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RESUMEN 

 

La meningoencefalitis amebiana primaria (PAM) es una enfermedad de amplia 

distribución a nivel mundial, con un porcentaje mayor de casos en climas tropicales.  

PAM es causada por una ameba de vida libre del genero Naegleria, de la cual han 

descrito 47 especies1, dos de estas especies son agentes causales de 

enfermedades en animales experimentales; mientras que solo una especie, 

Naegleria fowleri, es patógeno en los humanos. No existe un mecanismo de control 

para Naegleria fowleri, ya que se considera como una enfermedad poco frecuente. 

El análisis de proteínas actualmente se ha convertido en un principio fundamental 

para el estudio de posibles blancos terapéuticos que permitan la realización de 

vacunas que tengan un amplio rango de inmunización, y el conocimiento de las 

funciones de las proteínas. En el caso de Naegleria fowleri se han identificado 

factores de patogenicidad como las proteínas Catepsina B (NfCPB) y Catepsina B-

L (NfCPB-L), primordiales en actividades proteolíticas sobre las Inmunoglobulinas, 

fibronectina, hemoglobina y albúmina, reconocimiento y anclaje celular.13 

El objetivo de esta investigación fue proponer mediante el análisis bioinformático la 

estructura tridimensional de las proteínas NfCPB y NfCPB-L de Naegleria fowleri 

logrando así inferir las regiones funcionales asociadas importantes para su 

antigenicidad e inmunogenicidad. Para el análisis de la estructura primaria se 

determinaron las propiedades fisicoquímicas, el índice de hidrofobicidad y las 

regiones transmembranales. Para la estructura secundaria, se realizó un consenso 
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con seis algoritmos disponibles en el servidor NSP@. La aproximación de la 

estructura terciaria de la proteína se realizó por el programa I-TASSER y el 

modelamiento tridimensional se visualizó a través del servidor Swiss-Pdb Viewer 

4.1.0, la validación del modelo se llevó a cabo por la gráfica de Ramachandran 

basándose en la distribución de ángulos de los aminoácidos que componen el 

modelo obtenido.  

Como resultado final de la investigación se obtuvieron dos modelos 3D consistentes, 

y una aproximación a la función de las proteínas NfCPB y NfCPB-L.  

 

Palabras clave: bioinformática, proteína NfCPB, proteína NfCPB-L, Naegleria 

fowleri, Catepsina 

Estudiante: Gabriela Castillo Vega 

Asesora: Martha Lucía Posada Buitrago Ph.D  -  Universidad Colegio Mayor de 

Cundinamarca  

Fecha: noviembre 2018 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

La Meningoencefalitis amebiana primaria (PAM) es una enfermedad de distribución 

cosmopolita causada por la ameba de vida libre Naegleria fowleri. A nivel mundial 

se han reportado más de 300 casos en países tales como Estados Unidos, Pakistán, 

Australia, centro y sur América2. Aunque PAM es una enfermedad rara, su curso 

usualmente es fatal. Según la organización mundial de la salud (WHO) al 2017, las 

meningitis agudas son un problema de salud pública a la cual se le atribuyen 

241.000 muertes anuales a nivel mundial. 

En Estados unidos, de los 143 casos de PAM diagnosticados de 1968 a 2016, solo 

cuatro mostraron total mejoría, y en uno de los casos fatales el paciente fue 

diagnosticado con meningitis bacteriana; estas infecciones se dieron en estados del 

sur3.  En Colombia se han reportado 5 casos de PAM, de los cuales todos fueron 

fatales; en dos de los casos, se inició tratamiento como si fuera una meningitis 

bacteriana, después de varios análisis se demostró la presencia de trofozoitos en 

LCR cambiando el tratamiento a anfotericina B. 

Investigadores informan que el diagnostico de meningitis amebiana pocas veces es 

acertado, ya que los trofozoitos son generalmente destruidos en el procedimiento 

de fijación para la tinción de Gram4, y el acceso a técnicas moleculares en toda 

Colombia es muy limitado; dejando así posibles casos de PAM sub-diagnosticados. 
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Las proteínas de membrana de N.fowleri  son los factores de patogenicidad más 

importantes en el momento de la invasión e infección4,5, estudios han sugerido que 

las proteínas Catepsina B y Catepsina B-L(NfCPB y NfCPB-L) tienen un papel 

primordial en actividades proteolíticas sobre las Inmunoglobulinas, fibronectina, 

hemoglobina y albúmina13.  

