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RESUMEN 

 

La meningoencefalitis amibiana primaria fulminante ocurre cuando el agua contaminada 

con trofozoítos de Naegleria fowleri entran por la cavidad nasal, posteriormente las 

amibas migran al cerebro. La capacidad de este patógeno para evadir la respuesta 

inmune de la mucosa olfatoria ha sido asociada con las proteasas presentes en los 

extractos crudos amibianos. Sin embargo, la actividad mucinolítica no había sido 

determinada en los productos de secreción. En el presente trabajo, se detectaron las 

actividades mucinolíticas de >250, 94 y 53 kDa secretadas por N. fowleri, de las cuales 

solo la actividad de 94 kDa fue inducible por mucina y su actividad fue abatida con 

pHMB. La identificación de las proteínas de la actividad de 94 kDa por MALDITOF-

MS reveló la presencia de una glicosil hidrolasa (GH) y una dipeptidil aminopeptidasa 

(DAP). La actividad de GH fue confirmada por medio del uso de carbohidratos 

acoplados al grupo cromogénico 4-nitrofenil. Basados en los resultados de 

espectrometría de masas se diseñaron y produjeron anticuerpos contra la GH y la DAP, 

los cuales fueron utilizados para inhibir el efecto citopático y la degradación de la 

mucina MUC5AC causada por N. fowleri in vitro. Adicionalmente, se demostró que 

trofozoítos pre-incubados con los anticuerpos anti-GH y/o anti-DAP fueron capaces de 

retrasar la mortalidad de los ratones infectados hasta por 10 días comparado con los 

ratones instilados con amibas sin tratamiento con anticuerpos inducidos a la MAP 

experimental. Nuestros hallazgos sugieren fuertemente que las actividades mucinolíticas 

secretadas por N. fowleri tienen un papel importante en la degradación de la mucina 

humana MUC5AC y en consecuencia esto permita la invasión de los trofozoítos al 

sistema nervioso central.   

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

Fulminant primary amoebic meningoencephalitis occurs when water containing 

Naegleria fowleri trophozoites enters the nasal cavity, followed by migration of the 

amoebae to the brain. This pathogen evades the innate immune response in the olfactory 

mucosa. Additionally, its capacity to evade the mucus layer has been associated with 

proteases present in total protein extracts. However, the mucinolytic activity in secretory 

products (SPs) has not been determined. Here, we detected mucinolytic activities at 

>250, 94 and 53 kDa released by N. fowleri. Moreover, only the 94 kDa activity was 

inducible by mucin and its activity was abolished with the pHMB inhibitor. MALDI-

TOF-MS analysis from 94 kDa identified a glycoside hydrolase (GH) and dypeptidil 

aminopeptidase (DAP). The enzymatic activity of GH could be confirmed using 

carbohydrates coupled to 4-nitrophenyl as chromogenic substrates. Based on the mass 

spectrometry identity, a synthetic peptide was designed to produce antibodies against the 

GH and DAP; these antibodies could inhibit the cytopathic effect and the MUC5AC 

mucin degradation induced by N. fowleri in in vitro assays. Furthermore, mainly anti-

GH antibodies could delay mice mortality up to 17 post-infection days using the mouse 

model. Our data strongly suggest that mucinolytic activities secreted by N. fowleri are 

playing a relevant role in the human mucus degradation and consequently allowing the 

invasion of N. fowleri trophozoites to the central nervous system. 
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1. INTRODUCCIÓN 

Dentro del grupo de los protozoarios existen numerosas especies que son capaces de 

infectar al ser humano. Los protozoarios pertenecientes a los géneros Naegleria, 

Acanthamoeba, Balamuthia y más recientemente Sappinia están catalogados por la 

comunidad científica como amibas de vida libre (AVL) debido a su capacidad de 

realizar su ciclo celular en la naturaleza sin la necesidad de un hospedero para su 

supervivencia, transmisión o diseminación. Sin embargo, se tienen numerosos reportes 

en donde las AVL pueden comportarse como protozoarios parásitos, tanto del hombre 

como de otros mamíferos, aves, reptiles, anfibios y peces [1-3] por lo cual se les 

considera organismos anfizóicos. Las AVL se encuentran ampliamente distribuidas en la 

naturaleza y han sido aisladas de diferentes muestras de suelo y agua en todo el mundo 

[4]. Los reportes de infecciones por parte de este grupo de microrganismos han 

incrementado de manera significativa en los últimos 10 años [4], esto debido 

probablemente a las variaciones climáticas que favorecen su desarrollo, así como 

también al crecimiento poblacional que conlleva a asentamientos humanos en espacios 

donde normalmente se distribuyen este tipo de protozoarios. Durante una infección por 

este tipo de microorganismos principalmente se afecta el sistema nervioso central (SNC) 

y otros órganos como la piel, los pulmones y ojos [5]. 

Desde el reconocimiento de Naegleria fowleri, como agente causal de la 

meningoencefalitis  amibiana primaria (MAP) se han realizado numerosos estudios in 

vitro e in vivo para comprender los mecanismos de patogenicidad e invasión de este 

protozoario [6, 7]. La MAP es una infección aguda que en la mayoría de los casos afecta 

a niños y adultos jóvenes aparentemente sanos [5, 8]. La infección es generalmente 

asociada a la exposición a cuerpos de agua contaminados con el protozoario como son: 

estanques, lagos, canales de riego o albercas mal cloradas e incluso existen reportes de 

infecciones con el agua de uso doméstico y prácticas religiosas como la ablución. 

Desafortunadamente la mayoría de los casos de MAP culminan con la muerte de los 

individuos entre el tercero y décimo días posteriores a la aparición de los primeros 

síntomas [9, 10]. 
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1.1 Taxonomía y distribución 
 

Recientes clasificaciones con marcadores moleculares y características taxonómicas 

ubican a este protozoario dentro del phylum Percolozoa [1, 2]. Sin embargo, 

recientemente se ha logrado secuenciar el genoma completo de Naegleria gruberi, por lo 

cual es muy probable una re-estructuración sistemática y taxonómica de este género [3, 

4]. El género Naegleria tiene una distribución cosmopolita [2, 5, 6], se le encuentra tanto 

en climas tropicales o subtropicales y se le aisla del suelo, lagos, albercas mal cloradas, 

suministros de agua doméstica y aguas residuales [6, 7]. El lavado de los suelos por la 

lluvia favorece la distribución de las amibas a los diversos tipos de cuerpos de agua. La 

distribución vertical de este protozoario se ha correlacionado con parámetros físicos, 

químicos y biológicos. En cuanto a los factores biológicos se refiere, estudios realizados 

por Kyle y Noblet (1985) encontraron relación directa entre el número de amibas en las 

capas de agua con la cantidad de cianobacterias y otras eubacterias presentes, por lo que 

se sugiere que estos microorganismos pueden servirles como fuente de alimento [5]. Por 

otro lado, se han aislado un mayor número de amibas en estratos con altos índices de 

hierro y manganeso. Así mismo, N. fowleri tiene la capacidad de crecer en ambientes 

con un amplio rango de pH [5, 8]. Los intervalos de temperatura parece ser un factor 

importante en su distribución, aunque se han aislado amibas patógenas en agua dulce a 

10°C y del suelo a 8°C. Sin embargo, N. fowleri han sido aisladas de aguas con 

temperaturas elevadas principalmente (de hasta 45°C). Se ha observado que la 

temperatura es un factor importante que favorece el aumento poblacional ya que a 

diferencia de otros microrganismos donde la temperatura impacta negativamente la 

densidad poblacional; en el caso de N. fowleri se favorece la colonización debido a que 

se elimina la competencia con otros microbios. En estudios de ecología de poblaciones 

en México, se ha reportado que el número de amibas aumenta notablemente durante los 

meses más cálidos del año, los cuales son de junio a septiembre, esto para el caso del 

estado de Sonora, donde se reportó por el método del “número más probable” (NMP) 

que la máxima concentración fue de 201 amibas NMP/L y una mínima de 18 NMP/L 

[9]. La cantidad de trofozoítos de N. fowleri en los cuerpos de agua tiene una 

implicación directa con el riesgo para adquirir la infección.  
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1.2 Morfología y ciclo de vida de N. fowleri 
 

En el género Naegleria se conocen tres estadios diferentes: el trofozoíto, el flagelado y 

el quiste (Fig 1). Los trofozoítos miden de 15 a 25 μm y son la forma vegetativa en su 

ciclo de vida; en esta fase el microorganismo puede llevar a cabo sus funciones 

metabólicas, así como también es capaz de realizar la división celular. Los aislados 

cultivados en laboratorio son muy activos y presentan la morfología pleomorfica típica 

amibiana. Su desplazamiento y adherencia están asociados a las proyecciones 

citoplasmáticas conocidas como lobópodos [10-12]. Además, presentan otras 

proyecciones citoplasmáticas conocidas como copas alimenticias las cuales están 

asociadas a su capacidad fagocítica [13, 14]. A nivel ultraestructural, los trofozoítos 

presentan las características típicas de las células eucariontes [15, 16], incluso 

recientemente se han aislado los centriolos o cuerpos basales en N. fowleri [17]. La 

membrana plasmática es de aproximadamente 10 nm de espesor y el citoplasma contiene 

retículo endoplásmico liso y un gran número de ribosomas libres o asociados al retículo 

endoplásmico rugoso. Se tiene descrito un complejo de membranas y vesículas el cual es 

un análogo del aparato de Golgi, Por microscopía de luz se pueden observar abundantes 

vacuolas de diferentes tamaños y numerosas mitocondrias en diversas formas. La 

presencia de lisosomas fue determinada por medio de tinción para fosfatasas ácidas [18]. 

El núcleo es prominente con respecto al tamaño celular y contiene un nucléolo muy 

evidente, la envoltura nuclear es típica a la de los demás eucariontes, presenta una doble 

membrana y gran cantidad de poros; mientras que la membrana nuclear externa se 

encuentra asociada a ribosomas. La división de los trofozoítos de N. fowleri es de tipo 

pro-mitótica, donde la membrana nuclear y el nucléolo permanecen intactos durante la 

cariocinesis [19-21]. El trofozoíto cuando censa un déficit de nutrientes en el medio o 

bien las condiciones de salinidad o de pH varían, sufre un cambio tanto morfológico 

como funcional, dando lugar a la fase de flagelado. Esta condición puede ser inducida en 

el laboratorio, colocando a los trofozoítos en solución salina isotónica o agua destilada 

estéril [22]. La diferenciación a flagelado involucra cambios morfológicos importantes 

transformándose de la forma pleomórfica del trofozoíto a una forma de pera con un par o 

más flagelos en un polo distal. El aparato flagelar maduro por lo general consiste de dos 
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flagelos, dos cuerpos basales y microtúbulos. Estos flagelos presentan la disposición 

típica de 9 + 2 y están rodeados de una lámina continua de membrana plasmática [17, 

23]. La fase de flagelado es reversible cuando las condiciones son favorables. Se sabe 

que el flagelado de N. fowleri no es capaz de dividirse o alimentarse. Por otra parte, se 

ha observado que los trofozoítos de N. fowleri mantenidos por largos periodos en 

cultivos axénicos pierden la capacidad de flagelarse y esta propiedad no puede 

recuperarse por ningún método conocido a la fecha [20].  

 

Fig. 1. Ciclo de vida del genero Naegleria fowleri  

 

Finalmente, la fase de resistencia o quiste se induce cuando las condiciones ambientales 

son adversas, como la desecación, la ausencia extrema de nutrientes, la acumulación de 

productos de desecho, la ausencia de oxígeno, cambios de pH, alta salinidad e incluso 

por sobrepoblación [15, 24]. El proceso de enquistamiento comienza con la expulsión de 

agua, la reorganización de su citoplasma y la síntesis de una doble pared celular [25]. El 

quiste está compuesto de una doble membrana de aproximadamente 20 nm de espesor y 

se considera que está formada principalmente por mucopolisacáridos y celulosa [26]. 

Esta pared celular presenta poros sellados por una delgada capa mucoide. Se ha 

observado que las características morfológicas del quiste cambian en relación a las 

condiciones del cultivo. Esta situación fue una causa importante para eliminar la 

taxonomía tradicional para clasificar al tipo de Naegleria por la morfología de la pared 

quística. Durante las etapas tempranas de enquistamiento, las mitocondrias se alargan y 

las cisternas del retículo endoplásmico se ensanchan. El material de la pared celular del 

quiste es sintetizado y empaquetado por el retículo endoplásmico rugoso. Durante el 
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desenquistamiento de N. fowleri, la pared del quiste permanece intacta y el trofozoíto 

emerge a través de los poros [25, 27, 28]. El quiste vuelve a su forma vegetativa cuando 

las condiciones del ambiente favorecen el desenquistamiento. Se ha observado 

experimentalmente que tanto el trofozoíto como el flagelado son las fases infectivas en 

la MAP [29], aunque no se descarta que el quiste también pueda penetrar por la vía nasal 

y diferenciarse rápidamente a trofozoíto [30]; sin embargo, en las piezas post-mortem 

humanas de cerebro sólo se ha encontrado la fase trófica. 

 

 1.3 Epidemiología  
 

Las infecciones en el sistema nervioso central (SNC) son la segunda causa de morbilidad 

y mortalidad a nivel mundial, solo después de la infección con VIH [31]. La búsqueda 

de medidas apropiadas de control de las infecciones al SNC requiere de la comprensión 

y entendimiento de los mecanismos de respuesta del hospedero según el órgano 

infectado. Los reportes de infecciones del SNC por N. fowleri se han documentados y el 

número de casos sigue en aumento. La amplia distribución de estos microorganismos 

presentes en cualquier cuerpo de agua con una alta cantidad de materia orgánica, así 

como parques acuáticos recreativos mal clorados son un riesgo potencial de infección.  

Hasta el momento se tienen reportados alrededor de 300 casos de MAP en todo el 

mundo, de los cuales la mayoría se han presentado en Norte América [2, 6, 32, 33]. El 

Centro de Control de enfermedades de Atlanta (CDC), EUA, reporta de 4 a 6 casos 

anuales de MAP. La adquisición de la MAP como ya se mencionó está asociada a la 

actividad acuática en cuerpos donde el protozoario está presente. N. fowleri entra por las 

fosas nasales y viaja a través del neuroepitelio olfatorio hasta alcanzar el SNC [30, 34, 

35]. Sin embargo, la incidencia de la MAP es baja, considerando el número de personas 

que realizan actividades acuáticas en ríos y lagos en donde se encuentra presente N. 

fowleri. Cabanes et al  (2001), construyeron un modelo matemático para calcular el 

riesgo de infección por N. fowleri; y se determinó un riesgo máximo de 10 trofozoítos de 

N. fowleri/l de agua [36]; con este estudio los autores determinaron que el número de 

trofozoítos presentes en los cuerpos de agua puede ser un factor importante en la 

incidencia de MAP. Sin embargo, pudieran existir otros factores (i.e genéticos, 
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infecciosos, deficiencias o alteraciones en el sistema inmune, etc.) que predispongan a 

una invasión por este patógeno. 

México no es la excepción en casos de MAP dadas las condiciones geográficas y 

climáticas, así como también las condiciones socioeconómicas y el mal cuidado de las 

reservas de la biosfera. En nuestro país el primer reporte oficial de la MAP se realizó en 

1978 el cual se presentó en un joven de 16 años de edad, el cual remitió como historial 

clínico el antecedente de haber nadado en canales de riego del valle de Mexicali, Baja 

California. Este caso fue publicado en 1984 [37] y desde entonces los casos de MAP han 

aumentado y hasta el momento se tienen al menos 35 casos bien documentados de MAP, 

incluyendo dos sobrevivientes. Cabe mencionar que más del 80% de los casos en 

México están referidos a los estados de Baja California y Sonora [38-41]. En esta última 

entidad federativa, en la zona del Valle del Yaqui se encuentra el último caso de un 

sobreviviente de la MAP reportado en el mes de abril del 2003. Así mismo, en esta 

región del norte del país se tiene el reporte del último caso fatal ocurrido en el mes de 

julio del 2008. Debido a la alta incidencia de casos de MAP, los estados antes 

mencionados han implementado cada temporada de verano el Sistema de Vigilancia 

Epidemiológica para el control de la MAP [42]. Desafortunadamente en la actualidad no 

se cuentan con estudios epidemiológicos y por ello no existe un registro exacto de casos 

de MAP que se presentan en todo el país. 

Es muy importante remarcar que la incidencia real de esta enfermedad se encuentra 

subvalorada debido al desconocimiento por parte de la comunidad médica de este 

patógeno, ya que no indican la realización de pruebas de diagnóstico específicas para 

discriminar entre casos de meningitis bacteriana, viral o causadas por N. fowleri [2, 43].  

