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de bovinos con una infección natural  reconocie-
ron dos proteínas ácidas minoritarias de 17 y 33 
kDa, las cuales a su vez estaban compuestas por 
4 y 2 isoformas, respectivamente. La fracción 
p17 resuelta mediante  2D-PAGE se sometió a 
secuenciación peptídica mediante espectrometría 
de masas obteniéndose una secuencia parcial de 
17 aminoácidos. La secuencia obtenida corres-
pondió a la región amino terminal de la proteína 
NcGRA7. Finalmente, la proteína NcGRA7 fue 
clonada sin el péptido señal localizado en el ex-
tremo amino terminal y expresada en  Escherichia 
coli, siguiendo la metodología descrita por Fer-
nández-García et al. (2006). Cuando se analizó 
la proteína recombinante (rNcGRA7) mediante 
SDS-PAGE y espectrometría de masas se resol-
vieron dos bandas de 24 y 33 kDa que correspon-
dieron a la proteína NcGRA7. 

Conclusiones

Los resultados obtenidos demuestran que el gen 
NcGRA7 codifi ca el antígeno inmunodominante de 
N. caninum (Álvarez-García et al., 2006).
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Introducción

Candida albicans es un hongo patógeno oportu-
nista capaz de producir graves infecciones sistémi-
cas en indivíduos inmunocomprometidos. Entre los 
atributos biológicos que le confi eren a C. albicans su 
potencial patogénico, la capacidad de formar biopelí-
culas parece jugar un papel esencial. Las biopelículas 
son comunidades celulares altamente organizadas 
con una compleja estructura tridimensional, adheri-
das a un sustrato sólido (biológico o no biológico), 
en la que las células se encuentran embebidas en una 
matriz exocelular (ME) formada por polisacáridos, 
proteínas y otros componentes minoritarios. La ME 
juega un papel crítico en el mantenimiento de la in-

tegridad estructural de las biopelículas y en la protec-
ción de las células frente a factores externos adversos 
como el sistema inmunitario y/o el tratamiento con 
antimicrobianos (Branda et al., 2005). Por lo tanto,  
un mejor conocimiento a nivel molecular y funcional 
de los constituyentes mayoritarios de la ME podría 
ser esencial en el desarrollo de nuevas estrategias 
para el diagnóstico, prevención y control de las can-
didiasis (Thomas et al., 2006).

La formación de biopelículas es un proceso bio-
lógico muy complejo durante el cual las células fún-
gicas deben establecer múltiples interacciones con el 
entorno ambiental. En este contexto, se ha descrito la 
presencia en C. albicans de una familia de proteínas 
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que contienen un dominio formado por 8 cisteínas, de-
nominado CFEM (common in several fungal extrace-
llular membrane proteins), y que pueden actuar como 
receptores de superfi cie, en transducción de señales, 
y como moléculas de adhesión en las interacciones 
huésped-parásito (Kulkarni et al., 2003). Nuestro gru-
po ha clonado un gen que codifi ca la síntesis de una 
proteína de la familia CFEM (PGA10; también desig-
nado como RBT51 y HPB1), obteniéndose el mutante 
nulo para dicho gen (pga10∆), que forma biopelículas 
muy frágiles y con poca capacidad de adherencia al 
sustrato (Figura 1 B) frente a lo observado en la cepa 
parental (Figura 1 A) (Pérez et al., 2006). 

Material y métodos

Con objeto de profundizar en el conocimien-
to de los componentes proteicos de la ME y ca-
racterizar especies que puedan ser esenciales en el 
establecimiento y mantenimiento de la integridad 
estructural de las biopelículas, se ha procedido a 
realizar un análisis proteómico de las proteínas de la 
ME extraídas mediante tratamiento secuencial con 
etanol (Figura. 2, calles A y C) y β-mercaptoetanol 
(β-ME) (Fig. 2, calles B y D) de las biopelículas 
formadas por la cepa parental  (CAI4-URA3) y la 
mutante nula para el gen  PGA10  (pga10∆). Las 
especies solubilizadas fueron separadas mediante 
SDS-PAGE (Figura. 2) y las bandas seleccionadas 
sometidas a análisis proteómico. 

Resultados y conclusiones

El análisis comparativo de los diferentes ex-
tractos puso de manifi esto la existencia de diferen-
cias en los respectivos perfi les proteicos (Figura 2), 
detectándose especies que se expresan diferencial 
o mayoritariamente en la ME de la cepa parental 
(CAI4-URA3). Se destaca la presencia de 2 especies 
proteicas, una proteína de 29 kDa miembro de la fa-
milia ThiJ/PfpI con propiedades antigénicas que se 
encuentra de forma mayoritaria en la ME de la cepa 
parental (bandas 1 y 5) respecto a la cepa mutante 
(bandas 7 y 9) y otra proteína peptidil-propil isome-
rasa (cyp1p) que liga ciclosporina. Esta proteína se 
encuentra tanto en la cepa parental (banda 2) como 
en la mutante (banda 8).
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Figura 1. Cutivo de las cepas parental (CAI4-URA3) y 
mutante (pga10∆).
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Figura 2. Perfi les electroforéticos (SDS-PAGE) de extractos 
de la ME de células CAI4-URA3 y pga10∆, obtenidos 
mediante tratamiento secuencial con etanol (A y C) y β-
mercaptoetanol (B y D)