El análisis bioinformático de proteínas se ha convertido en una herramienta muy útil 

ya que los métodos convencionales de aislamiento y purificación tienen un alto costo 

y en muchos casos son de alta complejidad; sin contar que no todos los 

microorganismos son de fácil cultivo, Naegleria fowleri es una ameba exigente, 

requiere de condiciones estrictas para un aislamiento exitoso sin contaminación.  

En la actualidad no hay descripciones en cuanto al modelo tridimensional de las 

proteínas de membrana de N.fowleri, ya que se considera como un parásito poco 

frecuente. Esta investigación permitió realizar los modelos tridimensionales de las 

proteínas NfCPB y NfCPB-L, con el fin de analizar sus características funcionales y 

estructurales, y a largo plazo pretende ser un apoyo para estudios de tales proteínas 

con el fin de realizar un fármaco que permita la resolución total de PAM. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. General 

Proponer un diseño tridimensional de las proteínas NfCPB y NfCPB-L presentes en 

la membrana de Naegleria fowleri. 

 

2.2. Específicos 

1. Analizar las proteínas NfCPB y NfCPB-L codificada en el genoma de Naegleria 

fowleri, mediante herramientas tales como SAPS, ProtParam, ProtScale, TMPRED, 

PFAM. 

2. Identificar los dominios funcionales presentes en la estructura de las proteínas 

NfCPB y NfCPB-L de Naegleria fowleri. 

3. Predecir la estructura terciaria de las proteínas NfCPB y NfCPB-L de Naegleria 

fowleri por medio de las herramientas I-TASSER y Swiss-Pdb Viewer 4.1.0 
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3. ANTECEDENTES 

 

Las proteínas de membrana juegan un papel fundamental en la patogénesis de 

N.fowleri; La adherencia a las células huésped juega un papel crucial en la invasión 

de este, determinando la efectividad de la infección.  

Estudios han demostrado que las proteínas de la familia de las cisteinproteasas, 

NfCPB y NfCPB de 38.42 KDa y 34 KDa respectivamente son fundamentales en la 

patogenia de N.fowleri 6. NfCPB y NfCPB-L juegan un papel primordial en la evasión 

inmunológica y la supervivencia intracelular, así como en el reconocimiento e 

invasión celular.14  

En 1986 se empieza a describir la acción “hemoglobinasa” de una proteína de 

aproximadamente 32KDa por medio de la regurgitación directa del intestino de 

Schistosoma mansoni, dicha investigación demostró que la actividad de la 

hemoglobinasa era proporcional a la cantidad de proteínas consumidas por el 

parásito36. El mismo año, Keene y colaboradores32 purificaron dos proteínas de 

origen catepsina en Entamoeba histolytica, logrando identificar tres acciones 

primordiales de las catepsina B y catepsina B-Like, la primera fue la capacidad de 

degradar péptidos, la segunda fue la habilidad de evadir la acción de los inhibidores 

de proteinasas, y la tercera fue el descubrimiento del efecto citopático de las 

catepsinas sobre las células usadas en el cultivo de E.histolytica. 
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Se reportó en el 201533 la presencia de una proteína en Angiostrongylus 

cantonensis capaz de degradar las proteínas del complejo de membrana del retículo 

endoplasmático (ECM), también se demostró su capacidad de daño y afectación en 

la integridad de las células epiteliales intestinales del huésped. 

En 2014, Lee J y colaboradores14 obtuvieron la secuencia completa de las 

cisteinproteasas Catepsina B y Catepsina B-Like, junto a sus propiedades 

bioquímicas; por medio de RT-PCR se obtuvo la secuencia de cDNA de los genes 

cisteinproteasas nfCPB y nfCPB-L, demostrando que el ORF consistía de 

secuencias de 1.038 y 939 pb respectivamente. A su vez, por medio de una RT-

PCR semicuantitativa se demostró que estas proteínas se expresan únicamente en 

los trofozoitos de Naegleria fowleri.  Para confirmar la actividad proteolítica, se usó 

un ensayo enzimático convencional, usando sustratos fluorogénicos de péptidos; 

dando en todos los ensayos positivos en rangos de pH de 4.5 a 6.5. 
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4. MARCO DE REFERENCIA 

 

4.1. Origen  

La meningoencefalitis amebiana primaria (PAM) es una enfermedad aguda causada 

por la ameba de vida libre Naegleria fowleri. El primer caso de PAM se dio en 

Australia y fue descrito por Fowler y Carter en 196510; un año después, en Estados 

Unidos se presentaron tres casos fatales de PAM, los cuales fueron descritos por 

Butt11, mostrando una gran similitud de los síntomas presentados por los pacientes 

de Estados Unidos y Australia analizando así la importancia clínica de la 

enfermedad y sus características sintomáticas. 