 

1.4 Diagnóstico y cuadro clínico 
 

El periodo de incubación dura de tres a siete días y los síntomas de la enfermedad 

comienzan uno o dos días después de la exposición al agua contaminada. Los pacientes 

acuden al médico por un dolor de cabeza intenso y persistente, principalmente localizado 

en la zona frontal. Este malestar puede estar acompañado de fiebre (38-40°C), 

distorsiones en la percepción del sabor y olor, somnolencia, confusión, fotosensibilidad, 

fiebre, vómito en proyectil y rigidez de cuello [44]. En ocasiones pueden presentarse 
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crisis convulsivas y algunos síntomas de compromiso respiratorio. Todo este cuadro 

puede llegar incluso a un estado de coma profundo y en el 90% de los casos a la muerte 

[31]. La muerte puede ocurrir entre el tercero y el décimo día después de la aparición de 

los síntomas [45]. El diagnóstico clínico suele confundirse con la sintomatología de otro 

tipo de meningitis (viral, bacteriana o por hongos), lo cual puede retardar el 

reconocimiento de la enfermedad. Una aparente meningoencefalitis asociada a una 

historia reciente de natación debe alertar a los médicos de una posible MAP. Por ello es 

recomendable realizar un análisis microscópico de líquido cefalorraquídeo (LCR) en 

fresco. En el LCR se debe buscar la presencia de trofozoítos móviles con emisión de 

pseudópodos digitiformes. Para discriminar entre N. fowleri y células del hospedero 

(macrófagos) o de otras amibas como el caso de Entamoeba histolytica, se puede 

realizar la prueba de enflagelación la cual consiste en colocar una muestra de sedimento 

de LCR e incubarla en solución salina isotónica durante 2 h a 37°C; después del tiempo 

de incubación se debe buscar la presencia de organismos piriformes flagelados muy 

activos [43]. El diagnóstico se puede corroborar mediante inmunodetección o con 

técnicas de biología molecular, si se cuentan con las sondas específicas para realizar 

diferentes tipos de PCR. El cultivo del LCR y la prueba de virulencia en el ratón pueden 

ser confirmatorios para el diagnóstico. A pesar de que las instituciones públicas de salud 

del país no cuenten con equipos para un diagnóstico oportuno, el conocimiento y 

divulgación de esta patología, permitirá tomar las consideraciones pertinentes para 

ofrecer un diagnóstico sensible, específico y económico para el manejo oportuno de la 

enfermedad que pueda evitar la muerte de los pacientes. 

 

 1.5 Tratamiento  
 

Una vez diagnosticada la MAP, debe comenzarse inmediatamente el tratamiento dada la 

evolución aguda de esta enfermedad. Como agente terapéutico empleado contra la MAP 

se utiliza la amfotericina B. Aunque el tratamiento no es específico contra el 

protozoario, es el fármaco que ha mostrado eficiencia clínica solo o en combinación con 

otros fármacos en los 15 casos de recuperación reportados a nivel mundial [46]. Es 

importante mencionar que en estos pacientes el diagnóstico y el tratamiento fueron 

oportunos. Algunas de las drogas que se han utilizado en combinación con amfotericina 
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B son: rifampicina, azitromicina, miltefosina, cloropromacina y/o roquitamicina [46]. El 

mecanismo de acción de la amfotericina B radica en su capacidad de alterar las 

membranas celulares, por su gran afinidad al ergosterol, tanto de hongos como de 

células eucariontes, lo cual provoca la pérdida de iones potasio y de otros contenidos 

celulares. Estudios in vitro demostraron que este fármaco provoca en los trofozoítos de 

N. fowleri, alteraciones en la morfología nuclear, alteraciones en la membrana 

citoplásmica y del retículo endoplásmico liso y rugoso, así como disminución en el 

número de vacuolas [47]. Este fármaco ha demostrado gran eficacia; sin embargo, no en 

todos los casos ha sido exitoso, así como también se conoce su efecto nefrotóxico. Por 

otra parte, se ha propuesto el uso de azitromicina para el tratamiento de la MAP [48], 

mostrando una eficacia del 100% de protección en la MAP experimental en el modelo 

murino  (a dosis de 75mg/kg/día), en comparación con la amfotericina B que sólo 

protege al 50% (a dosis de 7.5mg/kg/día). Así mismo, otros fármacos que han mostrado 

actividad amebicida son la miltefosina, cloropromacina y roquitamicina, presentando 

una sobrevivencia de 55%, 75% y 80%, respectivamente en comparación a la 

amfotericina B de solo 40% utilizando el modelo murino, además de que estos fármacos 

no presentan citótoxicidad en el modelo animal [49]. Recientemente también se ha 

reportado el uso de otro fármaco denominado corifungin, el cual ha mostrado que tiene 

gran capacidad amebicida ya que muestra un 100% de  sobrevivencia de los ratones 

instilados con N. fowleri [50].  

2. RESPUESTA DEL HOSPEDERO 

2.1 Respuesta humoral 
 

La respuesta humoral no es una respuesta inmediata ante una infección por N. fowleri, 

considerando que el desarrollo de esta patología es aguda y fulminante en el 90% de los 

casos y que tiene una evolución de entre 3 y 10 días, por lo cual la generación de 

anticuerpos por parte de hospedero pudiera no ser efectiva. Sin embargo, existen 

reportes del posible papel protector de los anticuerpos de la clase IgA e IgM. En el año 

2001 Rivera et al, determinaron la presencia de estos anticuerpos en saliva y suero en 

individuos residentes en zonas endémicas de este patógeno y que padecían enfermedades 

del tracto respiratorio superior, los compararon con muestras de individuos sanos de la 
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misma zona, así como también con individuos sanos de una región no endémica. Los 

autores demostraron en muestras de saliva y suero de pacientes con enfermedades del 

tracto respiratorio superior, la presencia de anticuerpos que reconocen antígenos de N. 

fowleri. Los autores sugieren que esto podría ser el resultado del transporte activo de los 

anticuerpos a través de las células epiteliales o a través de trasudación por los capilares 

dañados y que la presencia de estos anticuerpos puede deberse a una inmunización 

específica o por la infección con otros antígenos de amibas, como es el caso de E. 

histolytica que producen reacción cruzada [51]. Algunos estudios demuestran el posible 

papel de la inmunidad humoral en la protección contra la MAP y que esta protección sea 

dada a través de la inmovilización de las amibas, evitando su rápida migración hacia el 

cerebro, facilitando la lisis mediada por complemento y neutralizando moléculas 

citotóxicas de la amiba [43]. Se ha sugerido que la presencia de anticuerpos específicos 

contra N. fowleri se debe a contactos previos con las amibas u otros antígenos de 

reacción cruzada y que estos contactos previos son los responsables de tener un efecto 

protector para infecciones subsecuentes evitando la invasión al SNC [51]. Por el 

contrario, existen estudios de inmunidad pasiva con sueros inmunes de la clase IgG y 

además con un anticuerpo monoclonal α‐N. fowleri, con estos estudios los autores 

demostraron que los anticuerpos por sí solos son incapaces de conferir protección 

efectiva en contra de un reto letal con trofozoítos de N. fowleri [52].  Shibayama et al 

(2003), demostraron que los trofozoítos de N. fowleri son capaces de realizar “capping”, 

internalización y degradación de anticuerpos, por lo que la inmunidad humoral por sí 

misma no sería un factor importante en la resistencia a la infección por N. fowleri [53]. 

El modelo de la MAP experimental, ha sido utilizado para determinar el efecto de la 

inmunización a través de la administración repetida con amibas fijadas, extractos 

amibianos, medio condicionado y dosis sub-letales de amibas vivas. En todos estos 

esquemas de inmunización se observa una marcada respuesta humoral; sin embargo, 

sólo se produce una modesta protección contra retos subsecuentes con trofozoítos de N. 

fowleri [54]. En resumen, el conjunto de resultados de estudios con humanos y con 

animales de laboratorio sugiere que la inmunidad humoral puede participar, pero de 

manera muy limitada en la MAP; sin embargo, no es la principal línea de defensa en 

contra de N. fowleri. 
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2.2 Respuesta celular 

 

Con la finalidad de evaluar la respuesta celular se ha valorado la migración de 

macrófagos no activados. Sin embargo, Reilly et al  (1983), concluyeron que la 

inmunidad celular no tiene un impacto relevante en la defensa contra N. fowleri, los 

autores demostraron que el dietilestilbestrol, que abate la hipersensibilidad de tipo 

retardada, no altera la resistencia a N. fowleri en ratones B6C3F1 [54]. Además, 

Newsome y Arnold (1985) demostraron que ratones congénitamente atímicos y ratones 

normales, son igualmente susceptibles a la infección por N. fowleri, lo que sugiere que la 

inmunidad celular no juega un papel importante en la resistencia a infecciones por N. 

fowleri [55]. 

 

2.3 Inmunidad innata 
 

El acceso de esta amiba hacia su hospedero es a través de la mucosa nasal, por este 

motivo, el papel de las barreras que constituyen la inmunidad innata deben ejercer, un 

papel fundamental en el control de la invasión por N. fowleri. La eficiencia de estas 

barreras podría explicar la baja incidencia de MAP en la población. El reconocimiento 

de moléculas de superficie por parte de las células epiteliales, la barrera física 

proporcionada por las uniones celulares [56] y las mucosas son los primeros 

mecanismos de defensa por parte del huésped; se conoce que en las etapas tempranas de 

la infección, el moco permite la eliminación de trofozoítos de N. fowleri [57, 58]. Sin 

embargo, se ha observado en el modelo murino, que la producción de moco es 

insuficiente para evitar la invasión de los trofozoítos al neuroepitelio olfatorio y la 

posterior invasión al SNC, ya que se ha reportado que N. fowleri posee  una mucinasa de 

37 kDa que es capaz de degradar el moco [59]. Por otra parte, los péptidos 

antimicrobianos como las defensinas producidas por las células del tracto respiratorio, 

podrían también estar implicadas en la protección contra N. fowleri [60]. 

En cuanto al sistema del complemento, se conoce que se activa la vía alterna del 

complemento [61]. En otro estudio se demostró que las cepas de N. fowleri de elevada 
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virulencia presentan una mayor resistencia a la lisis por el complemento en comparación 

con trofozoítos de la cepa no patógena N. gruberi [62]. Aparentemente esta resistencia 

es regulada por mecanismos dependientes de Ca
2+ 

[63]. La glicoproteína CD59 cuya 

función es la de inhibir la formación del complejo de ataque de membrana, como 

mecanismo regulador intrínseco de varias estirpes celulares, recientemente fue 

caracterizada en los trofozoítos de N. fowleri  [64]. En lo que concierne a los 

macrófagos, se sabe que cuando son activados inespecíficamente por diferentes 

inmunomoduladores como el bacilo de Calmétte-Guérin (BCG), son capaces de destruir 

a los trofozoítos de N. fowleri a través de un proceso dependiente de contacto, así como 

también por la secreción de factores citolíticos solubles [65]. Ferrante et al (1988) 

observaron que en ratones carentes de neutrófilos se desarrollaban lesiones cerebrales 

más extensas y con una mayor mortalidad después de un reto con N. fowleri. Así mismo, 

demostraron que los neutrófilos estimulados con TNF-α, tienen la capacidad de destruir 

a trofozoítos de N. fowleri, previamente opsonizados con anticuerpos o proteínas del 

complemento. En resumen, se sabe que todos estos mecanismos de defensa en conjunto 

participan activamente en la protección contra N. fowleri, así como de otros 

microorganismos patógenos. Cabe mencionar que estos estudios básicamente se han 

realizado en sistemas in vitro en el modelo murino. 

3. MECANISMOS DE PATOGENICIDAD 

Durante una infección por N. fowleri se sabe que el protozoario despliega diversos 

mecanismos de patogenicidad para lograr su invasión e instalación en el SNC. El primer 

mecanismo que se requiere es la adhesión a la célula blanco. Se han descrito algunas 

proteínas de adhesión como son: la proteína de 60 kDa que es capaz de unirse 

fuertemente a la fibronectina [66], más recientemente se ha descrito que N. fowleri, 

posee una expresión diferencial de proteínas que tienen afinidad a colágeno-I, 

fibronectina y laminina-I en comparación con cepas no patógenas [67]. También se ha 

reportado la presencia de glicoconjugados de manosa y fucosa presentes en los 

trofozoítos de N. fowleri los cuales también fueron identificados en la amiba no 

patógena N. gruberi pero en menor proporción. Adicionalmente, se determinó que estos 

glicoconjugados participan en la adhesión de los trofozoítos a células epiteliales 
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(MDCK) [68]. Otro mecanismo con el que cuenta este protozoario para poder invadir el 

neuroepitelio olfatorio y así acceder al SNC es la locomoción ameboidea la cual le 

permite migrar entre los tejidos del hospedero [69, 70]. Por otro lado, Serrano-Luna et al 

(2007) caracterizaron las proteasas presentes en N. fowleri y determinaron que la 

actividad proteolítica se lleva a cabo principalmente por cisteína proteasas. Así mismo, 

el grupo de trabajo determinó que las condiciones óptimas para la actividad de estas 

proteasas correlacionan con las condiciones fisiológicas de los mamíferos como pH de 7 

y temperatura de 37°C [71]. Además, en un modelo in vitro se ha sugerido que estas 

proteasas son capaces de causar alteraciones en las uniones estrechas de los epitelios lo 

que permitiría a la amiba migrar hasta los bulbos olfatorios [56]. Por otro lado, se han 

reportado proteínas formadoras de poro denominadas naeglerioporos A y B, las cuales 

muestran una elevada citotoxicidad en células humanas [72]. Hysmith et al (1982) 

reportaron en estudios in vitro que N. fowleri también posee niveles elevados de 

fosfolipasa A y de lisofosfolipasa en comparación con las especies no patógenas [73, 

74]. Recientemente se han podido identificar genes relacionados con la virulencia de N. 

fowleri como nfa1 [75]; se determinó que este gen codifica para una proteína que se 

localiza sobre la membrana y en las bocas fagocíticas de las amibas y que la expresión 

aumenta hasta un 60% cuando los trofozoítos se ponen en contacto con células CHO 

[76]. Otros mecanismos de patogenicidad involucrados son la fagocitosis [13, 28], la 

lisis contacto dependiente [65],  la identificación de la proteína de choque térmico 

HSP70 [77, 78], la formación de casquete en la membrana plasmática como un posible 

mecanismo de evasión de las defensas del hospedero [53] y la estimulación de la 

producción de óxido nítrico [79]. Otra proteasa que ha sido descrita más recientemente y 

que presenta actividad mucinolítica es la denominada mucinasa de 37 kDa [59]. 

4. PROTEASAS 

Las enzimas que degradan proteínas mediante hidrólisis de los enlaces peptídicos se 

denominan proteasas. La nomenclatura actual de las enzimas proteolíticas establece que 

el término proteasa es sinónimo de peptidasa, la forma corta de la expresión “hidrolasa 

de enlace peptídico”. Se denominan proteinasa o endoproteinasa a las proteasas que 

catalizan la ruptura de enlaces peptídicos internos de las proteínas y a las proteasas que 
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catalizan la ruptura de uno o dos enlaces peptídicos de aminoácidos de los extremos, se 

les llama exopeptidasa de acuerdo al extremo de la molécula que rompe [80]. Las 

hidrolasas, proteasas o peptidasas catalizan el rompimiento de enlaces peptídicos en 

proteínas macromoleculares y en péptidos oligoméricos. Las proteasas han sido 

identificadas en sistemas biológicos desde virus hasta vertebrados. Los proyectos de 

secuenciación de genomas han llegado a determinar que un 2% de los genes de un 

organismo codifican para proteasas y que son expresados con poca variación entre 

especies  [81]. Las proteasas varían desde monómeros de 10 kDa a complejos 

multiméricos de varios cientos de kilodaltones (kDa). La catálisis puede ser iniciada 

dentro de una cadena polipeptídica (endoproteasa) o bien desde los extremos amino o 

carboxilo (exopeptidasas). 

La mayoría de las proteasas son exopeptidasas que cortan uno o unos cuantos 

aminoácidos del extremo amino o carboxilo terminal. Las exopeptidasas que actúan en 

el amino terminal liberan un solo residuo de aminoácidos (aminopeptidasas) o un 

dipéptido o tripéptido (dipeptidil-peptidasas y tripeptidil-peptidasas). Las que actúan en 

el extremo carboxilo terminal liberan un solo residuo (carboxipeptidasas) o un dipéptido 

(peptidil-dipeptidasas). Otras exopeptidasas son específicas para dipéptidos o eliminan 

residuos terminales que son sustituidos, ciclados o unidos por puentes isopeptídicos [82]. 

 

4.1 Tipos de proteasas 

 

Las endopeptidasas o proteinasas actúan internamente en las cadenas de los polipéptidos 

y son clasificadas con base al mecanismo catalítico usado durante el proceso hidrolítico. 

Dentro de esta clasificación se encuentran las serína proteasas (una serina en el sitio 

activo), metaloproteasas (un ion metal en el sitio activo), cisteína proteasas (una cisteína 

en el sitio activo) y aspartato proteasas (dos ácidos aspárticos en el sitio activo) [81].  

 

4.2 Clasificación de las cisteína-proteasas 

 

Las cisteína proteinasas requieren un residuo cisteína esencial en el sitio activo para la 

hidrólisis. Los aminoácidos alrededor de la cisteína del sitio activo (Cis 25 en la 
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papaína) y de la histidina (His-159 en la papaína) son importantes en el mecanismo 

catalítico [81]. 

