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Figura 1. Esquema del proceso de identificacion de Cx43 en la membrana mitocondrial de cardiomiocitos de rata

Perfil de expresion proteica diferencial de la infeccién porcina con PCV2 por
SDS-PAGE, marcaje enzimatico mediante isétopos estables (**O/**Q) y trampa

ionica.
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Introduccion

El circovirus porcino tipo 2 (PVC2) es el agente
primario causante del llamado sindrome del deste-
te, enfermedad que afecta al sistema inmune y al
patron de expresion de muchas proteinas del cerdo.
Con vistas a caracterizar los mecanismos inmuno-
I6gicos implicados en la interaccion cerdo-PCV2,
hemos realizado estudios de expresion diferencial
en ganglios linfaticos mediante una combinacion

de SDS-PAGE, seguida de una digestion en gel de
las proteinas separadas, marcaje de los péptidos con
80/*80 e identificacion y cuantificacion con trampa
idnica lineal.

Material y métodos

Diez cerdos obtenidos por cesarea y privados
de calostro (4 controles y 6 inoculados con PCV2)
fueron sacrificados, comprobandose que habian de-
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sarrollado una infeccion subclinica. Los ganglios
linfaticos inguinales fueron resuspendidos en tam-
pon de lisis (urea 7M, tiourea 2M, CHAPS 4% (p/
v), DTT 1% (p/v), anfolitos 0,8%, PMSF 0,2M) y
sometidos a disociacion mecénica. Los extractos
de proteina fueron mezclados en cada uno de los
grupos y se analizaron mediante SDS-PAGE, se
cortaron en 19 fracciones y se sometieron a diges-
tion en gel, marcaje isotdpico estable de los péptidos
resultantes con **0/*0, y analisis por trampa i6nica
lineal, segiin hemos descrito previamente (Serrano
et al., 2007). Para el procesamiento y analisis de
datos se utilizaron los programas pRatio y QuiXoT,
desarrollados en el Laboratorio de Quimica de Pro-
teinas y Proteémica (CBMSO, CSIC-UAM, Ma-
drid) (Navarro et al., 2007).

Resultados

Los resultados obtenidos tras la busqueda fueron
analizados por el pRatio con una FDR del 5%, y
cuantificados con el QuiXoT. Se realizé un analisis
conjunto de todas las fracciones ya que mostraban
una distribucion semejante. Se eliminaron del anali-
sis aquellos péptidos cuya eficiencia de marcaje fue
menor que 0.7. Hasta ahora se ha analizado un 30%
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del proteoma total y se han conseguido cuantificar
més de 1000 proteinas, de las cuales, una docena
presentaron cambios de expresion. La digestion de
las muestras fue homogénea y la oxidacion de las
metioninas no afectd al calculo de la cuantificacion.
(Fig.1). Los cambios de expresion encontrados se
recogen en la (Fig.2).

Conclusiones

Nuestros resultados demuestran que, usando la
electroforesis 1DE acoplada a un marcaje enzimati-
co mediante isotopos estables con *0/*0 y el anéli-
sis de los péptidos marcados mediante trampa ionica
lineal, es posible detectar cambios de expresion de
proteinas en ganglios linfaticos, con vistas a mejorar
nuestro conocimiento de la respuesta inmune del
cerdo al PCV2.
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Figura 1- Andlisis estadistico de lacuantificacién a nivel de proteina de
19 fracciones de extracto proteico de ganglio linfatico porcino
inoculado con PCV2. (A) Eficiencia de marcajede O'8 (f) en funcion del
Log,Ratio de las proteinas cuantificadasy seleccion de aquellascon
f>0.7. (B) Distribuciéon de los cambios de expresion segun peso

estadistico.

Figura 2.- Distribuciénde los cambios
de expresion significativos Proteinas
con valoresde Zqde-1a-3y,de1a3
aumentan y disminuyensu expresion
respectivamente





