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detectados. Sin embargo, cuando ambas porinas son
utilizadas conjuntamente, Gnicamente se obtiene un
tipo de complejo heteromérico (Figura 1).
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Figura 1. Andlisis por 2D BN/SDS-PAGE de los complejos
de porinas recombinantes de Neisseria incluidas en
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liposomas. (a) Caracterizacion de homocomplejos de
rPorA; (b) Caracterizaciéon de homocomplejos de rPorB;
(c) Andlisis de la interaccion entre entre la rPoAy la rPorB.
Encima de cada gel se muestra la correspondiente primera
dimension por ““blue native electrophoresis™. Las imagenes
se corresponden a tinciones con Comassie.

Conclusiones

El analisis por electroforesis 2D BN/SDS-PAGE
de los complejos formados al incluir en liposomas
los dos tipos de porinas de Neisseria, permitié com-
probar que cuando ambas porinas estan presentes
en la membrana lipidica, éstas interaccionan para
reorganizarse formando Gnicamente heterocomple-
jos PorA/PorB.
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Introduccion

La fraccion antigénica de 17-19 kDa (pl17) de
Neospora caninum es el principal antigeno inmu-
nodominante reconocido por sueros de bovinos
infectados naturalmente con N. caninum en geles
de poliacrilamida unidimensionales (SDS-PAGE)
(Alvarez-Garcia et al., 2002).

Material y métodos y resultados

Con el objetivo de identificar las proteinas
gue componen la fraccion p17, en primer lugar, se

construy6 una genoteca de cDNA de taquizoitos
de N. caninum la cual, posteriormente, se enfren-
té a un anticuerpo purificado por afinidad que
reconocia la fraccion pl7 (APAL17). Se aislaron
varios clones de cDNA cuya secuencia presentd
un 100% de identidad con el gen NcGRA7que
codifica la proteina NcGRA7 de 33 kDa (Lally et
al., 1997). A continuacién se realiz6 un abordaje
protedmico en el cual se combind la electroforesis
en geles bidimensionales de poliacrilamida (2D-
PAGE), el western blot y la espectrometria de
masas con la finalidad de caracterizar la fraccion
pl7. Tanto el anticuerpo APA17 como los sueros
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de bovinos con una infeccion natural reconocie-
ron dos proteinas acidas minoritarias de 17 y 33
kDa, las cuales a su vez estaban compuestas por
4 y 2 isoformas, respectivamente. La fraccion
pl7 resuelta mediante 2D-PAGE se sometio a
secuenciacion peptidica mediante espectrometria
de masas obteniéndose una secuencia parcial de
17 aminoécidos. La secuencia obtenida corres-
pondié a la region amino terminal de la proteina
NcGRA7. Finalmente, la proteina NcGRA7 fue
clonada sin el péptido sefial localizado en el ex-
tremo amino terminal y expresada en Escherichia
coli, siguiendo la metodologia descrita por Fer-
nandez-Garcia et al. (2006). Cuando se analizd
la proteina recombinante (rNcGRA7) mediante
SDS-PAGE vy espectrometria de masas se resol-
vieron dos bandas de 24 y 33 kDa que correspon-
dieron a la proteina NcGRA7.
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Conclusiones

Los resultados obtenidos demuestran que el gen
NcGRAY codifica el antigeno inmunodominante de
N. caninum (Alvarez-Garcia et al., 2006).
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interrupcion en el gen PGAL0 que codifica para una proteina que contiene el
dominio CFEM rico en cisteina
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Introduccion

Candida albicans es un hongo patdgeno oportu-
nista capaz de producir graves infecciones sistémi-
cas en individuos inmunocomprometidos. Entre los
atributos bioldgicos que le confieren a C. albicans su
potencial patogénico, la capacidad de formar biopeli-
culas parece jugar un papel esencial. Las biopeliculas
son comunidades celulares altamente organizadas
con una compleja estructura tridimensional, adheri-
das a un sustrato sélido (biol6gico o no biol6gico),
en la que las células se encuentran embebidas en una
matriz exocelular (ME) formada por polisacaridos,
proteinas y otros componentes minoritarios. La ME
juega un papel critico en el mantenimiento de la in-

tegridad estructural de las biopeliculas y en la protec-
cion 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 podria
ser esencial en el desarrollo de nuevas estrategias
para el diagndstico, prevencién y control de las can-
didiasis (Thomas et al., 2006).

La formacion de biopeliculas es un proceso bio-
I6gico muy complejo durante el cual las células fun-
gicas deben establecer multiples interacciones con el
entorno ambiental. En este contexto, se ha descrito la
presencia en C. albicans de una familia de proteinas