El grupo tiol es definido como centro nucleofílico debido a la cercanía de una histidina 

del sitio activo la cual actúa como base general donadora de protones. El grupo 

sulfhidrílo o -SH de una cisteína y el imidazol de una histidina, dan origen a una díada 

liberadora de carga tiolato-imidazol. Frecuentemente una asparagina y una glutamina 

altamente conservadas forman el hueco oxianión, un elemento crucial en la formación de 

un centro electrofílico para estabilizar al intermediario durante la hidrólisis [80]. Los dos 

grupos ionizables de la díada tiolato-imidazol permite un amplio rango de pH en la 

actividad enzimática, consistente con un pKa de cisteína alrededor de 4 y un pKa de 

ionización de histidina de alrededor de 8.5. La carga se libera al sistema y es estabilizada 

por el ambiente químico del sitio activo. Para poder realizar la hidrólisis de las uniones 

peptídicas, una proteasa debe unir la proteína al sustrato peptídico en su sitio activo. La 

eficiencia de unión es una función tanto de los ambientes químicos respectivos que los 

sub-sitios crean, como de la naturaleza química del péptido que interactúa directamente 

con el surco del sitio activo. [80]. Los factores que afectan las interacciones incluyen: 

tamaño, polaridad, carga, hidrofobicidad y accesibilidad. Aunque una sola unión 

peptídica sea rota durante la catálisis, varios aminoácidos de ambos lados del sitio de 

rompimiento son importantes en la especificidad de la enzima. Las secuencias que 

flanquean el sitio activo de cisteína e histidina son altamente conservadas y éstas han 

sido utilizadas para clasificar a las proteasas y clonar genes ortólogos mediante genética 

inversa. Las cisteína proteasas se encuentran en bacterias, microorganismos eucarióticos, 

plantas y animales y están representadas por tres superfamilias evolutivamente 

relacionadas, que son: a) la familia de la papaína de Carica papaya, b) la familia de la 

proteinasa de Streptococcus pneumoniae y c) la proteinasa de Clostridium histolytica. La 

superfamilia más amplia es la papaína e incluye a las cisteína proteasas de plantas 

superiores y las catepsinas B, L, H y S de los lisosomas de las células de mamífero [83]. 

Estas enzimas se inhiben por agentes bloqueadores del grupo tiol, como el p-

hidroximercuribenzoato (pHMB) y por agentes alquilantes como el iodoacetato, la 

iodoacetamida y la N-etilmaleimida (NEM) y se activan por reactivos que generan 
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grupos tiol a partir de puentes disulfuro, tales como el β-mercaptoetanol y el ditiotreitol 

(DTT) [83, 84]. 

 

4.3 Proteasas en protozoarios 

 

En los organismos patógenos se ha demostrado que la acción de proteasas juega un 

papel directo en la patogénesis de la enfermedad. Tal es el caso de la serina proteasa de 

secreción presente en Schistosoma mansoni [85]. La secreción de una elastasa en 

Entomophtora coronata la cual se determinó que se sintetizaba solo en contacto con un 

hospedero (humano) pero no en condiciones naturales [86]. Así mismo, dentro de las 

primeras identificaciones de la participación de las proteasas en las enfermedades en el 

humano fue el estudio de las proteasas de Candida albicans y Pseudomonas aeruginosa 

[87, 88].  

Se han logrado obtener algunos avances en el combate de las enfermedades infecciosas, 

pero las infecciones con parásitos protozoarios continúan impactando tanto económica 

como socialmente a la humanidad, principalmente en las regiones tropicales y 

subtropicales. La identificación y caracterización de los procesos mediados por proteasas 

en los protozoarios parásitos ha avanzado de forma notable.  Se ha observado que en 

estos organismos las proteasas llevan a cabo funciones constitutivas que son comunes en 

los eucariotas, así como también se han vislumbrado funciones altamente específicas en 

los ciclos de vida de los parásitos. Las proteasas de una variedad de protozoarios han 

sido caracterizadas a nivel tanto celular como molecular y varios de los papeles que 

desempeñan estas proteasas han sido estudiados con mayor profundidad. Dentro de los 

diversos papeles en los que participan estas proteasas son: invasión a células del huésped 

e invasión a los tejidos, tienen una influencia en los procesos de enquistamiento y 

desenquistamiento, catabolismo en la toma de nutrientes, diferenciación y división 

celular, citoadherencia, estimulación y evasión de la respuesta inmune, entre otros [89]. 

En el caso del género Plasmodium falciparum se conoce que los parásitos utilizan a las 

serina proteasas (PFSUB-1 y 2) para poder infectar las células del huésped, estas 

proteasas son expresadas en la fase de esquizonte y merozoíto, así como también 

emplean las serina proteasas denominadas P76/P68, las cuales son liberadas a través de 

la vía PKC, participando  en los procesos de invasión [90, 91].      
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En el caso de la tripanosomiasis americana la generación de variaciones en el Ca
2+

 

intracelular son reguladas por la secreción de la oligopeptidasa B (OPB) [92]. La OBP es 

un factor soluble cuya constitución pertenece al tipo de las serina proteasas. 

Adicionalmente, en este protozoario se reportó la proteasa de 80 kDa (TC 80 kDa) la 

cual tiene actividad proteolítica sobre colágena tipo I y IV y se ha vinculado con la 

capacidad de invasión aunque no ha sido del todo sustentado [89]. 

En el caso de protozoarios extracelulares como Giardia spp se ha determinado que la 

inhibición de las cisteína proteasas participan activamente en los procesos de 

enquistamiento y desenquistamiento [93]. Adicionalmente, en G. lamblia fue aislada y 

purificada la cisteína proteasa 2 (CP2) y el análisis filogenético las colocó en el grupo de 

las catepsinas B [94]. Recientemente se ha observado que la liberación de proteasas 

participan en los fenómenos de apoptosis y en la desestabilización de las uniones 

estrechas, por medio de la degradación de las proteínas ZO-1, ocludina, y de miembros 

de la familia de las claudinas [95]. En enfermedades de transmisión sexual como 

Trichomonas vaginalis la secreción de proteasas ha sido vinculada con los fenómenos de 

citoadherencia. En T. vaginalis se han determinado alrededor de 440 genes que codifican 

para proteasas, algunas de las cuales están a nivel de membrana o bien son secretadas 

por el protozoario, algunas de ellas han sido aisladas, caracterizadas y secuenciadas dada 

su importancia en esta parasitosis [96]. En la amibiasis intestinal humana causada por E, 

histolytica y durante los procesos de colonización, invasión y migración a otros órganos 

(hígado, pulmón y cerebro) los trofozoítos despliegan diversos mecanismos de 

patogenicidad, dentro de ellos el más importante es la secreción de productos altamente 

proteolíticos que dañan los tejidos, así E. histolytica posee alrededor de 50 genes que 

codifican para cisteína proteasas  [85]; algunas de estas proteasas se ha demostrado que 

presentan un elevado poder citolítico debido a la actividad de la EhCP5 y EhCP2 [97]. 

También se ha demostrado que algunas de estas proteasas son secretadas y otras se 

presentan a nivel de la membrana celular (EhCP112) [96, 98]. El estudio de estas 

proteasas en E. histolytica es un campo muy activo ya que se busca continuamente la 

síntesis de fármacos para su inhibición con la finalidad de tener un fármaco mejor 

dirigido contra el parásito [96]. 
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En el caso del grupo de las amibas de vida libre como es el género Acanthamoeba se han 

realizado estudios in vitro e in vivo y se determinó que los trofozoítos poseen enzimas 

altamente hidrolíticas, como son: colagenasas, elastasa, fosfolipasas, serina proteasas, 

cisteína proteasas y metaloproteasas las cuales participan durante los procesos de 

invasión al hospedero [96]. Finalmente, en el género Naegleria el cual es de nuestro 

interés se ha reportado la presencia de adhesinas, proteínas formadoras de poros, 

fosfolipasas, efecto de lisis dependiente de contacto, elastasas y la secreción de proteasas 

durante su invasión al SNC. Aldape  et al  (1994), realizaron la purificación parcial de 

una proteasa de 30 kDa con dos isoformas, la actividad de éstas fue inhibida con el 

inhibidor de cisteína proteasas E-64 observándose la inhibición de la degradación de 

colágena y elastina [99]. En el año 2007 Serrano-Luna et al, describieron la actividad 

proteolítica de N. fowleri y de la especie no patógena N. gruberi. Se demostró que ambas 

especies presentan principalmente cisteína proteasas de secreción capaces de degradar 

Azocoll y que estas proteasas tienen una actividad óptima a pH de 7 y a 37°C [71].  

Cervantes-Sandoval et al (2008) reportaron la presencia de una proteasa tipo cisteína de 

37 kDa capaz de degradar mucina bovina [59]. Finalmente, Kim et al  (2009), analizaron 

las proteínas de secreción y excreción de N. fowleri y su relación con la patogenicidad, 

se identificaron seis proteínas con pesos de 58, 40, 24, 21, 18 y 16 kDa las cuales fueron 

secuenciadas y comparadas en las bases de datos, arrojando proteínas tipo catepsinas B 

principalmente, aunque también se identificaron peroxirredoxinas y lipasas [100]. Sin 

embargo, a la fecha solo pocas proteasas se han caracterizado y estudiado a  profundidad 

en este género. 

5. MUCINAS Y MUCINASAS 

5.1 Mucinas en vías aéreas superiores 

 

La principal función de las mucinas, entre otras, es atrapar a microorganismos y 

partículas e impedir que alcancen las células del epitelio, para eventualmente ser 

expulsados. El gel mucoso y el epitelio ciliado junto con el estornudo, son esenciales 

para el mantenimiento de la esterilidad de los tejidos del aparato respiratorio superior. El 

principal componente de esta capa mucosa son las mucinas. Estas moléculas son 

glicoproteínas complejas que pueden alcanzar varias micras de longitud una vez que se 
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polimerizan [101], estas son codificadas por un grupo variable de genes conocido como 

genes muc [102]. Existen dos tipos diferentes de mucinas, aquellas que se encuentran 

asociadas a la membrana celular y son monoméricas y aquellas que son secretadas y 

cuando se polimerizan forman un gel denso. La estructura bioquímica de estas moléculas 

consta de una parte central protéica, constituida por un número variable de repetidos de 

aminoácidos arreglados en tandem, quienes poseen un alto contenido en serinas, 

treoninas y prolinas (hasta cientos). Estos dominios son conocidos como VNTR por sus 

siglas en inglés (variable number of tandem repeats) y es la característica que las 

diferencia de otras glicoproteínas. La variabilidad en estos repetidos es enorme, ya que 

muchas de estas proteínas tienen alelos polimórficos que varían en el número de 

repetidos. Variaciones adicionales ocurren por cambios menores en la longitud y la 

secuencia de la unidad repetida. Por lo tanto, diferentes individuos pueden expresar 

diferentes formas del mismo producto de un determinado gen muc. Los VNTRs son 

únicos en tamaño y secuencia y definen las características de cada mucina. Estos pueden 

variar de entre 5 a 37 aminoácidos y de 5 a 395 repetidos [102]. 

Entre los repetidos en tándem se encuentras regiones intercaladas ricas en cisteínas, por 

medio de las cuales forman enlaces disulfuro con otras unidades de mucina formando la 

estructura polimérica [102]. Hacia los extremos de la proteína se encuentran regiones 

repetidas con similitud al dominio D del factor Von Willebrand, las cuales no están 

glicosiladas y se piensa que igualmente son importantes para la formación de dímeros y 

oligómeros de mucina [103].  Los residuos de aminoácidos de serinas, treoninas y 

prolinas que contienen los VNTRs son los sitios de las O‐glicosilaciones, que por lo 

general se unen a N‐acetilgalactosamina o a diferentes oligosacáridos. La glicosilación 

en estas proteínas es tan elevada que los carbohidratos pueden constituir desde un 50% 

hasta un 80% del peso total de la mucina. La glicosilación se lleva a cabo en el aparato 

de Golgi y requiere de diferentes glicosiltransferasas dependiendo de la estructura final 

de la O‐glicosilación. La glicosilación puede variar enormemente y se piensa que los 

residuos finales son los que confieren las diferentes propiedades físicas y biológicas de 

las mucinas dadas por su hidrofobicidad o carga. Hasta el momento se han descrito 

alrededor de 20 genes de mucinas humanos, los cuales se denominan con las letras MUC 

seguidas de un número. De estos 10 son mucinas ancladas a membrana (MUC1, 
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MUC3A, MUC3B, MUC4, MUC12, MUC13, MUC15, MUC16, MUC17 y MUC20) y 

8 son de secreción (MUC2, MUC5B, MUC5AC, MUC6, MUC7, MUC8, MUC9, y 

MUC19) y existen tres mucinas más las cuales carecen de los repetidos en tándem 

(MUC14, MUC15 y MUC18), por lo que puede o no considerárseles como mucinas 

[104]. El gen MUC5AC es el principal responsable de la secreción de mucinas en la 

mucosa respiratoria de humanos y ratones, y su expresión se puede disparar por una gran 

variedad de estímulos, i. e. lipopolisacárido [105], extracto de tabaco [106], forbol 

miristato (PMA) [107], entre otros.  

 

5.2 Mucinasas en protozoarios 

 

Como se mencionó anteriormente, el núcleo de las proteínas tipo mucina contiene 

repetidos en tándem ricos en treonina, prolina y/o residuos de serina. Estos sitios 

proveen numerosos sitos de anclaje de los oligosacáridos. Los patrones de glicosilación 

afectan las propiedades de las mucinas, como son la rigidez, resistencia a proteasas y la 

capacidad de formar matrices gelatinosas [108]. Los oligosacáridos protegen el núcleo 

proteico de las proteasas preservando la integridad de los polímeros de la mucina. La 

adición de sulfatos o la sustitución de ácidos siálicos al final de los oligosacáridos, 

confiere una resistencia adicional a la degradación por sialidasas [109]. El N- y C- 

terminal, son regiones pobremente glicosiladas conformadas principalmente de residuos 

de cisteína. Las mucinas secretadas frecuentemente contienen tres dominios D1, D2 y 

D3 en la región amino y el dominio D4 en el C-terminal. Los dominios D son ricos en 

cisteína y forman enlaces disulfuro, estas regiones son muy vulnerables al ataque 

proteolítico [110]. La producción de glicosidasas por parte de E. histolytica pueden ser 

capaces de degradar oligosacáridos de las mucinas [111]. Sin embargo, la secreción de 

cisteína proteasas son efectivas en la degradación de las regiones pobremente 

glicosiladas de la mucina, causando así la perdida de la estructura polimérica  [97]. 

La adhesión de T. vaginalis al epitelio vaginal es esencial para el establecimiento del 

parásito en el hospedero; durante esta adhesión T. vaginalis logra la degradación de la 

mucina por medio de proteasas, la capacidad de degradación está dada principalmente 

por cisteína y serina proteasas ya que al utilizar inhibidores específicos contra estas 

proteasas se logra la inhibición proteolítica de las mucinas [112]. 
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6. ANTECEDENTES DIRECTOS 

 

Naegleria fowleri tiene acceso al SNC migrando por el neuroepitelio olfatorio hasta 

alcanzar los bulbos olfatorios. En nuestro laboratorio se determinó la evolución de la 

MAP en el ratón. Cuando se instilaron los ratones de la cepa Balb/c con trofozoítos de 

N. fowleri y N. gruberi se observó que en los tiempos tempranos que las amibas se 

encontraban en la luz de la cavidad nasal y que éstas eran embebidas en el moco; en 

tiempos más tardíos se observó una respuesta inflamatoria de tipo aguda, para 

posteriormente adherirse al neuroepitelio olfatorio y migrar hasta los bulbos olfatorios 

en el SNC y producir la muerte de los ratones. En los animales instilados con N. gruberi 

no se observó ningún tipo de daño y fueron eliminados en la cavidad nasal.  

El moco representa un componente multifactorial de defensa de las respuestas innatas, 

los principales componentes de defensa innata presentes en el moco son las mucinas, 

lactoferrina, defensinas y lisozimas. En el 2008 Cervantes-Sandoval et al, demostraron 

que N. fowleri es capaz de degradar la mucina submaxilar bovina. Experimentalmente se 

ha demostrado que el moco es capaz de atrapar los trofozoítos de N. fowleri. Sin 

embargo, los trofozoítos son capaces de evadir esta respuesta del hospedero [58]. En 

otros parásitos como T. vaginalis se ha demostrado, la capacidad de degradación de 

mucinas, la cual se lleva a cabo por medio de cisteína proteasas de secreción, 

glicosidasas y sulfatasas con actividad de mucinasas y sialidasas  [112, 113]. En nuestro 

laboratorio se caracterizaron las proteasas a partir de extractos totales y de los productos 

de secreción de N. fowleri y se determinó que estas proteasas son principalmente del tipo 

de las cisteína proteasas [71]. Cervantes Sandoval et al (2009), evaluaron la actividad 

mucinolítica de los trofozoítos de N. fowleri. Se demostró que tanto los extractos totales 

como los trofozoítos vivos fueron capaces de degradar a la mucina submaxilar bovina 

(BSM), la mucina estomacal porcina (PSM) y la mucina MUC5AC humana [59] . La 
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actividad mucinolítica observada en los extractos totales fue abolida en presencia del 

inhibidor de cisteína proteasas, pHMB. Estos resultados coinciden con reportes previos, 

en los cuales se muestra que las cisteína proteasas pueden actuar como mucinasas tal es 

el caso de T. vaginalis [112] y en E. histolytica [97, 114, 115]. Por otro lado, es 

importante mencionar que no se detectó ninguna actividad mucinolítica en el medio 

condicionado de N. fowleri a pesar de que se ha encontrado una fuerte actividad de 

cisteína proteasas en medio condicionado por estas amibas [71, 99]. Sin embargo, es 

posible que se induzca la secreción de este tipo de moléculas en presencia de los tejidos 

del hospedero u otras condiciones bioquímicas que sean necesarias para su detección 

[116, 117]. 
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7. JUSTIFICACIÓN  

 

 

Durante una infección por microorganismos se estimula la producción y secreción de 

mucinas. Esta respuesta inmune innata funciona como un mecanismo de protección y 

eliminación de algunos patógenos. Sin embargo, en el caso de N. fowleri se ha detectado 

una actividad mucinolítica que probablemente participe en la evasión de la respuesta 

inmune innata del hospedero. 