 

4.2 Etiología y Morfología 

Naegleria es un género de amebas de vida libre de distribución cosmopolita; se han 

descrito más de 47 especies, pero solo una es patógena para los humanos, Nagleria 

fowleri.1 

Naegleria fowleri es una ameba flagelada, presente en aguas de piscinas, 

estanques, aguas de riego, lagunas, termales y lagos12, esta ameba de vida libre 

mide entre 10 a 20 µm en fase de trofozoíto, y entre 15 a 35 µm en fase quística. 

Crece en óptimas condiciones a temperaturas entre 20°C y 37°C y se enquista a 

temperaturas entre 5 a 10°C17; crece bien en medios enriquecidos con suero bovino, 

y se han usado los medios PYNFH (Peptone Yeast Folic Acid Haemin), Nelson y 

PYG ( Peptone Yeast Glucose) para su cultivo invitro.13 
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Al ser N. fowleri una ameba de vida libre, se ha demostrado que esta cambia su 

fenotipo dependiendo de las condiciones en las que se encuentre15, mostrando así 

tres estadios; si está en un ambiente donde los nutrientes no escasean, Naegleria 

entra en un estado de trofozoítos con una alta reproducción por fisión binaria, los 

trofozoítos son su estadio infectante; si Naegleria no tiene nutrientes, pero si está 

en agua, entra en una forma de ameba flagelada permitiendo la movilidad para la 

búsqueda de condiciones óptimas para volver al estado de trofozoíto, no hay 

reproducción y tampoco enquistamiento; si Naegleria se ve privada de nutrientes y 

de agua, se enquista. Se sabe que el único estadio que se reproduce, adquiere 

nutrientes y se enquista es el trofozoíto. 

Su gran variedad de proteínas de membrana le confiere a N. fowleri una gran 

variedad antigénica, así como factores de virulencia, tráfico vesicular, e 

interacciones con las células que van a infectar; entre las proteínas de membrana 

podemos encontrar: Fosfolipasa A, neuraminidasa, elastasa, NfCPB y NfCPB-L.16 

 

4.3 Taxonomía 

Las amebas de vida libre son ampliamente reconocidas por ser entidades termofílica 

propias de aguas templadas y ambientes hipersalinos (Page 1967, 1988; Park et al. 

2009, 2012; Park 2016, 2017; Rogerson and Patterson 2000), dentro del amplio 

grupo de amebas de vida libre, podemos encontrar al grupo Heterolobosea y dentro 

de este, la especie más reconocida es Naegleria; se ha reportado que tiene 47 

subespecies, pero que solo 3 de estas son patógenas1, Naegleria fowleri en  
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humanos como agente causal de PAM, mientras que N.australiensis  y N.italicus 

son patógenos de animales.  

La gran mayoría de especies aisladas de Naegleria se han encontrado a 

temperaturas tropicales entre los 25 y los 35°C, pero estudios recientes han 

demostrado que hay presencia de Naegleria en el ártico y en el sub-Antártico 

encontrando especies como N.arctica, N.neochilensis, N.neoantarctica, N. 

neopolaris, y N.polaris18, la interacción y preferencia con los climas fríos y su 

supervivencia en estos no ha sido estudiada. 

 

4.4 Transmisión 

La vía de transmisión de Naegleria fowleri es a través del agua (figura1), se contrae 

por el contacto con el agua contaminada; Naegleria entra a través de la lágrima 

cribosa y la mucosa nasal. 
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Figura 1: Ciclo de vida de Naegleria fowleri . Tomado de: Center of desease control and prevention (CDC) 

[Internet]. U.A : Department of Health & Human Services; [Última actualización Noviembre de 2017; citado el 25 
de noviembre de 2017]. Disponible en: https://www.cdc.gov/parasites/naegleria/pathogen.html 

 

Como no es un parásito oportunista, N. fowleri tiene la capacidad de infectar niños, 

adolescentes, adultos y ancianos sin la necesidad que tenga una enfermedad de 

base; N. fowleri se ha descrito en pacientes que estaban practicando algún tipo de 

deporte acuático.36 

 

4.5 Patogénesis  

Después de la entrada de los trofozoitos por la mucosa nasal, N. fowleri empieza su 

colonización, y se abre paso hasta el cerebro a través del plexo del nervio olfativo 

llegando al bulbo olfativo del cerebro aproximadamente 24 horas después de la 

infección. A las 96 horas se empieza a mostrar la respuesta inflamatoria y las 
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primeras señales de daño celular y de tejidos, siendo los neutrófilos y los 

macrófagos los responsables de esta.32 

Naegleria fowleri al igual que muchas amebas de vida libre, han demostrado ser 

capaces de lograr la desmielinización de las neuronas, degeneración de los 

procesos de la glía y la inhibición de la acción inmunológica. Se han descrito dos 

vías de patogenicidad en N. fowleri, dependiente y no dependiente de contacto.  

