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Abstract

El estudio del citoesqueleto de macréfagos mu-
rinos en la interaccion con Candida albicans resulta
de gran interés por los importantes cambios que ocu-
rren en una célula fagocitica tras entrar en contacto
con un “cuerpo extrafio”. La fagocitosis conlleva
alteraciones en el citoesqueleto de actina, tubulina
y miosina y de las proteinas que se asocian a ellas
(Arp2/3, Coronina, WASP, WAVE,...). Estudios
previos basados en la obtencién de subproteomas
de macréfagos utilizando una extraccion secuencial
y analizados mediante 2D-DIGE, nos ha permitido
observar un gran numero de proteinas en la frac-
cion enriquecida en citoesqueleto que aumentan su
expresion tras interaccionar con C. albicans. Sin
embargo, s6lo 3 proteinas pudieron ser identificadas.
Con objeto de identificar un mayor numero de pro-
teinas hemos puesto a punto un método mas especi-
fico para la extraccidn de proteinas de citoesqueleto.
Utilizando esta estrategia nos hemos encontrado con
que se produce un aumento considerable en la can-
tidad de proteina tras la interaccién en comparacion
con el control, dificultando la normalizacién de las
muestras a analizar.

Resultados Previos

Estudios previos de nuestro laboratorio de las
proteinas presentes en diferentes subproteomas ob-
tenidos por extraccidon secuencial con el kit Pro-
teoExtract® Subcellular Proteome Extraction Kit
de Calbiochem y analizadas por DIGE, mostraron
muchas proteinas con expresion diferencial en la
fraccion enriquecida en citoesqueleto. Sin embar-
g0, pocas proteinas pudieron ser identificadas por
encontrarse en muy baja concentracion (Reales-
Calderdén J. A.; Martinez-Solano L.; Molero G.;
Gil C.; resultados no publicados). Se analizé esta

fraccidén por cromatografia liquida, aumentando el
numero de proteinas identificadas y, revelando que
en la muestra extraida con el kit habia muy pocas
proteinas propias de citoesqueleto.

Obtencion de las muestras de citoesqueleto

Utilizando protocolos de extraccion mas espe-
cificos para proteinas de citoesqueleto, elegimos el
descrito por Funchal [1], ligeramente modificado. Di-
cho método se basa en la utilizacion independiente de
dos tampones con diferente concentracion de sales:
un tampdn con alto contenido en sales (High-salt),
con el cual se extrae la fraccion enriquecida en fila-
mentos intermedios de citoesqueleto; y otro de bajo
contenido en sales (Low-salt), con el que se extraen
fundamentalmente filamentos intermedios, tubulinas,
actinas y proteinas asociadas al citoesqueleto.

El andlisis preliminar de las muestras por cro-
matografia liquida puso de manifiesto un enriqueci-
miento muy importante en proteinas de citoesquele-
to con respecto a la fraccion extraida con el kit.

Extraccion de las muestras de iTRAQ

Se realizé la extraccion de proteinas de citoes-
queleto con estos dos tampones, partiendo de un
nimero constante de macrofagos, y realizamos 3
réplicas bioldgicas. Al cuantificar, observamos un
aumento considerable (150%) de la cantidad de pro-
teina de citoesqueleto en las muestras extraidas con
el tampon High-salt procedentes de macrofagos que
habian interaccionado con C. albicans con respecto
a los macrofagos control. Dichas diferencias en la
cantidad de proteina no se producian en las muestras
extraidas con el tampon Low-salt, como se puede
observar en la Figura 1.
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Figura 1. Geles monodimensionales tefiidos con Coomasie
Coloidal de muestras enriquecidas en proteinas de citoes-
queleto. Izquierda: Tampon High-salt; Derecha: Tampon
Low-Salt. Cnt: Macrofagos control; Int: Macrofagos tras
la interaccion con C. albicans.

Para realizar el iTRAQ habria que igualar la
concentracion de las muestras antes de marcar. Si
lo hiciéramos con las muestras extraidas con el tam-
pon High Salt, estarariamos aumentando las con-
centraciones de las proteinas de la muestra de los
macroéfagos control, alterando los resultados de la
comparacion. Con el objeto de cuantificar esta ex-
presion diferencial tan importante, hemos decidido
igualar en el numero de células de partida en todos
los casos y resuspender en el mismo volumen final
antes de marcar con iTRAQ.

5.3 Proteomica de Parasitos
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Vamos a comenzar el analisis de las muestras
extraidas con el tampon Low-salt, el cual no plantea
problemas de concentracion y después se procedera
al analisis de las muestras extraidas con el tampon
High-salt, donde hay un aumento del 150% de las
proteinas tras la interaccion con la levadura.
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El principal problema al que se enfrentan los
investigadores que trabajan en proteémica parasita-
ria es la falta de genomas completos de los parasi-
tos estudiados. Tan solo se encuentran disponibles
los de Schistosoma mansoni 'y Schistosoma japo-
nicum, [1,2], ademas de numerosas entradas de
DNA depositadas en bases de datos. El hecho de que
existan tantas entradas de Schistosoma en bases de
datos de proteinas ha posibilitado la identificacion
de numerosas proteinas de otros trematodos como
los echinostomatidos [3]. Sin embargo, no siempre

pueden usarse bases de datos de otros parasitos para
la identificacidn debido a la falta de homologia entre
proteinas. Ha de tratarse de proteinas conservadas
que mantengan una cierta homologia entre dife-
rentes géneros de parasitos. Ademas, en el caso de
Schistosoma, casi la mitad de proteinas identificadas
de sus transcriptomas no tienen funcidén conocida o
son incluso especie-especificas [4,5].

En el caso de Echinostoma, no solo no se tiene
el transcriptoma entero, sino que existen muy pocas