 

A la fecha, la caracterización de una mucinasa de secreción no ha sido descrita. Por ello, 

la identificación y purificación parcial de este tipo de proteasas nos permitirá analizar y 

comprender su papel durante la evolución de la MAP. 

 

 

8. HIPÓTESIS 

 

Naegleria fowleri es capaz de degradar moco por medio de la producción y secreción de 

una mucinasa durante las etapas tempranas de la infección. 
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9. OBJETIVO GENERAL 

 

 

Caracterizar e identificar una proteasa de secreción con actividad mucinolítica presente 

en trofozoítos de Naegleria fowleri. 

 

 

10. OBJETIVOS PARTICULARES 

 

� Determinar la actividad mucinolítica en los productos de secreción.  

 

� Caracterización bioquímica parcial de la mucinasa.  

 

� Purificación parcial e identificación de la mucinasa 

 

� Localizar la mucinasa en los trofozoítos de N. fowleri 

 

� Evaluar la participación de la mucinasa en la virulencia de N. fowleri in vitro e in 

vivo 
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11. MATERIAL Y MÉTODOS 

11.1 Cultivo de amibas 

 

En todos los ensayos se utilizaron trofozoítos de N. fowleri (ATCC 30808). Las amibas se 

cultivaron en condiciones axénicas en medio líquido de bactocasitona al 2% suplementado 

con suero fetal bovino (SFB) al 10%, a una temperatura de 37°C. Los trofozoítos se utilizaron 

en fase logarítmica de crecimiento. 

 

11.2 Cultivo celular 

 

Se utilizó la línea celular NCI-H292 (ATCC CRL-1848) obtenida de un carcinoma 

mucoepidermioide pulmonar humano la cual se cultivó en medio RPMI (Gibco) 

suplementado con 10% de SFB, a una temperatura de 37°C y 5% de CO2. Para la obtención 

de mucinas secretadas se sembraron 25x10
4
 células/pozo en cajas de 48 pozos donde se dejó 

alcanzar a un 95% de confluencia, posteriormente se dejó en ayuno de 24 h a las células con 

medio RPMI s/SFB. Terminado el tiempo de ayuno se adicionaron 20 nM de forbol 12-

miristato 14-acetato en RPMI s/SFB y se cultivaron durante 12 h a 37°C en 5% de CO2. 

Posteriormente, se recuperaron los sobrenadantes (500 µl por pozo) y se centrifugaron a 1500 

rpm/10 min. El sobrenadante fue recuperado y filtrado en membranas de 0.22 µm. Las 

muestras fueron almacenadas a -80 °C hasta su uso en los ensayos de degradación. 

 

11.3 Preparación de los productos de secreción y extracto total amibiano 
 

Los trofozoítos fueron cosechados en la fase logarítmica de crecimiento (5 x 10
6
); 

brevemente, los trofozoítos se despegaron en un baño de hielo durante 20 min. Los productos 

de secreción (PS) se obtuvieron a partir de la incubación de los trofozoítos en medio de 
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bactocasitona sin SFB durante 12 h. Concluido el tiempo, se recuperaron los PS y se realizó 

una centrifugación a 400 x g / 5 min, el sobrenadante se recuperó evitando tocar el paquete 

celular, nuevamente las muestras se centrifugaron a 10,000 x g durante 10 min, finalmente 

los PS se filtraron en una membrana de con poros 0.22 µm de diámetro (Millipore). Las 

muestras se almacenaron a ‐70ºC hasta su uso.  

Por otro lado, el extracto total amibiano (ETA) fue obtenido a partir de 5 x 10
6
 trofozoítos. 

Brevemente, las amibas fueron despegadas de la caja de cultivo por medio de un baño de 

hielo durante 20 min, posteriormente las amibas fueron centrifugadas y re-suspendidas en 

500 µl de PBS. Los trofozoítos fueron lisados por choques térmicos, realizando pases por 

nitrógeno líquido y agua hirviendo (5 veces). 

 

11.4 Precipitación de proteínas con sulfato de amonio y etanol  
 

Los PS de N. fowleri fue precipitados con concentraciones crecientes de sulfato de amonio 

((NH4)2SO4; 30, 50, 60 y 80%; Sigma Aldrich). La precipitación con (NH4)2SO4 se realizó 

como sigue: se adicionó una saturación inicial de 30% de sulfato de amonio a los PS, 

posteriormente se centrifugó a 10,000 x g durante 1 h a 4°C; posteriormente la fracción 

soluble se recuperó y se le agregó (NH4)2SO4 hasta llegar a una concentración del 50%; la 

cual fue centrifugada y se continuó la precipitación de las fracciones solubles con un 60 y 

80% de (NH4)2SO4. La pastilla de cada precipitación fue re-suspendida en 1 ml de 

amortiguador de Tris 20 mM a pH 8.5. Adicionalmente las muestras fueron centrifugadas en 

columnas amicon de 10 kDa de corte (Millipore) para dializar el (NH4)2SO4. 

Por otro lado, muestras independientes de PS se precipitaron con etanol absoluto (J.T. Baker, 

USA) a una relación 3:1 (v/v) durante 1 h a -20°C, terminado el tiempo de precipitación, los 

PS fueron centrifugados a 6500 x g durante 45 minutos y las pastillas fueron re-suspendidas 

con 1 ml de amortiguador de Tris 20 mM a pH 8.5; las muestras se almacenaron a 4°C toda la 

noche en microtubos destapados para eliminar los restos de etanol (productos de secreción 

precipitados con etanol (PS-etanol). Las muestras se almacenaron a ‐70ºC hasta su uso. 

 

11.5 Determinación de actividades proteolíticas por zimografía 
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Para determinar la actividad proteolítica en los PS y ETA se realizaron zimogramas en geles 

de gelatina y de mucina submaxilar bovina (MSB; Worthington Biochemical Corporation, 

USA) a una concentración final de 0.1%. Para la determinación de los perfiles proteolíticos 

generales en gelatina y MSB se utilizaron 30 µl de PS y 30 µg de ETA. En los zimogramas 

de mucina con muestras no precipitadas con etanol se utilizaron 30 µl de muestras, mientras 

que los PS-etanol fueron empleados con 30 µg de las muestras, la concentración de proteína 

fue cuantificada con el método de Bradford. La electroforesis de los geles se desarrolló a 80 

V durante 3 h, en un baño de hielo con la finalidad de evitar la degradación enzimática. 

Finalizada la electroforesis los geles fueron recuperados y sumergidos durante 30 minutos en 

Tritón X‐100 (Sigma-Aldrich) al 2.5% con dos cambios de 15 minutos cada uno. Terminado 

el tratamiento con Tritón, los geles se incubaron a 37°C toda la noche en amortiguadores de 

activación con diferentes valores de pH: pH 5 (CH3COONa 100 mM, CaCl2 2 mM), pH 7 

(Tris 100 mM, CaCl2 2 mM) y pH 9 (Glicina 100 mM, CaCl2 2 mM) cada uno en presencia 

de 2 mM de DTT adicionado en el momento de la incubación. Terminada la incubación los 

geles fueron teñidos con azul de Coomassie (Brillant blue R-250; J. T Baker, USA) y 

desteñidos hasta observar la aparición de bandas claras de actividad proteolítica. 

 

11.6 Especificidad de degradación de sustrato  

 

Para determinar la actividad específica de degradación de MSB, se realizaron  geles co-

polimerizados con otros sustratos tales como son holo-lactoferrina humana y bovina (h-

hLf, h-bLf), hemoglobina humana, holo-transferrina humana, ferritina equina (eqF) 

(todos los sustrato fueron obtenidos de SIGMA, USA), donde la concentración final de 

todos los sustratos fue de 1 mg/ml y se probaron tanto los PS-etanol como los ETA de N. 

fowleri. La electroforesis de estos zimogramas se desarrolló como fue descrito 

previamente.   

 

11.7 Estimulación de la producción de mucinasas  

 

Con el objetivo de determinar la estimulación de mucinasas por trofozoítos de  N. fowleri, las 

amibas fueron co-incubados con MSB durante diferentes tiempos y posteriormente los PS 

fueron colectados y precipitados con etanol para posteriormente ser analizados en 
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zimogramas co-polimerizados con mucina. Seis millones de trofozoítos fueron incubados en 

medio de bactocasitona sin SFB conteniendo 0.1 mg/ml de MSB durante 1, 3, 6 y 12 h. 

Terminado cada uno de los tiempos de incubación se recuperaron lo PS los cuales fueron 

precipitados con etanol (3:1), posteriormente se analizó la actividad mucinolítica en geles co-

polimerizados con MSB. La actividad enzimática fue comparada con muestras de PS 

obtenidos de trofozoítos incubados con bactocasitona sin SFB de los mismos tiempos de co-

incubación.  

 

11.8 Determinación bioquímica parcial de la actividad mucinolítica  

 

Con la finalidad de realizar una caracterización bioquímica parcial de las mucinasas 

presentes en PS-etanol, las muestras fueron tratadas con inhibidores de cisteína proteasas 

(10 mM p-hidroximercuribenzoato (pHMB), 10 µM [1-[N-[(L-3-trans-carboxyoxirane-

2-carbonyl)-L-leucyl]amino]-4-guanidinobutano] (E-64), 5 mM n-etilmaleimida (NEM) 

y 5 µM idoacetamida (IAA), para serina proteasas: 5 mM fenil-metil sulfonil fluoruro 

(PMSF) y 1 mM de aprotinina y para metaloproteasas 10 mM de 1,10-fenantrolina. Las 

muestras se incubaron con los inhibidores de proteasas durante 1 h a 37°C y 

posteriormente se realizaron zimogramas para determinar la inhibición de la actividad 

proteolitica. El análisis densitométrico de la degradación se realizó utilizando el 

software ImageJ (http://rsb.info.nih.gov/nih-image), los resultados se expresaron como 

densidad óptica relativa (DOR). 

 

11.9 Cromatografía de intercambio iónico  

 

Los PS-etanol fueron cargados en columnas de cromatografía de intercambio iónico Hi-Q 

(High-Q cartridge) (Bio-Rad, USA) previamente equilibradas con 20 mM de Tris-HCl buffer 

(pH 8.5). Para favorecer las interacciones iónicas de las proteínas, las columnas se dejaron a 

4°C toda la noche. Posteriormente se obtuvieron los eluídos por medio de la adición de 

concentraciones crecientes de NaCl (100, 200, 300, 400 y 500 mM; Sigma Aldrich, USA) en 

Tris-HCl buffer (pH 8.5) a una velocidad de 0.5 ml/min. Los eluídos fueron pasadas por 

columnas amicon (Millipore; 100 kDa) para para eliminar el NaCl de las muestras y también 

para concentrar la proteína. La concentración de proteínas fue determinada por el método de 
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Bradford (1976) y para determinar la fracción con actividad mucinolítica se realizaron 

zimogramas de cada una de las fracciones. La fracción enriquecida de mucinasa (FEM) fue 

seleccionada y almacenada a -70°C hasta su uso.  

 

 

 

11.10 Electroforesis bidimensionales  

 

Se realizó electroforesis bidimensional de las fracciones con actividad mucinolítica para 

obtener el perfil de proteínas y el patrón de degradación (degradoma). Para la separación en 

base al punto isoeléctrico se utilizaron tiras para isoelectroenfoque de gradiente de pH 4-7 

con un tamaño de 7 cm (Bio-Rad, USA). Las tiras fueron hidratadas con 80 µg de muestras 

de PS-etanol o FEM en amortiguador de hidratación (HEPES, anfolitos, UREA) hasta un 

volumen final de 125 µl. Las muestras se homogenizaron y colocaron en la placa de 

hidratación cuidando de no formar burbujas; posteriormente se adicionó aceite mineral (2 ml) 

para evitar la evaporación y se incubó en modo activo a 22°C durante 16 h. Terminado el 

tiempo de hidratación se eliminó el aceite mineral y se colocaron los papeles filtro 

(electrowecks; Bio-Rad, USA) para continuar con el isoelectro-enfoque de las proteínas en el 

equipo Protean IEF Cell (Bio-Rad, USA). Las condiciones de separación se realizaron en tres 

pasos 250 V durante 20 min, 4000 V por 3 h y 4000 V en incremento gradual hasta alcanzar 

los 10 000 V/h durante 3 h. Posteriormente las tiras fueron incubadas con el amortiguador de 

equilibrio con 2 mM de DTT disuelto en 5 ml de solución de equilibrio (Urea 6 M, Tris 75 

mM pH 8.8, glicerol 29.3%, SDS 2%; Bio-Rad, USA) por 15 min. Las tiras se colocaron en 

amortiguador de corrida hasta ser colocadas en geles de poliacrilamida o en geles co-

polimerizados. Para sellar las tiras se utilizó agarosa de bajo punto de fusión al 0.5% disuelta 

en amortiguador TSG al 1X (Trizma base 24.9 mM, glicina 191.8 mM y SDS 1.73 mM) 

junto con azul de bromofenol. Terminada la electroforesis, se analizó el perfil de proteínas y 

el patrón proteolítico tiñendo con plata o con azul de Coomassie respectivamente. Los puntos 

de actividad fueron enviados para su análisis por el método “MALDI-TOF-MS-peptide-

mapping”.  

 

11.11 Espectrometría de masas MALDI-TOF-MS 
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Para identificar a la actividad mucinolítica inducible en los PS-etanol y en los FEM se 

utilizó espectrometría de masas. Tanto la actividad de 94 kDa de geles co-polimerizados 

con MSB de 1D, como la banda del mismo peso molecular en geles de acrilamida 1D 

fueron analizadas. Así mismo, la única actividad mucínolitica de los geles  2D fue 

cortada y analizada. Las muestras se colocaron en un microtubos independientes y se le 

adicionaron 500 µL de bicarbonato de amonio 50 mM y acetonitrilo al 50%. Se dejó 

reposar 5 min a 50°C para desteñir la muestra, este procedimiento se repitió 3 veces más 

cambiando la solución; una vez desteñidas las muestras se realizó una incubación 

durante 5 min con 100 µL de acetonitrilo al 100 % a temperatura ambiente. 

Posteriormente, se eliminó la solución y se dejó secar para proceder con la digestión con 

tripsina (15 µl; 25 ng/µL) con bicarbonato de amonio (20 µl; 50 mM) durante 15 h a 

37°C. La extracción de proteínas se obtuvo con ácido trifluoroacético al 0.1% con 

acetonitrilo al 50% (30 µl) durante 20 min a temperatura ambiente, posteriormente se 

realizó una centrifugación y el procedimiento se repitió 2 veces más. Finalmente, las 

muestras se analizaron con MALDI-TOF/MS en el laboratorio de servicios 

experimentales (LaNSE-CINVESTAV, México); así como también el análisis de las 

muestras se realizó por espectrometría de masas de ionización por electrospray MALDI-

MS en la unidad LANGEBIO (CINVESTAV-IPN, Irapuato). Los resultados fueron 

analizados por el programa MASCOT (http://matrixscience.com) utilizando como 

referencia el genoma de N. gruberi disponible en la base de datos del NCBI 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Los números de acceso de cada proteína identificada 

fueron rastreados en la base de datos de UniProt (http://www.uniprot.org/) y se 

obtuvieron los pesos moleculares y las secuencias de aminoácidos.  

 

11.12 Ensayo de glicosidasas en N. fowleri 

 

Con la finalidad de determinar la presencia de glicosidasas en la fracción de 94 kDa y en el 

PS-etanol y la FEM, se utilizaron el β-galactopiranosido, α- acetil galactosamina, β-

glucopiranosido, y el β-manopiranosido (Sigma, USA) todos ellos asociados al grupo p-

nitrofenil, cuya hidrólisis liberará al grupo nitrofenilo dando un color amarillo, las muestras 

fueron analizadas en un espectrofotómetro a una longitud de 405 nm, los sustratos 

mencionados fueron utilizados a una concentración de 0.1 mM. Brevemente, 10 µg de PS-
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etanol o FEM fueron incubadas con cada uno de los sustratos durante 45 min a 37°C a un pH 

de 7 en placas de 96 pozos. Adicionalmente, las muestras fueron tratadas con el inhibidor 

pHMB previo a la incubación con cada uno de los carbohidratos. Terminado el tiempo de 

incubación la mezcla, la reacción fue detenida con 50 µl de NaOH e inmediatamente se 

obtuvo la absorbancia por medio de un espectrofotómetro a una longitud de 405 nm (Epoch, 

BioTek, USA). Como blanco experimental, se utilizaron los carbohidratos sin la adición de 

PS-etanol o FEM. El análisis estadístico (ANOVA de dos vías) se realizó utilizando el 

software Systat Sigma Plot 12 (http://www.sigmaplot.com). 

 

11.13 Diseño de péptidos e inmunización de conejos 

 

A partir de las secuencias obtenidas por espectrometría de masas, se seleccionaron las 

secuencias (GH y DAP) con los valores más elevados de identidad obtenidos por 

espectrometría de masas. Las secuencias elegidas se sometieron a un riguroso análisis 

bioinformático: 

(http://www.imtech.res.in/raghava/abcpred/;http://www.imtech.res.in/raghava/abcpred/; 

http://gcat.davidson.edu/DGPB/kd/kyte-doolittle.htm) para determinar las regiones altamente 

inmunogénicas, posteriormente se realizó el modelamiento tridimensional de las proteínas y 

se localizaron tanto el sitio activo como el sitio catalítico 

(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index). Se seleccionaron las 

secuencias immunogénicas cercanas al sitio activo, con la finalidad de generar anticuerpos 

capaces de bloquear la función enzimática de las proteínas. Las secuencias seleccionadas 

fueron enviadas a sintetizar acopladas con el antígeno KLH (Keyhole limpet hemocyanin) 

para incrementar la respuesta inmune. Los péptidos fueron enviados a PepMic Co. Suzhou, 

China. 

