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Figura 1. Geles monodimensionales teñidos con Coomasie 
Coloidal de muestras enriquecidas en proteínas de citoes-
queleto. Izquierda: Tampón High-salt; Derecha: Tampón 
Low-Salt. Cnt: Macrófagos control; Int: Macrófagos tras 
la interacción con C. albicans.

Para realizar el iTRAQ habría que igualar la 
concentración de las muestras antes de marcar. Si 
lo hiciéramos con las muestras extraídas con el tam-
pón High Salt, estararíamos aumentando las con-
centraciones de las proteínas de la muestra de los 
macrófagos control, alterando los resultados de la 

-
presión diferencial tan importante, hemos decidido 
igualar en el número de células de partida en todos 

antes de marcar con iTRAQ.

Vamos a comenzar el análisis de las muestras 
extraídas con el tampón Low-salt, el cual no plantea 
problemas de concentración y después se procederá 
al análisis de las muestras extraídas con el tampón 
High-salt, donde hay un aumento del 150% de las 
proteínas tras la interacción con la levadura.

Agradecimientos

Los autores expresan su agradecimiento a la 
Comisión Internacional de Ciencia y Tecnología 

-
cieras recibidas.

Referencias

 [1] Funchal C, de Almeida LM, Oliveira Loureiro S, 
Vivian L, de Lima Pelaez P, Dall Bello Pessutto 
F, et al. In vitro phosphorylation of cytoskeletal 
proteins from cerebral cortex of rats. Brain re-
search 2003;11:111-8.

Javier Sotillo1, Ana Pérez García1, María Trelis1, Dolores Bernal2, Carla Muñoz-Antolí1, José 
Guillermo Esteban1, Rafael Toledo1, Antonio Marcilla1

1Departamento de Biología Celular y Parasitología, Facultat de Farmàcia, Universitat de València. 
2Departamento de Bioquímica y Biología Molecular, Facultat de Biologia, Universitat de València

El principal problema al que se enfrentan los 
investigadores que trabajan en proteómica parasita-
ria es la falta de genomas completos de los parási-
tos estudiados. Tan solo se encuentran disponibles 
los de Schistosoma mansoni y Schistosoma japo-
nicum, [1,2], además de  numerosas entradas de 
DNA depositadas en bases de datos. El hecho de que 
existan tantas entradas de Schistosoma en bases de 

de numerosas proteínas de otros trematodos como 
los echinostomátidos [3]. Sin embargo, no siempre 

pueden usarse bases de datos de otros parásitos para 

proteínas. Ha de tratarse de proteínas conservadas 
que mantengan una cierta homología entre dife-
rentes géneros de parásitos. Además, en el caso de 
Schistosoma
de sus transcriptomas no tienen función conocida o 

En el caso de Echinostoma, no sólo no se tiene 
el transcriptoma entero, sino que existen muy pocas 
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ESTs. Tan solo existe una biblioteca de ESTs dis-
ponible para Echinostoma parensei. Además, esta 
biblioteca puede considerarse muy pobre con 358 
secuencias depositadas si la comparamos con otros 
trematodos como Fasciola hepatica o Schistosoma 
haematobium (con más de 15000 ESTs cada uno). 

E. capro-
ni, sólo un pequeño porcentaje de las moléculas anali-

Otra de las limitaciones con la que se encuen-
tran los investigadores que trabajan en proteómica 

parasitaria es la escasez de material parasitario. 
Los estudios de proteínas se encuentran limitados 
por la sensibilidad de la espectometría de masas, y, 
en última instancia, dependen en gran medida de la 
cantidad y calidad de material disponible. Debido 
a la costosa obtención de materiales procedentes 

proteínas parasitarias. Para la mayoría de parásitos 
(incluido Echinostoma) es muy difícil su cultivo in 
vitro, y se depende únicamente de su obtención a 

la mayoría tienen ciclos complejos donde intervie-
nen varios hospedadores intermediarios, además 

pueden disponer del ciclo completo en su labora-
torio, habiéndose de conformar con las muestras 
que les llegan de otros laboratorios, hospitales o 
pacientes aislados. 

Una de las posibles soluciones que pueden ayu-
-

cuerpos heterólogos en diferentes técnicas como la 
de western-blot. Gracias a la mayor sensibilidad de 
esta técnica respecto de las tinciones de geles, se 
minimiza la limitación por falta de material en la 

se pueda usar con proteínas altamente conservadas 
y pueda ser una técnica muy cara en algunos casos 
(si se emplean diferentes anticuerpos comerciales), 

-

nostomátidos como la enolasa, la GST, la GAPDH, 
la aldolasa o la Hsp-70 [3,6].

Sin embargo, sigue siendo de vital importancia 
el dedicar tiempo y esfuerzo en la secuenciación 
de nuevas EST o de genomas completos de pará-

y que puedan ser de utilidad en la investigación 
con otros parásitos del mismo orden. Además de la 
secuenciación genómica, también las herramientas 
bioinformáticas podrían contribuir al progreso en 
proteómica parasitaria.
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Resumen

En el presente trabajo se emplean técnicas de 
electroforesis 2D, western blot y espectrometría de 
masas para analizar la existencia de una base mole-
cular en las relaciones que  esta-
blece con sus diferentes hospedadores. Se han iden-

parasitarias que parecen jugar un papel fundamental 
en dichas relaciones, en cada hospedador.

 es el agente causante de la 

-
rrollo del parásito, como las implicaciones clínicas, 
son diferentes en cada uno de sus 3 hospedado-
res. En el perro los vermes adultos de D. immitis
pueden vivir durante más de 7 años produciendo 

un desarrollo crónico. En el gato los adultos vi-
ven solamente 2 años y las infecciones son siempre 

-
previsible y habitualmente agudo. En el hombre, 
D. immitis no alcanza el estado adulto. En algunas 
ocasiones, vermes preadultos se alojan en una rama 
de la arteria pulmonar, donde embolizan y causan un 

nódulo pulmonar benigno que puede confundirse 
con cáncer en radiología. La comprensión de las 

precisa de datos sobre las moléculas del parásito y 
el papel que desempeñan, tanto en el estímulo de 
los mecanismos patológicos e inmunes, como de 
los mecanismos de supervivencia. Las técnicas de 
proteómica son una herramienta muy útil para iden-

En el presente trabajo, el proteoma de D. immitis
y los inmunomas obtenidos en cada hospedador, 
se relacionan los datos biológicos y clínicos de la 
enfermedad en cada uno de ellos.

Se utilizó un extracto antigénico soluble de ver-
mes adultos de D. immitis (DiSB). El proteoma 
de D. immitis fue obtenido mediante electroforesis 
2D del extracto DiSB. Las proteínas se tiñeron con 

nitrocelulosa para la realización del western blot 2D, 
en las que se incubaron con pools de sueros de los 
diferentes hospedadores infectados y de controles 
sanos. Los spots que contenían proteínas inmunó-
genas, se escindieron manualmente de los geles 2D 
y fueron enviadas al Servicio de Proteómica del 

espectrometría de masas [1].

Las técnicas de proteómica aplicadas al estudio de las relaciones parásito/
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