7 24 NCLIV 020800 I\II\ICCSIE)1Z/<<II\I\ICCSSI;))IIII{{& Egiilggd
6"212‘;1;"52@?;;’;”6 6,28/552 45 24 NCLIV 140400 ﬁii‘:jﬁgﬁgﬁg Metabolismo
porin 8,87/31,5 48 14 NCLIV 090640 I\Il\?csﬁ’;f;ccss‘l’) 11}13& traffﬁ:ﬁfgzna

* > jndica un incremento significativo en la abundancia de la proteina entre los aislados, > denota la tendencia de
incremento en la expresion (p> 0,05). ¢ Resultados mostrados por la isoforma mayoritaria.
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Este estudio ha permitido identificar una serie de
proteinas potencialmente implicadas en procesos de
invasion y virulencia. Estas proteinas podrian cons-
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tituir un nuevo arsenal de dianas terapéuticas e inmu-
noprofilacticas frente a la infeccion por N. caninum.

Tabla 2. Proteinas identificadas expresadas de forma diferencial entre aislados de N. caninum

. . . .. Mismo Identidad " 0
Proteina de N. caninum Homologo en 7. gondii locus (%) Positivos (%)
surface protein rhoptry rhoptry 1 SI 65.9 28 38
ROPS8 ROPS NO 348 43 64
rhoptry antigen rhoptry protein 5 SI 213 53 67
surface protein rhoptry rhoptry protein 5 SI 282 51 63
rhoptry antigen rhoptry 1 NO 70.5 29 38
Rhoptry neck protein 4 rhoptry neck protein 4 SI 902 65 78
conserved hi/:iﬁthetlcal pro- rhoptry neck protein 2 SI 2209 72 81
hypothetical protein rhoptry neck protein 3 SI 3262 78 88
hypothetical protein rhoptry neck protein 8 SI 4298 82 91
hypothetical protein protein kinase SI 758 80 89
acid phosphatase acid phosphatase SI 741 88 92
mltogep-actlvated protein Protein klnasej domain pro- NO 99 27 46
kinase-related tein
Subtilisin-like serine pro- subtilisin-like protein
tease TgSUBI St 373 62 73
subtilase family serine pro- subtilisin SI 1123 57 67
tease,
serine/threonine protein serine/threonine protein S 2265 69 2
phosphatase, phosphatase
Subtilisin-like serine pro- subtilisin-like serine protease SI 1193 100 100
tease
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