Los anticuerpos generados contra cada una de las proteínas fueron obtenidos de conejos 

Nueva Zelanda, a los cuales se les administró 1 mg de péptido homogeneizado en el 

adyuvante TiterMax classic (Sigma, USA) en una relación 1:1. El volumen total de la mezcla 

se inoculó vía subcutánea en la primera administración y vía intramuscular en las dos 

siguientes inmunizaciones. La segunda y tercer inmunización se realizó con un intervalo de 7 

días entre cada reto, en ambos casos se utilizó la misma concentración de proteína, sin 

embargo, en el último reto no se adicionó el adyuvante TiterMax classic. Previo a la primera 
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inmunización se obtuvieron los sueros pre-inmunes (SPI) de cada conejo, el cual se utilizó 

como control negativo en las pruebas de inmunodetección. Los conejos se sacrificaron 7 días 

después del último reto por punción cardiaca, el suero fue recuperado y colocado a 4°C, 

posteriormente se centrifugó a 2,000 x g durante 30 min, el suero se almacenó a -20°C hasta 

su uso. Posteriormente se precipitó con sulfato de amonio saturado para la obtención de la 

fracción gamma globulina, posteriormente se utilizaron bolsas de diálisis (MW 12,000 a 14, 

000; Spectra/Por, Scientific Inc. USA) para la eliminación del sulfato de amonio con diálisis 

2 veces al día durante 3 días con solución de boratos. El análisis de la especificidad y la 

titulación de los anticuerpos se realizaron mediante ensayos de ELISA utilizándose los PS-

etanol como antígeno.  

 

11.14 Detección y localización de la glicosidasa y aminopeptidasa en N. fowleri 

 

Para la detección de la glicosil hidrolasa (GH) y la dipeptidil aminopeptidasa (DAP) en la 

FEM de N. fowleri, se realizaron ensayos de Western-blot (Wb) utilizando los anticuerpos 

obtenidos de la inmunización de los conejos. La FEM de N. fowleri fue tratada con 

inhibidores de proteasas EDTA 2; fenilmetilsulfonilfluoruro (PMSF) 5 mM; tosyl-L-lysil 

clorometilcetona (TLCK) 3 mM; tosyl-L-feniletil-clorometilcetona (TPCK) 3 mM; N-

etilmaleimida (NEM) al 5 mM; p-hidroximercuribenzoato (PHMB) 10 mM; L-trans-

epoxysuccinyl-L-leucilamido [4-guanidino]-butano (E64) 3 mM y Iodoacetato (IAA) 5µM. 

Las muestras se homogenizaron durante 30 min en un cuarto frío a 4ºC  y se centrifugaron a 

15,000 x g durante 10 min. Las proteínas solubles fueron recuperadas y se realizó la 

cuantificación de proteínas por el método de Bradford, algunas muestras fueron procesadas 

en condiciones no reductoras con el amortiguador de corrida (Lamelli 2X SDS, azul 

bromofenol, glicerol) (NR), así como también en condiciones reductoras (R) con el 

amortiguador de corrida adicionando β-Mercaptoetanol al 5% (SIGMA, USA). La 

electroforesis se desarrolló en SDS-PAGE al 10% donde se colocaron 30 µg de proteína de 

cada muestra en las condiciones previamente descritas. Concluida la electroforesis, los geles 

se tiñeron con azul de Coomassie para observar el patrón de proteínas. Mientras que otros 

geles con las mismas muestras se electrotransfirieron en membranas de difluoruro de 

polivinilo (PVDF) (MILLIPORE), la electrotransferencia se llevó a acabo a 400 mA de 

corriente durante 45 min a 4°C. Terminado el tiempo, las membranas fueron recuperadas y 
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bloqueadas con leche descremada al 5% y toda la noche a 4ºC. Para la inmunodetección por 

Wb se utilizaron los anticuerpos anti-GH y anti-DAP generados. Como control de carga se 

empleó un anticuerpo contra la enzima GAPDH, todas las diluciones utilizadas para los 

anticuerpos fueron 1:1000. La dilución de los anticuerpos se realizó en PBS estéril a pH 7.2 

con leche descremada al 5%. Los anticuerpos se incubaron durante 2 h a temperatura 

ambiente, después las membranas se lavaron dos veces con PBS-Tween al 0.05% (PBS-T); 

posteriormente las membranas de PVDF fueron incubadas con los anticuerpos secundarios 

peroxidados (HRP) chivo anti-conejo-HPR (1:2000) para cada una de las proteínas durante 1 

h a 37ºC. Transcurrido el tiempo de incubación, se realizaron 5 lavados con PBS-T al 0.05%. 

Por último, se reveló la reacción empleando el kit de luminol (Santa Cruz, USA) con el uso 

de películas radiográficas (Kodak).  

Para los estudios por inmunofluorescencia los trofozoítos de N. fowleri fueron adheridos a 

cubreobjetos silanizados (silane 3% en acetona, Sigma Aldrich, USA) las amibas se fijaron 

con paraformaldehído al 2% durante 30 min; posteriormente se realizaron 2 lavados con PBS  

estéril. El marcaje con anticuerpos se realizó con amibas no permeabilizadas y 

permeabilizadas con tritón al 0.2% en PBS durante 15 min. Los trofozoítos se bloquearon con 

albumina 1% en PBS durante 30 min, transcurrido el tiempo se eliminó el excedente de 

albúmina con PBS (2 lavados), posteriormente las células se incubaron con los anticuerpos 

utilizados para los ensayos de Wb previamente descritos, a una dilución 1:100. Concluidas 2 

h de incubación a temperatura ambiente las amibas fueron lavadas 2 veces con PBS, para 

posteriormente adicionar el anticuerpo secundario acoplado a FITC (1:200), el cual se incubó 

durante 1 h a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo de incubación se realizaron dos 

lavados con PBS estéril. Para el marcaje de los núcleos se utilizó ioduro de propidio al 

0.001% durante 7 min. Finalmente, las muestras se montaron en un portaobjetos con la resina 

Vecta Shield (Vector Labs, USA) y fueron selladas con barniz transparente. Las muestras se 

almacenaron en la obscuridad a 4°C hasta su análisis por microscopia confocal (Carl Zeiss 

LMS 700). 

 

11.15 Inhibición del efecto citopático utilizando anticuerpos contra la GH y la DAP 

 

Previo a la determinación de la participación de la GH y de la DAP en el daño a las células 

NCI-H292, se determinó la concentración efectiva inhibitoria de cada uno de los anticuerpos, 
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para ello se analizó la capacidad para aglutinar a los trofozoítos de N. fowleri. Los trofozoítos 

(25 x 10
4
) fueron incubados con 0.5, 1, 1.5, 3, 6 y 10 µg de cada anticuerpo generado (GH y 

DAP) durante 1 h. Una vez determinada la concentración, se evaluó la participación de la GH 

y de la DAP en el daño a las células NCI-H292.  Para ello, los trofozoítos de N. fowleri 

fueron co-incubados con la línea celular NCI-H292 en RPMI sin SFB en presencia de 1.5 

µg/ml de anticuerpo anti-GH o anti-DAP durante 1, 3 y 6 h. Concluido cada uno de los 

tiempos de interacción, las amibas fueron removidas por medio de un baño de hielo durante 

20 min y el efecto citopático fue analizado por microscopia de campo claro. Para los ensayos 

de viabilidad de las células NCI-H292 después de cada tiempo de interacción con N. fowleri, 

se utilizó Sytox Green (5 µM) (Thermo Fisher, USA). Los trofozoítos fueron removidos y las 

células fueron fijadas con paraformaldehído al 2% durante 20 min, el Sytox Green fue 

adicionado e incubado durante 10 min, las células fluorescentes que corresponden a las 

muertas fueron observadas utilizando un microscopio invertido (Nikon, eclipse Ti-U). Como 

control positivo se utilizaron células permeabilizadas con Tritón X-100 al 2% y como control 

negativo un cultivo de células sin ningún tratamiento; así mismo se utilizó el SPI como 

control experimental. Las imágenes obtenidas fueron analizadas utilizando el software Image 

J (http://rsb.info.nih.gov/nih-image); donde el número total de pixeles fue expresado como 

intensidad media de fluorescencia (IMF). El análisis estadístico se realizó comparando los 

datos con las IMF de las células sin amibas utilizando ANOVA de dos vías con el software 

Systat Sigma Plot 12. 

 

11.16 Inhibición de la degradación de MUC5AC utilizando anticuerpos contra la 

GH y la DAP 

 

Para demostrar que la GH y DAP participaban en la degradación de la mucina humana 

MUC5AC, las mucinas secretadas por las células NCI-H292 fueron recuperadas e incubadas 

con la FEM de N. fowleri. Brevemente, las mucinas secretadas (0.5 µg/µl) fueron incubadas 

con la FEM que contenía la actividad mucinolítica de 94 kDa (80 µg/µl) en amortiguador de 

pH 7 (Tris-HCl) a 37°C durante 6 h. Como control positivo de la degradación de MUC5AC, 

las mucinas secretadas fueron incubadas con proteinasa K (PK) (0.2 µg/µl) durante 20 min. 

Adicionalmente el pHMB fue co-incubado con la FEM y las mucinas secretadas para 
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investigar la inhibición de la degradación de MUC5AC. Para analizar el papel específico de la 

GH y la DP, los anticuerpos específicos contra estas moléculas fueron incubados (5 µg/µl) 

con las mucinas secretadas y con la FEM por 1 h. Terminado el tiempo de co-incubación, las 

muestras fueron cargadas en una membrana de nitrocelulosa (0.45 µm). Así mismo, los PS-

etanol fueron cargados como control negativo del anticuerpo anti-MUC5AC. La membrana 

con todas las muestras antes mencionadas fue teñida con rojo de Ponceau para observar la 

carga de la proteína. Por otro lado, los Dot-blots fueron realizados utilizando el anticuerpo 

monoclonal específico contra MUC5AC (Mucin 5AC 1-13M1, Abcam, USA) el cual se 

incubó por 1 h en una dilución 1:500 en PBS. Terminado el tiempo de incubación, la 

membrana fue lavada 4 veces con PBS-T durante 10 min cada lavado y se adicionó el 

anticuerpo secundario anti-ratón IgG acoplado a HRP (1: 10,000, Invitrogen, USA) durante 2 

h a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo de incubación, se realizaron 10 lavados con 

PBS-T y se reveló la reacción empleando el kit de luminol (Santa Cruz, USA) con uso del 

equipo Odyssey FC (LI-COR). El análisis densitométrico se realizó utilizando el software 

ImageJ (http://rsb.info.nih.gov/nih-image), los resultados se expresaron como densidad óptica 

relativa (DOR). 

 

11.17 Curvas de sobrevivencia en presencia de anticuerpos anti-GH y anti-DAP 

 

Para determinar la participación de la GH y de la DAP de N. fowleri en la MAP experimental, 

12×10
4 

trofozoítos de N. fowleri fueron incubados con anticuerpos anti-GH y/o anti-DAP (30 

µg/ml), durante 20 min previo a la instilación de los ratones de la cepa BALB/c (machos de 4 

semanas de edad). Adicionalmente, un grupo de ratones fue instilado solo con 20 μl de medio 

bactocasitona sin SFB, control negativo, mientras que otro grupo de ratones fue instilado con 

12×10
4 

trofozoítos de N. fowleri los cuales no fueron incubados con los anticuerpos a probar, 

este grupo de animales sirvió como control positivo de la infección. La mortalidad de los 

animales se determinó por medio de curvas de log-rank test, para obtener la significancia 

estadística de cada grupo de animales (n=6) [118]. 
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12. RESULTADOS 

12.1 Determinación de proteasas y mucinasas en PS y ETA de N. fowleri  

 

La obtención de los PS y ETA nos permitió realizar una comparación de los perfiles proteicos 

y de proteasas de N. fowleri. Para ello, se realizaron ensayos de SDS-PAGE y de zimogramas 

co-polimerizados con gelatina o MSB. Los resultados de geles de poliacrilamida al 10% 

mostraron perfiles diferenciales de proteínas de PS y ETA (Fig 1, carriles 1 y 2) obtenidos a 

partir de trofozoítos de N. fowleri que presentaron una viabilidad del 98%. Así mismo, los 

ensayos de Wb de la proteína GAPDH no mostraron la detección de ninguna banda (Fig 1, 

carril 3), mientras que en los ETA se observó una banda de 37 kDa que corresponde al peso 

molecular esperado de la GAPDH (Fig 1, carril 4).  

Después de corroborar que los PS y el ETA fueron obtenidos correctamente, se determinaron 

los perfiles proteolíticos en zimogramas de gelatina a diferentes pHs. Los PS mostraron  

actividades proteolíticas de 94, 75, 60, 53 y 40  kDa (Fig 2a, carril 1) a pH 5. Así mismo, se 

observaron actividades de 150, 94, 80 y 53 kDa a pH 7 (Fig 2a, 2), mientras que a pH 9 se 

detectaron actividades de 150, 110, 94 y 53 kDa (Fig 2a, 3). Mientras que el ETA presentó 

actividades de 240, 120, 100, 80, 75, 60 kDa a pH 5 (Fig 2b carril 1), mientras que actividades 

de 150, 120, 100 y 90 kDa fueron observadas a pH 7 (Fig 2b carril 2); finalmente, solo dos 

actividades de 100 y 90 kDa fueron observadas cuando la activación se realizó a pH 9 (Fig 2b 

carril 3). 

Con la finalidad de determinar la actividad mucinolítica, las muestras de PS y ETA fueron 

cargadas en zimogramas co-polimerizados con MSB. Los resultados mostraron que en los PS 

no se presentó ninguna actividad mucinolítica a ningún pH analizado (Fig 3a), mientras que 

los zimogramas de ETA mostraron bandas de actividad mucinolíticas de 94, y 36.6 kDa a pH 

5 (Fig 3a, carril 1), así mismo se observaron bandas de actividad de 150, 94, 75 y 36.6 kDa a 

pH 7 (Fig 3a, carril 2) y la presencia de una actividad de 94 kDa a pH 9 (Fig 3a, carril 3). 
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Figura 1.- Perfil de proteínas y Wb de los productos de secreción (PS) y extracto 

total amibiano (ETA) de N. fowleri. Los perfiles de proteínas de los PS (carril 1) y del 

ETA (carril 2) muestran un patrón proteico diferencial. Así mismo, el Wb para la 

detección de GAPDH no mostró reconocimiento en PS (carril 3), pero si se encontró 

reconocimiento de una banda de 37 kDa en el ETA que corresponde al peso molecular 

esperado para GAPDH (carril 4).  

 

 

Figura 2. Perfil proteolítico de los PS y del ETA de N. fowleri a diferentes valores 

de pH utilizando gelatina como sustrato. (a) Actividades proteolíticas de los PS en 

geles co-polimerizados con gelatina activados a pH 5, 7 y 9; carril 1-3 respectivamente. 

(b) Actividades proteolíticas del ETA en geles co-polimerizados con gelatina activados a 

pH 5, 7 y 9; carril 1-3 respectivamente. 
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Figura 3. Perfil proteolítico de los PS y del ETA de N. fowleri a diferentes valores 

de pH utilizando mucina como sustrato. (a) Los PS de N. fowleri no mostró actividad 

mucinolítica en geles activados a pH 5, 7 y 9; carril 1-3 respectivamente. (b) Actividades 

mucinoliticas presentes en el ETA en geles activados a pH 5, 7 y 9; carril 1-3. 

 

12.2 Detección de actividades mucinolítcas en los PS de N. fowleri  

 

Una vez determinado que los PS de N. fowleri presentaban diferente patrón de proteínas 

y un perfil diferencial de actividades proteolíticas comparadas con el ETA en geles co-

polimerizados con gelatina y con el propósito de demostrar la presencia de actividad 

mucinolítica en los PS de N. fowleri, se procedió a concentrar las proteínas de los PS con 

sulfato de amonio (NH4)2SO4) y también con etanol (3:1).  

Los resultados de la precipitación con (NH4)2SO4 permitió la obtención de diferentes 

fracciones a partir de los PS en función del aumento gradual de la fuerza iónica. Los 

perfiles de proteasas en zimogramas de gelatina mostraron actividades de >250, 230, 

100, 80, 60 y 53 kDa, según la fracción obtenida con las diferentes concentraciones de 

(NH4)2SO4 (Fig. 4a). En cuanto a la determinación de mucinasa se observó que los 

zimogramas de mucina mostraron una actividad >250 kDa en las fracciones de 60 y 80 

% de (NH4)2SO4 en todos los pH evaluados (Fig. 4b, c y d). Así mismo, se observó una 

banda de 94 kDa la cual fue encontrada en las fracciones de 30, 50 y 60% de (NH4)2SO4 



 

38 

 

a pH 5 y 7 (Fig. 4b y c). Es importante mencionar que el tratamiento con (NH4)2SO4 

interfirió en la cuantificación de proteínas por el método de Bradford.  

Por otro lado, la precipitación con etanol, revelaron actividades proteolíticas de 250, 

150, 110, 94, 75, 60, 53, 40, 37 y 20 kDa en zimogramas de gelatina (Fig. 5b). Además, 

la precipitación con etanol nos permitió cuantificar la concentración de proteínas y 

observar actividades mucinolíticas, a >250, 94 kDa en geles activados a pH 5 (Fig. 5c, 

carril 1), mientras que actividades de >250, 94 kDa y 53 kDa fueron observadas a pH 7 

(Fig. 5c, carril 2), en los geles activados a pH 9 no se detectó actividad mucinolítica (Fig 

3c, carril 3). Es importante mencionar que tanto con la precipitación con (NH4)2SO4 y 

con etanol se observó que las actividades mucinolíticas (94 kDa) se observaron más 

intensa cuando fueron activadas con pH 7.  

