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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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Tras la electroforesis 2D, el extracto DiSB resol-
vió más de 400 spots, la mayor parte con pIs entre 
5 y 8, y con un amplio intervalo de PMs (10-170 
kDa). Los western blot 2D revelaron, en los casos de 
análisis con sueros de perros, gatos y humanos con 

spots de D. 
immitis -
dos y se correspondieron con 19, 32 y 23 proteínas, 
respectivamente. A continuación, se determinó la fun-
ción molecular y el proceso biológico en el que están 

de datos Gen Ontology y Swiss-Prot/UniProt.

La mayor parte de las proteínas inmunógenas 

(Figura 1), que son fundamentales en las relaciones 

choque térmico (Hsps), enzimas del metabolismo 
energético y enzimas redox. Como se observa en la 
tabla 1, dentro de las Hsps y las enzimas redox, los 
gatos reconocen más proteínas que los humanos, y 
estos últimos a su vez, más que el hospedador cani-
no. Por otra parte, desde el punto de vista del meta-
bolismo energético, la ruta glicolítica del parásito es 
ampliamente inhibida por los tres hospedadores, no 
obstante, D. immitis es un fermentador homoláctico 

Tabla 1. Proteínas inmunógenas del extracto DiSB reconocidas por perros, gatos y humanos en los grupos funcionales de 
proteínas de choque térmico, enzimas del metabolismo energético y enzimas redox.

y la principal enzima de la glicolisis anaerobia, la 
lactato deshidrogenasa, es tan solo bloqueada por 
gatos y humanos.

Figura 1. Procesos biológicos en los que están implicadas 
las proteínas inmunógenas del extracto DiSB reconocidas 
por perros, gatos y humanos. Datos expresados como por-
centaje del total de proteínas reconocidas por cada hos-
pedador. Los grupos funcionales discutidos en el presente 
trabajo se hallan recuadrados. 

Estos resultados sugieren que las diferencias 
biológicas y clínicas existentes entre los diferentes 

Función Proteína Perros Gatos Humanos

Proteínas de                     
choque térmico

Hsp  70 X X X

sHsp X X
Proteína OV25-1 X X

sHsp p27 X

Enzimas del
metabolismo energético

Enolasa X X X

Fructosa-bisfosfato aldolasa X X X

GAPDH X X X

Triosa-fosfato isomerasa X X X

Fosfoglicerato mutasa X X X

Fosfoglicerato quinasa X X

Glucosa-fosfato isomerasa X X
Lactato deshidrogenasa X X

Fumarasa X X

Enzimas redox

Aldo/queto oxidorreductasa X X X

Tiorredoxina peroxidasa X
Precursor de Glutatión peroxidasa X

Glutatión transferasa X

Hipotética oxidorreductasa FAD dep. X X
Precursor de transglutaminasa X X

Disulfuro isomerasa X
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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, podría relacionarse con 
una mayor capacidad para bloquear con anticuerpos, 
algunas proteínas fundamentales implicadas en los 
mecanismos de generación de energía y de evasión 
de la respuesta inmune por parte del parásito. 
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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 etioló-
gico de esta enfermedad, es un protozoo intracelular 
obligado perteneciente al phylum Apicomplexa y re-

Toxoplasma gondii.

entre aislados de N. caninum desde el punto de vis-
ta genético [2] y fenotípico (patogenicidad in vivo,
tasas de crecimiento e invasión in vitro) (Regidor-
Cerrillo y col., manuscrito enviado).

Por otra parte, en la invasión de la célula hos-
pedadora están implicadas tres tipos de organelas 
secretoras, micronemas, roptrias y gránulos densos. 
En concreto, las roptrias han sido descritas como 
factores de virulencia en T. gondii [3]. Se ha iden-

T. gondii mientras que en N. caninum únicamente 
NcROP2 ha sido caracterizada [4].

Por todo ello, el objetivo del presente estudio fue 
-

presión proteica entre distintos aislados de N. cani-
num para dilucidar los mecanismos implicados en la 
virulencia del parásito. Por otro lado, se procedió a la 

-
lacionadas con los procesos de invasión y virulencia. 

Neospora caninum implicadas en procesos de 
invasión y virulencia
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Los extractos proteicos empleados fueron ob-
tenidos a partir de taquizoítos -fase de replicación 
rápida- mantenidos en cultivos celulares de células 

columnas desaladoras PD-10.

OBJETIVO 1: La técnica DIGE fue empleada 
en el estudio comparativo de expresión 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 con una  p < 0,05 (t de Stu-
dent) fueron consideradas diferencialmente expresa-
das. Algunas de estas manchas fueron escindidas del 
gel para su posterior análisis por MALDI-TOF.

-
nas de roptrias se obtuvieron fracciones enriquecidas 
en organelas secretoras a partir de los taquizoítos de 
Nc-Liv mediante fraccionamiento subcelular. Sobre 
las fracciones enriquecidas en roptrias se llevó a cabo 

de peso molecular de 37 a 250 kDa, mediante nano-
cromatografía líquida acoplada a espectrometría de 
masas en trampa iónica LQT linear. 