 

Figura 4. Detección de actividades mucinolíticas en los PS tratados con sulfato de 

amonio. a) Zimograma utilizando gelatina como sustrato donde se observan las bandas de 

actividades proteolíticas de los PS de N. fowleri fraccionado con diferentes concentraciones 

de (NH4)2SO4 (30-80%) a pH 7. Zimogramas co-polimerizados con MSB donde se observó 

una actividad de 94 kDa en las fracciones precipitadas con 30, 50 y 60 % de (NH4)2SO4 

activadas a pH 5 (b) y pH 7 (c). Actividad mucinolítica de >250 en las fracciones de 60 y 80% 

de (NH4)2SO4 a pH 5, pH 7 y pH 9 (b-d). 
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Figura 5. Detección de actividades mucinolíticas en los PS precipitados con etanol.  

a) En los zimogramas de gelatina se observaron actividades proteolíticas desde los 37 

kDa hasta los 250 kDa; los geles fueron activados a pH 7. b) Los zimogramas de mucina 

revelaron dos actividades mucinolíticas a >250 y 94 kDa a pH 5.0 (carril 1), mientras 

que la activación a pH 7 reveló la presencia de actividades de >250 kDa, 94 y 53 kDa 

(carril 2); la activación a pH 9 no reveló actividad mucinolítica (carril 3). Todas las 

actividades se analizaron a 37°C. 

 

12.3 Degradación especifica de la MSB por PS de N. fowleri  

 

Después de determinar que la precipitación con etanol fue la mejor estrategia para 

estudiar la actividad mucinolítica de los PS de N. fowleri, se decidió explorar si las 

actividades proteolíticas tenían actividad específica sobre mucina (MSB). Para ello se 

realizaron zimogramas con otros sustratos con los cuales las amibas pudieran 

interaccionar de manera fisiopatológica durante el proceso de invasión, tales como holo-

lactoferrina, transferrina, ferritina y hemoglobina. Los resultados revelaron que los PS-

etanol contenían actividades de 100 y 75 kDa capaces de degradar la holo-lactoferrina 

bovina; sin embargo, solo se observó una actividad proteolítica de 100 kDa en la holo-
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lactoferrina humana (Fig. 6b, carriles 1 y 2). Los zimogramas de transferrina humana 

como sustrato revelaron la presencia de actividades de 180 y 100 kDa (Fig. 6c); sin 

embargo, ninguna banda de degradación fue observada en la ferritina equina (Fig. 6d). 

Para el caso de hemoglobina humana como sustrato una única actividad de 80 kDa fue 

detectada (Fig. 6e). Todas las bandas de actividad fueron activadas a 37°C a pH 7 y 

comparadas con el zimograma de mucina (Fig 6a). Adicionalmente, otros valores 

diferentes de pH fueron analizados, así como también se utilizaron diferentes inhibidores 

de proteasas para realizar la caracterización bioquímica parcial de las proteasas presentes 

en los PS. Además, se realizaron el mismo tipo de análisis utilizando los ETA de N. 

fowleri.  Con estos resultados se demostró que las actividades mucinolíticas son 

específicas sobre sustrato. 

 

Figura 6. Degradación específica de la MSB. a) Zimograma de mucina donde se 

observan actividades de >250, 94 kDa y 53 kDa. b) Zimogramas de holo-lactoferrina 

bovina (carril 1) y humana (carril 2), donde se observan actividades de 100 y 75 kDa. c) 

Zimograma de transferrina humana con actividades de 180 y 100 kDa. d) Zimograma de 

ferritina equina que no mostró actividad proteolítica alguna. e) Zimograma de 

hemoglobina humana con una actividad de 80 kDa. Todos los zimogramas fueron 

realizados con 40 µg de PS-etanol 3:1 y activados a 37°C a pH 7. 
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12.4 Estimulación de la secreción de mucinasas en los trofozoítos de N. fowleri  
 

Una vez que se demostró que las mucinasas secretadas tenían actividad específica sobre 

un sustrato específicas, se analizó la inducción de estas moléculas proteolíticas en N. 

fowleri. Para lo anterior, los trofozoítos fueron incubados con 0.1 mg de MSB durante 

diferentes tiempos (1, 3, 6 y 12 h), es importante mencionar que concentraciones 

mayores a 0.1 mg disminuía la viabilidad de los trofozoítos. Los resultados de los 

zimogramas en MSB a partir de los PS previamente estimulados con MSB y 

precipitados con etanol revelaron que la actividad de 94 kDa fue la única proteasa 

inducida y que esta producción aumentaba de manera tiempo dependiente (Fig. 7, 

carriles 1-4). En contraste, los PS no estimulados y precipitados con etanol mostraron a 

partir de las 6 h las actividades de >250, 94, y 53 kDa antes encontradas (Fig. 7, carriles 

5-8).  El análisis densitométrico de la banda de 94 kDa confirmó que la inducción de 

esta actividad fue estadísticamente significativa con respecto al tiempo y con la 

producción sin estímulo con MSB (*p<0.05) (Fig. 6b).  

 

Figura 7. Inducción de la secreción de mucinasas. a) Comparación de la secreción de 

mucinasas de los trofozoitos de N. fowleri en presencia de 0.1 mg de MSB (carriles 1-4) 

o con medio bactocasitona s/SFB (carriles 5-8). b) Análisis densitométrico de la 

secreción de mucinasas utilizando el software ImageJ. Se realizaron tres ensayos 

independientes y las barras muestras la media de la ± desviación estándar (*p< 0.05). 
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12.5 Inhibición de mucinasas con inhibidores de cisteína y serina proteasas 

 

Una vez determinado que las mucinas secretadas por N. fowleri son inducibles y sustrato 

específico, se realizó la caracterización bioquímica parcial de las proteasas secretadas 

utilizando diferentes tipos de inhibidores de proteasas. Los PS-etanol mostraron 

diferentes niveles de inhibición en presencia de pHMB, E-64, NEM, y IAA comparado 

con el control experimental sin inhibidores (Fig 8a, carril 1). La inhibición de las 

actividades de >250, 94 y 53 kDa fue casi total en presencia de pHMB (Fig 8a, carril 2), 

seguida de E-64 (Fig 8, carril 3) y en menor proporción por NEM e IAA (Fig 8a, carriles 

4-5). En contraste la actividad > 250 KDa fue principalmente susceptible a los 

inhibidores PMSF y aprotinina (Fig 8a, carril 6-7). Adicionalmente, se observó que 

cuando los PS-etanol son incubados con aprotinina se pudo observar una actividad de 80 

kDa (Fig 8a, carril 7). El inhibidor específico de metaloproteasas (1,10-fenantrolina) no 

mostró ningún efecto inhibitorio (Fig 8a, carril 8). Para visualizar el efecto de los 

inhibidores en las bandas de actividad de >250, 94 y 53 kDa se realizó un análisis 

densitométrico el cual confirmó lo previamente descrito en los zimogramas de MSB 

(*p<0.05) (Fig 8b).  

 

Figura 8. Inhibición de la actividad mucinolítica. a) Zimograma de mucina, PS-etanol 

se pre-incubaron con diferentes inhibidores de proteasas: control sin inhibidores (carril 

1); con pHMB (10 mM; carril 2); E-64 (10 µM; carril 3); NEM (5 mM; carril 4); IAA (5 
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µM; carril 5); PMSF (5 mM; carril 6); aprotinina (5 mM; carril 7) y 1,10-fenantrolina 

(10mM; carril 8). b) El análisis densitométrico de la actividad mucinolitica en presencia 

de inhibidores fue realizado con el programa ImageJ y los datos fueron procesados 

utilizando el programa GraphPad Prism. Las barras en negro muestran la actividad de la 

banda de 94 kDa; en gris la actividad de 53 kDa y en blanco la actividad >250 kDa. 

Todas las barras muestran la media  ± desviación estándar (*p < 0.05).  

 

12.6 Identificación de proteínas mucinolíticas por espectrometría de masas  

 

Después de realizar una caracterización parcial de la actividad de 94 kDa y demostrar 

que fue inducible con mucina, se decidió realizar la identificación de esta actividad por 

espectrometría de masas. Para ello se realizó la electroforesis de los PS-etanol y la banda 

de 94 kDa de geles de acrilamida y la actividad del mismo peso de zimogramas de MSB 

fueron analizadas por espectrometría de masas. Los resultados obtenidos mostraron 28 

huellas peptídicas diferentes identificadas a partir del genoma de N. gruberi, las cuales 

se clasificaron en 6 grupos diferentes de acuerdo a su función, tales como son proteínas 

metabólicas (41%), proteasas e hidrolasas (30%), no determinadas (11%), choque 

térmico (7%), señalización (7%) y síntesis (4%). Del grupo de proteasas e hidrolasas se 

seleccionaron 4 proteínas cercanas al peso de 94 kDa. 

 

Tabla 1. Proteasas e hidrolasas identificadas por espectrometría de masas. Se 

muestra el número de acceso, así como los valores de score y cobertura obtenidos del 

análisis. Así mismo el peso molecular (PM) y el punto isoeléctrico (pI) predicho de cada 

proteína. 
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12.7 Purificación parcial de mucinasas por medio de cromatografía de intercambio 

iónico  

 

Con la finalidad de realizar una purificación de las actividades mucinolíticas de N. 

fowleri, los PS-etanol fueron cargados en columnas de intercambio iónico previamente 

equilibradas. Los geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 10% mostraron los perfiles 

proteicos diferenciales de cada fracción eluida con 300, 400 y 500 mM de NaCl (Fig 9a, 

carril 1-3). Así mismo, los zimogramas de gelatina permitieron analizar en un contexto 

general las proteasas presentes en cada fracción (Fig 9b, carril 1-3). La actividad 

mucinolítica evaluada en zimogramas de MSB reveló que la actividad de 94 kDa estaba 

presente en la fracción eluida con 300 mM de NaCl (Fig 9c, carril 1), además los 

resultados mostraron que la actividad >250 kDa eluyó con 400 y 500 mM de NaCl (Fig 

9c, carril 2 y 3).  

 

 

Figura 9. Purificación de la actividad mucinolítica utilizando cromatografía de 

intercambio iónico. Cada fracción eluida obtenidas por cromatografía de intercambio 

iónico fue analizada por (a) SDS-PAGE al 10%, (b) zimograma de gelatina. c) La 

actividad mucinolítica de 94 kDa se observó en el eluido con 300 mM de NaCl (carril 1), 
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mientras que en los eluidos de 400 y 500 mM se observó la actividad >250 kDa (carril 2 

y 3). 

 

12.8 Análisis bidimensional de las proteínas mucinolíticas en N. fowleri 
 

La fracción de la columna de intercambio iónico eluida con 300 mM de NaCl (fracción 

enriquecida con mucinasa, FEM) fue separada por electroforesis bidimensional para 

analizar los perfiles proteicos y proteolíticos. Los resultados 2D SDS-PAGE mostraron 

proteínas en el rango de 100 a 30 kDa con puntos isoeléctricos (pI) entre 4-7 de pH (Fig 

10a). Los zimogramas bidimensionales de gelatina mostraron la presencia de actividades 

de 90, 75 y 53 kDa con pI entre 4.6, 5.0 y 5.2 de pH respectivamente (Fig 10b). El 

análisis bidimensional de la degradación de mucina mostró una única actividad a 75 kDa 

con un pI de 4.5. La actividad mucinolítica fue enviada a espectrometría de masas, sin 

embargo, no fue posible identificar ninguna proteína.  

 

 

Figura 10. Análisis bidimensional de la fracción enriquecida con mucinasa. a) Gel 

bidimensional de acrilamida con la FEM. b) Zimograma bidimensional de gelatina de 

FEM. c) Zimograma bidimensional de MSB de la FEM. Los zimogramas fueron 

activados a pH 7 a 37°C.  
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12.9 Actividad de glicosidasas secretadas por N. fowleri  
 

A partir de la identificación de glicosidasas por espectrometría de masas se procedió a 

evaluar la actividad de estas proteínas utilizando diferentes carbohidratos acoplados al 

grupo 4-nitrofenil como sustrato cromogénico. Los resultados revelaron que tanto el PS-

etanol como la FEM fueron capaces de hidrolizar β-D-galactopiranosido a pH 5 y pH 7 

(Fig 11a). Sin embargo, no se encontró hidrólisis del α-D-galactopiranosido en ninguna 

condición analizada (Fig 11b). De manera interesante, la mayor actividad hidrolítica 

tanto de PS-etanol como la FEM fue encontrada en β-D-glucopiranosido principalmente 

a pH 5 y pH 7 (Fig 11c). Mientras que se encontró una menor hidrólisis cuando se 

utilizó el β-D-mannopiranoside en todos los valores de pH evaluados (Fig 11d). Cuando 

se utilizó el inhibidor pHMB la hidrólisis de β-D-galactopiranosido y β-D-

glucopiranosido fue totalmente inhibida (Fig 11a y c). Sin embargo, la hidrólisis de β-D-

mannopiranosido fue inhibida parcialmente (Fig 11d). La prueba de ANOVA permitió 

realizar el análisis estadístico de cada condición con una *p<0.05. 
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Figura 11. Degradación de sustratos glicosídicos por glicosidasas secretadas de N. 

fowleri. a) Hidrólisis de β-galactopiranosido por PS-etanol (cuadros rellenos) y FEM 

(triángulos rellenos). b) Hidrólisis de α-galactosaminido por PS-etanol (cuadros rellenos) 

y FEM (triángulos rellenos). c) Hidrólisis de β-glucopiranosido por PS-etanol (cuadros 

rellenos) y FEM (triángulos rellenos). Hidrólisis de β-manopiranosido por PS-etanol 

(cuadros rellenos) y FEM (triángulos rellenos). Todos los sustratos con actividad 

hidrolítica fueron analizados con muestras de PS-etanol y FEM pre-tratadas con pHMB 

(10 mM) (cuadros y triángulos vacíos, respectivamente). Todas las actividades fueron 

analizadas a pH 5, 7 y 9 a 37°C y las lecturas fueron determinadas 

espectrofotométricamente a 405 nm. El análisis estadístico de ANOVA de dos vías fue 

reportado como la media ± desviación estándar de tres experimentos independientes, 

*p<0.05. 

 

12.10 Diseño de péptidos de la glicosil hidrolasa y de la dipeptidil aminopeptidasa 

secretadas por N. fowleri 

 
Después del análisis por espectrometría de masas y por ensayos de actividad con 

sustratos específicos y concluir que N. fowleri puede secretar una glicosil hidrolasa 

(GH); se procedió a diseñar péptidos sintéticos contra esta proteína a partir de la 

secuencia obtenida en la base de datos del NCIBI del genoma de N. gruberi con número 

de acceso 284096877 (apéndice). De igual manera se diseñaron péptidos contra la 

dipeptidil aminopeptidasa (DAP) (número de acceso 284082714) (apéndice) debido al 

alto puntaje encontrado por espectrometría de masas.   

El análisis in silico de la GH, reveló que esta hidrolasa contiene el dominio conservado 

de GH31 el cual está asociado con el procesamiento de N-oligosacáridos. Estos 

hallazgos correlacionaron con la degradación de carbohidratos previamente descritos. 

Adicionalmente se realizó la predicción de la estructura tridimensional de cada proteina 

utilizando el software Phyre
2
. El modelamiento 3D que se predijo de la GH fue obtenido 

a partir de la proteína cristalizada alfa/beta hidrolasa de Leptospira interrogans tuvo una 

cobertura del 32% (342 aminoácidos) con una confidencia del 99.6%. Así mismo, 

permitió la identificación de los residuos catalíticos G (678), H (951) y D (922) (Fig 

12a). Mientras que el análisis de la DAP se realizó a partir de la proteína dipeptidil 
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peptidasa 4 de Homo sapiens sapiens donde se encontró una cobertura del 87% (636 

residuos) con una confidencia de 100%, y los residuos catalíticos se encontraron en los 

residuos de S (593), D (675) y H (707) (Fig 12b).  

Una vez determinado el sitio activo y los aminoácidos catalíticos de cada una de las 

proteínas, se realizó el diseño de péptidos para obtener anticuerpos específicos contra la 

GH y la DAP. Las secuencias fueron diseñadas cercanas al sitio activo, y se realizó la 

selección bajo los criterios de hidrofobicidad, flexibilidad, accesibilidad, giro, polaridad, 

superficie expuesta y tendencia antigénica (Tabla 2 y 3, apéndice). Las secuencias de 18 

amino ácidos se encuentran en las posiciones 640-658 para la GH y 600-618 para la 

DAP (Fig 12c y d).  

Los títulos de los anticuerpos cuantificados por el método de ELISA fueron encontrados 

en diluciones de 1: 64,000 y 1: 32,000 para la GH y la DAP, respectivamente (Fig 13 a y 

b).  

 

 

Figura 12. Predicción 3D de las proteínas mucinolíticas e identificación de las 

regiones inmunogénicas. a) Predicción 3D de la GH y b) de la DAP donde se observan 

los aminoácidos catalíticos de ambas proteínas. c y d) Estructura 3D donde se observa la 
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región de la secuencia peptídica seleccionada para la producción de péptidos sintéticos 

contra la GH  y la DAP . 

 

Figura 13. Titulación de anticuerpos generados contra la GH y la DAP. a) Método 

de ELISA utilizando los PS-etanol como antígenos para realizar la titulación de los 

anticuerpos contra la GH y la DAP generados en conejo. b) Los títulos fueron graficados 

en base a la dilución y la absorbancia obtenida a 490 nm por medio de un 

espectrofotómetro (Epoch, Take3). 

 

12.11 Deteccion de la GH y de la DAP en N. fowleri 

 

Para detectar la presencia y localización de la GH y la DAP en N. fowleri, se realizaron 

ensayos de Wb e immnofluorescencia indirecta utilizando los anticuerpos obtenidos de 

conejo. Los ensayos de Wb de la FEM permitieron la identificacion de una proteína de 

94 kDa en condiciones no reductoras tanto por los anticuerpos contra la GH como la 

DAP (Fig 14a y b). Mientras que cuando las muestras de la fracción purificada de 94 

kDa fue tratada en condiciones reductoras se observó la detección de una proteína de 

aproximadamente 75 kDa cuando se utilizaron los anticuerpos contra la GH (Fig 14a). 

De manera similar cuando se utilizaron los anticuerpos anti-DAP en las muestras en 

condiciones reductoras se observó una banda de aproximadamente 50 kDa (Fig 14b). 
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Por otro lado, el uso de los sueros pre-inmunes (SPI) no reveló la presencia de alguna 

banda (Fig 14a y b). 

La localización de la GH y la DAP en los trofozoítos de N. fowleri nos permitió observar 

que ambas proteínas se localizaron tanto a nivel de citoplasma como en la membrana 

plasmática. La localización a nivel de membrana fue observada cuando los anticuerpos 

anti-GH y DAP fueron utilizados en trofozoítos no permeabilizados con Triton X-100 

(Fig 15a). La deteccion citoplasmática de la GH y la DAP en N. fowleri fue observada 

cuando la immunolocalización  se realizó en amibas permeabilizadas con Triton X-100 

(Fig 15b). El SPI fue utilizado como control experimental el cual no mostró ninguna 

detección en los trofozoítos de N. fowleri.  

 

 
Figura 14. Detección de la GH y DAP en la FEM de N. fowleri. Ensayos de Wb 

utilizando la fracción purificada de 94 kDa. a) Los anticuerpos contra la GH detectaron 

una proteína de 94 kDa en condiciones no reductoras (NR) y una banda de 75 kDa 

cuando la fracción purificada de 94 kDa fue tratada en condiciones reductoras (R). b) 
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Los anticuerpos contra la DAP detectaron una proteína de 94 kDa en condiciones no 

reductoras (NR) y una banda de 50 kDa cuando la fracción purificada de 94 kDa fue 

tratada en condiciones reductoras (R). Los sueros pre-inmunes (SPI) de los conejos 

fueron utilizados como control. Los ensayos fueron revelados con un kit de luminol. 

 

 

  

 

Figura 15. Inmunolocalización de la GH y DAP en los trofozoítos de N. fowleri. a). 

Localización de la GH y la DAP en trofozoítos no permeabilizados. b). Localización de 

la GH y la DAP en trofozoítos permeabilizados con Tritón X-100 (0.2%). Para observar 

la detección de la GH y de la DAP se utilizaron anticuerpos secundarios acoplados a 

FITC y los núcleos fueron teñidos con ioduro de propidio (0.001%). El SPI fue utilizado 

como control. Las imágenes fueron obtenidas en un microscopio confocal (Carl Zeiss, 

LMS 700). 60X. 
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12.12 Inhibición del efecto citopático inducido por trofozoítos de N. fowleri 

utilizando anticuerpos contra la GH y la DAP 

 

Para determinar si la GH y la DAP de N. fowleri tenían un papel importante en el efecto 

citopático sobre las células mucoepiteliales humanas, se utilizaron los anticuerpos específicos 

contra estas proteínas para bloquear su actividad. Las trofozoítos fueron co-incubados con las 

células NCI-H292 en presencia de los anticuerpos contra la GH o DAP y el efecto citopático 

fue analizado cuantificando la muerte celular por epifluorescencia. Los resultados revelaron 

que el daño celular disminuyó drásticamente en todos los tiempos evaluados en presencia de 

los anticuerpos contra la GH o la DAP, comparado con el daño de N. fowleri sin anticuerpos 

o en presencia del SPI (Fig 16a). Como control positivo se utilizaron las células NCI-H292 

tratadas con Tritón-X100, mientras que como control negativo se observó la fluorescencia 

mínima de células sin trofozoítos. El efecto inhibitorio de los anticuerpos fue confirmado 

cuando se realizó el análisis de la intensidad media de fluorescencia (IMF). Para el análisis 

estadístico se utilizó la IMF de las células sin trofozoítos; el análisis estadístico reveló que 

tanto el anticuerpo contra la GH como contra la DAP fueron capaces de reducir el daño a las 

células expresado como una menor IMF; sin embargo, los resultados muestran que cuando la 

GH es bloqueada, el efecto de protección a las células es mayor comparado con lo observado 

para la DAP (*p<0.001) (Fig 16b) y con el SPI utilizado como control de especificidad. 
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Figura 16. Protección del efecto citopático inducido por N. fowleri en presencia de 

anticuerpos contra la GH o contra la DAP. a) Los trofozoítos de N. fowleri fueron 

incubados con las células NCI-H292 durante 1, 3 y 6 h en presencia o ausencia de 

anticuerpos contra la GH o la DAP (1.5 µg/ml). Como control positivo de fluorescencia se 

utilizaron células NCI-H292 tratadas con Triton-X100; como control negativo se utilizaron 

células sin trofozoítos. Como control de anticuerpo se utilizó el SPI en presencia de N. 

fowleri. La viabilidad celular fue evaluada por SYTOX-green, el cual marca células muertas. 

Las imágenes fueron obtenidas en un microscopio de fluorescencia invertido Nikon (eclipse 

Ti-U). 20X. b. La cuantificación de la IMF de los núcleos fue realizada con el software 

ImageJ. El análisis estadístico se realizó en base a tres experimentos independientes; todas las 

barras muestran la desviación estándar y la significancia estadística de inhibición *p<0.001.  
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12.13 Inhibición de la degradación de la mucina MUC5AC utilizando anticuerpos 

contra la GH y la DAP 

 

Para demostrar que la GH y la DAP tienen un efecto directo sobre la mucina MUC5AC, se 

realizaron ensayos de Dot blot de la interacción de la FEM con la mucina humana en 

presencia de los anticuerpos contra GH o DAP. Los resultados mostraron que los Dots 

revelados contra la MUC5AC sin anticuerpos, mantenía una detección uniforme de la mucina 

(Fig 17a, dot 1). Como control positivo se observó que la incubación de la mucina con PK 

causaba la degradación total de la mucina (Fig 17a, dot 2). También, la FEM de N. fowleri 

causó la degradación de MUC5AC (Fig 17a, dot 3); sin embargo, la degradación fue inhibida 

por el pHMB (Fig 17a, dot 4) y por los anticuerpos anti-GH (Fig 17a, dot 5) y anti-DAP (Fig 

17a, dot 6). El control de anticuerpo contra MUC5AC reveló un ligero reconocimiento de las 

moléculas de N. fowleri (Fig 17a, dot 7). El análisis densitométrico demostró que la 

inhibición por los anticuerpos fue estadísticamente significativa *p<0.05 (Fig 17b). 

  

Figura 17.  Inhibición de la degradación de MUC5AC utilizando anticuerpos 

contra la GH y la DAP. a) Detección de MUC5AC en sobrenadantes de células NCI-

H292 (dot 1), MUC5AC incubado con PK (dot 2), MUC5AC incubado con la FEM (dot 

3), MUC5AC incubado con la FEM y pHMB (dot 4), MUC5AC incubado con la FEM y 
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los anticuerpos anti-GH (dot 5), MUC5AC incubado con la FEM y anticuerpos anti-

DAP (dot 6), control PS-etanol sin mucina (dot 7). Análisis densitométrico de la 

degradación de los ensayos de dot-blot del panel a, realizado con el software ImageJ. 

Todas las barras muestran la desviación estándar y la significancia estadística de 

inhibición *p<0.001.  

 

12.14 Anticuerpos anti-GH y/o DAP retrasan la mortalidad de la MAP 
experimental  

Para analizar si la GH y la DAP tienen un papel importante en la MAP experimental por  

N. fowleri, se instilaron ratones de la cepa Balb/c con trofozoítos pre-incubados con 

anticuerpos anti-GH y/o DAP y se evaluó el porcentaje de sobrevivencia de los roedores. 

Los resultados mostraron que todos los ratones instilados con N. fowleri murieron el día 

7, mientras que el grupo no infectado mostró un 100% de sobrevivencia hasta 

finalizados los experimentos. Sin embargo, los ratones instilados con trofozoítos tratados 

con anticuerpos anti-GH mostraron una mortalidad del 50% en el día 7 y el 50 % 

restante murieron el día 17. Mientras que los animales instilados con trofozoítos tratados 

con anticuerpos anti-DAP mostraron una mortalidad del 50% en el día 7, el 40% restante 

murieron el día 8 y finalmente el 10% restante en el décimo día. El grupo de animales 

instilados con trofozoítos tratados con anticuerpos anti-GH y DAP se extendió la 

sobrevivencia del 50 % de los animales hasta el día 16 post-infección, *p<0.001 (Fig 

18).  
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Figura 18. Anticuerpos anti-GH y/o anti-DAP retrasan la mortalidad de los ratones 

inducidos a MAP. Ratones instilados con 12x10
4
 trofozoítos de N. fowleri muestran un 

100% de mortalidad al séptimo día post-infección. Ratones no infectados mostraron una 

sobrevivencia del 100%. Los animales instilados con amibas pre-incubadas con anti-GH 

mostraron un retraso en la mortalidad de 10 días y los ratones instilados con amibas pre-

incubadas con anti-DAP mostraron un retraso en la mortalidad de 3 días. Los roedores 

instilados con amibas pre-incubadas simultáneamente con anti-GH y anti-DAP 

mostraron un retraso de 9 días comparado con los ratones instilados con trofozoítos, 

pero sin anticuerpos. La curva de sobrevivencia fue realizada con la prueba de log-rank 

(p< 0.001), utilizando el software GraphPad Prism (n=6, por grupo).  
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13. DISCUSIÓN 

El moco es secretado por las células caliciformes y las glándulas serosas y mucosas presentes 

en las diferentes capas de las mucosas; su función es la de proteger contra la entrada e 

invasión de agentes extraños que incluyen partículas del ambiente, toxinas y patógenos [119]. 

El moco nasal está constituido por agua, lisozima, lactoferrina, complemento, IgA e IgM de 

secreción y mucinas (glicoproteínas). Las glicoproteínas constituyen alrededor del 80 % del 

peso seco del moco. Las mucinas tienen un alto contenido de cadenas de carbohidratos 

anclados al núcleo de la proteína por medio de enlaces O-glicosídicos, mientras que las 

regiones NH2 y COO
- 

están pobremente glicosiladas. [120]. Cuando las propiedades 

intrínsecas del moco son alteradas, la función de lubricación y protección contra las 

infecciones se vuelve ineficiente [121-123]. Tal es el caso de la alteración del moco vaginal, 

donde se ha observado que existe una correlación directa entre la disminución de la 

viscosidad del moco con las infecciones por bacterias, incrementando así el riesgo a 

infecciones por VIH y otras enfermedades  [123, 124]. De igual manera, la correcta secreción 

del  moco nasal se ve comprometida bajo diferentes condiciones como es la fibrosis quística, 

rinosinusitis crónica e infecciones por microorganismos patógenos [125, 126].  
Es bien conocido que los microorganismos patógenos deben ser capaces de colonizar de 

manera exitosa los tejidos del hospedero para poder asegurar su sobrevivencia y 

multiplicación. Durante su invasión estos microorganismos utilizan diversas estrategias como 

la secreción de proteasas que les permite pasar a través de los tejidos, así como para degradar 

componentes de la respuesta inmune innata. Se ha reportado que tanto bacterias como virus 

contienen proteasas y otras enzimas hidrolíticas que han sido asociadas con la degradación de 

moco durante su proceso de invasión [126, 127]. Este tipo de moléculas capaces de degradar 

moco también han sido reportadas en el grupo de protozoarios que interaccionan 

directamente con el moco [111]. 
N. fowleri es un protozoario patógeno que entra por la cavidad nasal y se ha observado que es 

capaz de evadir las respuestas inmunes causando la MAP, la cual es una enfermedad aguda y 

fulminante [128]. Los estudios de la MAP experimental han permitido analizar que durante 

los eventos tempranos de la enfermedad, los trofozoítos de N. fowleri son rodeados por una 

gran cantidad de moco y una fuerte reacción inflamatoria conformada principalmente por 

neutrófilos [58]. Sin embargo, los trofozoítos son capaces de evadir esta respuesta inmune 
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innata ya que los eventos histopatológicos muestran que los trofozoítos son capaces de 

continuar la invasión hasta alcanzar los bulbos olfatorios y causar la muerte a los ratones el 

séptimo día post-infección [57]. Diversos mecanismos de patogenicidad han sido 

identificados in vitro que pudieran correlacionar con la habilidad de N. fowleri de evadir la 

respuesta inmune [67, 72, 99, 129].   

En el 2008, nuestro grupo de investigación reportó una mucinasa de 37 kDa presente en los 

extractos totales amibianos de N. fowleri; sin embargo, no se identificó ni caracterizó esta 

actividad mucinolítica [59]. Por lo que en este trabajo analizamos si este patógeno es capaz 

de secretar mucinasas, así mismo identificar, caracterizar y determinar este tipo de proteínas 

mucinolíticas y evaluar su probable participación en los mecanismos de daño de N. fowleri. 

Para la detección de la actividad mucinolítica en los PS de N. fowleri, las muestras fueron 

tratadas con (NH4)2SO4 o etanol absoluto. Se realizaron zimogramas de gelatina y MSB con 

la finalidad de comparar los perfiles proteolíticos y demostrar la degradación específica del 

sustrato.  

La precipitación con el gradiente discontinuo de (NH4)2SO4 nos permitió obtener las 

fracciones con actividad mucinolítica de los PS de N. fowleri. [59]. Es importante mencionar 

que por medio de esta estrategia experimental se pudo determinar la actividad mucinolítica. 

Sin embargo, el (NH4)2SO4 interfirió en la cuantificación de proteínas, incluso después de 

que se realizó la diálisis de la sal en las muestras; es posible que remanentes de (NH4)2SO4 

pudieron interferir en el estudio, ya que se ha reportado que la presencia de sales el 

(NH4)2SO4 puede afectar la actividad de proteasas [130]. Por otro lado, la utilización de 

etanol nos permitió precipitar en un solo paso, todas las proteínas presentes en los PS 

incluidas aquellas con actividad mucinolítica. Este tipo de tratamiento ha sido previamente 

reportado tanto en bacterias como amibas de vida libre para el estudio de proteasas [116, 131, 

132]. Los PS-etanol mostraron tres actividades mucinolíticas  a >250, 94 y 53 kDa según el 

pH evaluado y activado a 37°C. Los valores de pH fueron seleccionados en función al pH 

reportado en las diferentes regiones de la cavidad nasal [133], además de que nos permitió 

realizar la caracterización bioquímica parcial de las proteasas en N. fowleri, ya que se sabe 

que el pH tiene un papel importante en la actividad de proteasas en las amibas y en otros 

microorganismos [71, 134]. Con todo lo anterior determinamos que la mejor estrategia para 

estudiar las mucinasas secretadas fue la precipitación con etanol. Por otra parte, las 
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actividades mucinoliticas también fueron analizadas en los ETA de N. fowleri demostrando 

así las diferencias en los perfiles de proteasas y mucinasas presentes en los PS y en los ETA. 

Además, se determinó que las actividades mucinolíticas actuaban de manera específica sobre 

la mucina (MSB), ya que al realizar geles co-polimerizados con otras proteínas con las que 

pudiera interaccionar N. fowleri en el proceso de invasión se encontró que estas actividades 

de >250, 94 y 53 kDa presentes en mucina como sustrato no estaban participando en la 

degradación de las proteínas asociadas a hierro, tales como son holo-lactoferrina humana y 

bovina (h-hLf, h-bLf), hemoglobina humana, holo-transferrina humana y ferritina equina 

(eqF) [116].  Además, se pudo demostrar que al menos una de las mucinasas secretadas (94 

kDa) era inducible con mucina. Un fenómeno similar ha sido reportado en E. histolytica 

donde la secreción de cisteína proteasas (CP1 y CP5) se estimuló y aumentó cuando los 

trofozoítos se interaccionaron con la mucina porcina, sugiriendo que la composición de las 

mucinas es importante en la inducción de las proteasas [117]; es probable que la inducción de 

la mucinasas  ocurra cuando N. fowleri entra por la vía nasal e interaccione con el moco. Por 

otro lado, es posible que las condiciones de estrés sin suero participen de manera importante 

en la producción de mucinasas de >250 y 53 kDa.  

Al realizar la caracterización bioquímica parcial se observó que el principal tipo  de proteasas 

de secreción presentes en N. fowleri son cisteína y en menor proporción serina y 

metaloproteasas [71, 80, 99, 135]. Estos datos correlacionaron con antecedentes reportados 

por nuestro grupo de trabajo en el que los inhibidores de cisteína y serina proteasa fueron 

capaces de inhibir de manera diferencial la actividad proteolítica [71]. En nuestros ensayos 

encontramos que los inhibidores de cisteína proteasas inhibieron principalmente a la 

actividad de 94 kDa en particular el pHMB; mientras que los inhibidores de serina proteasas 

actuaron sobre la actividad de >250 kDa. En cuanto al inhibidor pHMB se sabe que actúa de 

manera directa sobre los grupos tiol y los residuos catalíticos de las proteasas y de las 

glicosidasas [130, 136]. Con estos resultados se demostró importantemente que más de un 

tipo de enzimas mucinolíticas son secretadas por N. fowleri. 

Después de realizar la caracterización bioquímica parcial, así como de demostrar la 

especificidad del sustrato y determinar que la secreción de la mucinasa de 94 kDa fue 

inducible, nuestros estudios se enfocaron en identificar y semi-purificar esta mucinasa.  La 

identificación de esta proteasa de 94 kDa por espectrometría de masas arrojó al menos 28 
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huellas peptídicas diferentes a partir del genoma de N. gruberi [21]. Entre las proteínas 

identificadas se encontró la presencia de glicosidasas (GH) y de una DAP. Con la finalidad de 

realizar una purificación parcial de las moléculas con actividad mucinolítica, se utilizaron 

columnas de intercambio iónico. Esta estrategia experimental de purificación de proteasas por 

intercambio iónico fue previamente reportada en N. fowleri, los autores utilizaron los 

productos de secreción de la amiba los cuales fueron separados por estas columnas acopladas 

a un sistema de cromatografía líquida de proteínas (FPLC); de esta manera los autores 

lograron purificar proteasas de  aproximadamente 60 y 30 kDa. Sin embargo, no se determinó 

la actividad sobre algún sustrato específico [99, 137]. Nuestros resultados mostraron que la 

actividad mucinolítica de 94 kDa de los PS-etanol tienen propiedades de fuerza iónica bajas 

pues eluyeron con una concentración de 300 mM de NaCl, esta fuerza iónica se correlaciona 

con lo encontrado en los resultados de precipitación con (NH4)2SO4 y con los zimogramas 

bidimensionales donde el pH de la única actividad mucinolítica se encontró a un pH ácido 

(4.5). La banda >250 kDa por su parte mostró una fuerza iónica elevada que de igual manera 

correlacionó con los ensayos de precipitación con (NH4)2SO4. Sin embargo, las bandas de 

>250 y 53 kDa no se observaron en los geles bidimensionales, estos resultados pueden 

deberse al procesamiento de las muestras que se requiere para la electroforesis 2D [130]. 

Existen reportes que tanto las glicosidasas, como las cisteína proteasas son capaces de 

participar en la degradación de mucinas [138]. Por ejemplo en E. histolytica las cisteína 

proteasas, sialidasas, α-glucosidasa y β-N-acetilhexosaminasa han sido asociadas con las 

alteraciones de la red polimérica de la mucina 2 (MUC2) [97, 115, 139]. De igual manera, en 

los productos de secreción de Fasciola hepatica se encontró la presencia de glicosidasas que 

son capaces de degradar mucina ovina en un sistema in vitro [138]. Estudios de mediados de 

los 80´s encontraron actividades de glicosidasas en ETA de N. fowleri tales como la β-D-

glucosidasa, β-D-galactosidasa, α-D-glucosidasa, β-fucosidasa, α-mannosidasa, y 

arilsulfatasa A [137, 140, 141]; sin embargo, la secreción y función de este tipo de moléculas 

no había sido demostrada. Dichas actividades fueron confirmadas cuando los SP-etanol y la 

FEM fueron probados con los diferentes sustratos asociados a diferentes carbohidratos 

utilizados en presencia y ausencia de pHMB [130, 136]. El uso de estos carbohidratos fue el 

adecuado pues se sabe que en las mucinas las glicosiltransferasas son las encargadas de 

transferir los N-acetilgalactosaminidos a los aminoácidos de Ser y Thr, los cuales continúan 
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alargándose por la adición de galactosa, N-acetilglucosamina, fucosa y ácido N-acetil 

neuramínico [142]. De igual manera ha sido reportada la adición de carbohidratos tipo 

manosa en los residuos de triptófano en las mucinas MUC5AC y MUC5B [143]; es 

importante mencionar que todos los carbohidratos antes mencionados también están presente 

en la MSB [144-146]. Como ya se mencionó anteriormente, las mucinas tienen un alto 

contenido de carbohidratos que protegen a la proteína de la degradación; sin embargo, las 

regiones amino y carboxilo terminal no contienen esta protección por lo cual son sitios 

susceptibles a la actividad de proteasas, en particular aquellas que cortan en estas regiones 

como son las aminopeptidasas. Por esta razón nosotros no descartamos que esta proteína 

participe en la degradación del moco en el presente estudio. En estudios previos la DPA ya 

había sido reportada en los productos de secreción de N. fowleri, los autores demostraron la 

actividad por medio del sustrato leucil naftilamida y como inhibidor de la actividad el pHMB. 

Sin embargo, la función y caracterización molecular de esta proteasa no fue analizada [147]; 

cabe mencionar que existen escasos reportes de la actividad mucinolítica dadas por las DAP 

[148]. A pesar de que nosotros no utilizamos sustratos específicos para demostrar la actividad 

de la DAP, los resultados de espectrometría de masas y la inhibición con pHMB nos sugieren 

su participación en la degradación de mucina. 

Para demostrar que la participación de las GH y la DAP secretadas por N. fowleri pueden 

causar alteraciones en la reología del moco, diseñamos los péptidos sintéticos para obtener 

anticuerpos policlonales monoespecíficos contra la GH y la DAP. Antes de utilizar los 

anticuerpos para bloquear la actividad de la GH y la DAP, se realizó una detección de la GH 

y la DAP tanto en la FEM como en los trofozoítos completos. Los anticuerpos contra la GH y 

la DAP reconocieron una proteína de 94 kDa en la FEM que corresponde al peso encontrado 

en la actividad mucinolítica. Sin embargo, cuando las muestras fueron tratadas en 

condiciones reductoras y con calor, el reconocimiento de la GH por los anticuerpos se 

encontró en un peso de 75 kDa lo cual pudiera correlacionar con lo encontrado en la actividad 

mucinolítica de los geles 2D. Mientras que los anticuerpos anti-DAP reconocieron una 

proteína de 53 kDa en la FEM tratadas en condiciones reductoras y con calor. Por lo que es 

posible que durante los ensayos de zimogramas se formen complejos proteicos que no 

permitan la migración correcta de las proteínas [99]. La localización celular de ambas 

proteínas mostró una distribución citoplasmática y también a nivel de membrana celular, 
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aunque la vía de secreción y transporte de estas proteínas no fue abordado en el presente 

proyecto, sería muy importante estudiar el mecanismo de secreción de estas proteasas. Sin 

embargo, en el presente trabajo se realizó un análisis in sílico utilizando el software SignalIP 

[149] y el software SecretomeP [150] para localizar si la GH y la DAP contenían un péptido 

señal que nos pudieran brindar información de cómo se secretan estas proteínas. Se determinó 

que la GH no contiene un péptido señal típico de eucariontes pero podría estar siendo 

secretada por un sistema no clásico similar a las proteínas en bacterias (Sec-score 0.59) [151]. 

Mientras que el análisis de la DAP mostró la presencia de un péptido señal (NN-score 0.723) 

típico de eucariontes por lo que de esta manera pudiera ser transportada a la membrana 

citoplásmatica y en consecuencia ser secretada [149]. Sin embargo, es necesario realizar otro 

tipo de experimentos para determinar la vía de secreción de estas moléculas mucinolíticas. 

Una vez obtenidos los anticuerpos producidos en conejo estos fueron utilizados para 

determinar la capacidad de bloquear la actividad de la GH y la DAP debido a que se 

diseñaron contra una secuencia cercana al sitio activo. Así mismo, las concentraciones 

inhibitorias de los anticuerpos anti-GH y anti-DAP fueron obtenidas a partir del análisis de la 

capacidad de aglutinar trofozoítos de N. fowleri, la concentración mínima inhibitoria para 

ambos anticuerpos fue de 1.5 µg/ml. La concentración determinada está dentro de los valores 

basales de las inmunoglobulinas humanas IgG (1.75 mg/ml) e IgM (30.22 mg/ml) en el suero 

[152, 153]. El uso de anticuerpos con la finalidad de bloquear la actividad proteolítica y 

glicolíticas ha sido reportado en otros sistemas biológicos como en las bacterias [154-156]. El 

uso de los anticuerpos como herramienta para ser utilizados en los ensayos de inhibición, nos 

permitió demostrar que la GH y la DAP pueden participar como un mecanismo de evasión o 

daño, lo cual se valoró por la disminución en la viabilidad de las células mucoepiteliales, 

como en la degradación de la mucina MUC5AC; sin embargo, no se observó una inhibición 

total de la degradación de MUC5AC, por lo que es posible que otras proteasas o glicosidasas 

participen en la degradación de MUC5AC [99, 116, 135].  

Otro de los aspectos relevantes analizados en este estudio, fue el de determinar la 

participación de la GH y la DAP en la MAP experimental. Los resultados mostraron que 

principalmente la GH tiene un papel importante en la sobrevivencia de los animales, ya que 

los ratones instilados con trofozoítos de N. fowleri pre-incubados con los anticuerpos anti-GH 

mostraron un retraso de 10 días en la mortalidad del 50% de los roedores estudiados. El 
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bloqueo de la GH y la DAP simultáneamente demostró que solo 50 % de los animales 

sobrepasaron los 11 días en la mortalidad de los ratones, comparado con los animales 

instilados con trofozoítos no tratados  por lo que el fenómeno de protección está más 

directamente asociado con el efecto de la GH. La muerte subsecuente de los animales 

probablemente se deba a la capacidad de N. fowleri de internalizar y degradar a los 

anticuerpos  [157]. Finalmente, con todos los resultados obtenidos en el presente proyecto 

podemos concluir que N. fowleri presenta proteasas de secreción de tipo mucinolítico, que 

fueron enriquecidas y caracterizadas bioquímicamente. La actividad de GH y DAP mostraron 

tener participación en la virulencia de N. fowleri tanto in vitro e in vivo; por lo que es muy 

probable que estas actividades puedan tener un papel importante en fenómenos de daño en las 

etapas tempranas de la MAP. Con todos estos datos podemos además se pudiera considerar a 

las proteasas y glicosidasas secretadas como posibles candidatos para pruebas diagnósticas o 

bien para ser utilizados como blancos más específicos para el tratamiento de la MAP. 

 

14. CONCLUSIÓN 

 

Las glicosidasas y proteasas secretadas por N. fowleri inducen la degradación de la mucina 

MUC5AC, lo que en consecuencia podría causar alteraciones en la reología del moco que 

permiten a los trofozoítos evadir la respuesta inmune innata durante las etapas tempranas de 

la infección.  
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15. PERSPECTIVAS 

 

� Realizar explantes de narinas de ratón para valorar la participación de la GH y la DAP 

en la degradación de MUC5AC in situ 

� Analizar la vía se secreción de la GH y la DAP  

� Obtener la secuencia de los genes para la GH y la DAP para obtener la proteína 

recombinante para silenciar la expresión de proteínas en N. fowleri 

� Purificar la GH y la DAP con columnas de afinidad para procesar las muestras hasta 

obtener los cristales de las proteínas 

� Realizar ensayos tipo ELISA a partir de suero y/o líquido cefalorraquídeo para 

determinar si la GH y la DAP pueden servir como biomarcadores para diagnóstico 

durante una infección por N. fowleri. 

� Determinar y localizar a GH y la DAP en trofozoítos de N. gruberi 
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174.  

175. ANEXOS 

Secuencia de la GH 
>gi|284096877|gb|EFC50504.1| glycoside hydrolase [Naegleria gruberi] 
MPAGAWIMNKLYTLGNGFYDMTMTKQSDRVKYKYEKKMKQVEKFVSEDGAIKSHSIDQKKVII

TFDNSRLTLRCIDNIVWKVSFMPKESVEYPSLVVSDDALNFVNIIVDEENEDFITFKPADSALTKLK

LNKKNLSIDILTQFTNDQYTTAFSNIKVATRPKDEQATNISFGYNVSTVKSVSNDWFGLGEKSNSV

KKNGKKYLFWNWDSFAYQSETDPLYQSIPFGIVSSKFEIDQGKTERRFNGIFIDNYGMQQWDLTS

EEHFSANLESFPCNVYFMANNAKTPFNISKTYEQLTGANPMVPLWVLGYHQCRWSYYPDTQVK

EIAQEFLDRDIPCDVIYLDIDYMDGYRDFTWSKTDFPNPRELLKWLHERKFKVVTILDPGVKVDS

NYDVYKTGVEGNHFCAYPNGKLYEGVVWPGATHMPSYTSEPVRKWWADWYKGLIEDGVDGF

WNDMNCPSVKVNPIEAGTMDDNVLQVMDAPYPSPQMHKDIHNFYGSSMAIASREGIEKFQRPLN

RRSFLFARACFAGIQKHAGSWSGDNMSTFEHLAISLRLLMGQSICGQLMVGADIGGFRWNCFPEL

YARWIAFGSIFYPYCRSHTDKFTIQQEPWSFGEQVEAISKKFIKLRYQLMPYLYTASVLHSKRSMP

MIRPLFYDFSSDEECYNQEWLDTQGMIGNALMVAPILHEKQTSRKVYLPKLEEEKWYDFFNPAN

SYEGGQVITVEAPLDHLPVFVKGGSVIPMRQTHAQSVYDLHLVDLTFKSFGSIVTSQQNYLYLDD

GISLDYENGLYGFYQIEDANGTLKLLEGNGFPTRLEIGKDFENLEQFTAKFY 

 

Secuencia de la DP 
>gi|284082714|gb|EFC36427.1| predicted protein [Naegleria gruberi] 
MKVLFALLVVLLSAVLVLGGNIPVNSTKYSASSTDAPVLTIRDVQELQKVSGASVSVDGRYAVY

SVKQWSSKTGKSTSVLELLEIQSGKIIRFKEGSNDFSPKFTPDGQFILFLSTSRGSANSPQLYSVPVN

GDESQIARLTDYDVPIESYKISKSVNNGVFYIAFSAKVYTSCKNRNELLSCSKQLNDEWENKGSN

TGYVYTKLFVRHWDYYITEGKVSHVLLQKVKVGSSLSLIDQPWDTMFGMDSDSPIPPFGGEEQY

DISKTGRYVAINLEINSHRVAWTTGWKIYVADVYGYNTQSGPISTSELKKITGFTEARTQNPTFSP

FQDEVLAYLAMTKPGHESDNLHVNMYNILTDRTNQSIQSQSLDRSIGDIVWFDASHLIIGYSNDG

ANVLSLLDISTGFNGTVTPITNEGHSGSVVVVSPGVSAIFSFDSYIKPSELCLLKRSGSNHFGMAYL

TDHNPHLAVFNLAKPEKQYFIGALGERVQAWVFKPTNFNSGKKYKVANLIHGGPESSFTDSWSY

RWNPQLFASQGYAVIMINFHGSDGFGLKFKESILGNWGSYPYEDITKGTDFLISTNSFMDGNSMC

ALGASFGGFSVNWLLGHNENNRFKCFVTHDGLSELVSSYYSTDELWFPEAEYQGTPFTNSEHYQ

KFNPINHVTKWKTPTLVIHGGKDFRLPIAQGLTVFTALQRQGVPSKMIVFPEENHWVLKPQNSML

WYDTVLDWLATWLGQ 

 

 

 

 

Tabla 2.- Secuencias antigénicas predichas para la GH y sus criterios de selección  

Rank Sequence Start position Score 

1 GFPTRLEIGKDFENLEQF 804 (A, P) 0.90 

1 KRSMPMIRPLFYDFSSDE 641 (SC)(H, F, A, P)* 0.90 

2 LTSEEHFSANLESFPCNV 259 0.89 

3 TFDNSRLTLRCIDNIVWK 64 0.87 

3 QLMVGADIGGFRWNCFPE 561 (SA) (NI) 0.87 

3 GIQKHAGSWSGDNMSTFE 527 (SA) (H, F)* 0.87 
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3 PGATHMPSYTSEPVRKWW 418 0.87 

4 TQGMIGNALMVAPILHEK 
668 (G: SC) (H, F, A, ES, P, 

TA)* 
0.86 

4 ANPMVPLWVLGYHQCRWS 299 0.86 

5 LAISLRLLMGQSICGQLM 546 (SA) (TA) 0.85 

5 RPLNRRSFLFARACFAGI 511 (SA) (A) 0.85 

5 WYKGLIEDGVDGFWNDMN 438 (SA) (NI) 0.85 

 

Tabla 3.- Secuencias antigénicas predichas para la DAP y sus criterios de selección  
 

Rank Sequence Start position Score 

1 NWLLGHNENNRFKCFVTH 600 (H,F,A)* 0.87 

1 WENKGSNTGYVYTKLFVR 191 (H,F,A,P,ES,TA) 0.87 

2 GKSTSVLELLEIQSGKII 74 0.86 

2 FQDEVLAYLAMTKPGHES 328 (H,F,A,T,P) 0.86 

2 FTEARTQNPTFSPFQDEV 315 0.86 

2 SCKNRNELLSCSKQLNDE 173 0.86 

3 TDSWSYRWNPQLFASQGY 518 (H,F,A) 0.85 

3 ANLIHGGPESSFTDSWSY 506 0.85 

 

SC, sitio catalítico; SA, sitio activo; I, inmunogénico; NI, no inmunogénico; 

H, hidrofobicidad; F, flexibilidad; A, accesibilidad; T, giro; P, polaridad; ES, exposición 

superficial; TA, tendencia antigénica.  
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