4.5.1 Mecanismos dependientes de contacto 

La adhesión al epitelio nasal es la parte fundamental para una infección efectiva y 

colonización de Naegleria. La habilidad que tenga N. fowleri en la invasión del nervio 

nasal, la motilidad y la quimiotaxis son factores fundamentales en el desarrollo de 

la enfermedad.19 

El gen nfa1 codifica una proteína del mismo nombre, expresada únicamente en los 

pseudópodos del trofozoíto; se ha demostrado que la proteína Nfa1 está involucrada 

en la inhibición de la primera barrera inmunológica, permitiendo así el libre ingreso 

al nervio olfatorio20. Nfa1 tiene una de las tareas más importantes en cuanto a la 

patogenicidad de N.fowleri ya que tiene un papel primordial en la actividad 

fagocítica, la endocitosis y destrucción de las células nerviosas a través de un 

mecanismo dependiente al contacto132.    

La adhesión está mediada por adhesinas que se expresan en la membrana; se han 

descrito dos integrinas ubicadas en la parte de adhesión junto a las adhesinas que 

tienen su respectiva anti-integrina para la modulación de la acción de la misma. 
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N. fowleri posee un fibronectina de unión la cual se ha descrito en actividades de 

mediación de la citotoxicidad de las células huésped, también se ha descrito las 

quinasas C qué inhiben la unión de las células citotóxicas al trofozoíto, en este 

proceso hay una inducción a la activación de especies reactivas de oxígeno (ROS), 

causando así daño celular y epitelial. 

Estudios sugieren que la proteína Mp2CL5 tiene un papel primordial en el 

reconocimiento y anclaje celular4, 5; no se ha determinado aún cuál es su mecanismo 

de acción. 

4.5.2 Mecanismos independientes de contacto  

La proteína N-PFP de 66KDa formadora de poros citolíticos se encuentra unida la 

membrana de N. fowleri (Young and Lowrey, 1989), y es descrita como la encargada 

de despolarizar el potencial de membrana, afectando así la integridad de la 

membrana21. Los naegleriapores A y B son polipéptidos encargados de evadir las 

células NK y células T por medio de citólisis. Estos polipéptidos se han descrito 

también en amebas como Entamoeba histolytica22. 

En los pacientes con PAM se ha observado una gran desmielinización en la materia 

blanca, producto de las fofolipasas A, A2 y C. Es ampliamente reconocido que N. 

fowleri se encarga del daño de las membranas citoplasmáticas ricas en lípidos y las 

desmielinización del tejido nervioso, en este proceso actúan las esfingomielinasas, 

neuroaminidasas y lipofosfolipasas. 
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Un grupo de cisteinproteasas del tipo catepsina (NfCPB y NfCPB-L) está implicado 

en la degradación total de las Inmunoglobulinas IgA, IgM, e IgG; con la IgA e IgM, 

NfCPB impide la opsonización, evadiendo la primera barrera inmunológica; y al 

actuar sobre la IgG impide la liberación de productos de lisis celular de células como 

Neutrófilos, Monocitos, Eosinófilos y NK. NfCPB y NfCPB-L también están 

implicados en la degradación de la fibronectina, hemoglobina, colágeno y albúmina. 

 

4.6 Inmunología 

En las etapas iniciales de la infección, el huésped produce mucosa y atrapa el 

trofozoíto; al hacer un mínimo reconocimiento de N. fowleri, se empieza a activar la 

respuesta inmune innata, permitiendo la liberación de mucinas (MUC5AC) e 

interleucinas pro-inflamatorias (IL-8 y IL-1β) en las vías respiratorias por medio de 

la producción de ROS. Aunque MUC5AC inhibe la adhesión de N. fowleri a las 

células, una gran parte de trofozoítos logra su cometido, consiguiendo que haya una 

inflamación en el epitelio. Al pasar los días, la inflamación es cada vez mayor, con 

un aumento total de la respuesta neutrófila; se necesita más de un neutrófilo para 

poder causar daños en la membrana de N. fowleri, y el mecanismo de lisis es 

mediado por el TFN-α 23. 

La activación de Macrófagos produce la liberación de ácido nítrico en un mecanismo 

citolítico dependiente de argininas y también la intervención de factores no 

oxidativos tales como la IL-1 y el TNF-α24. 

4.6.1. Evasión inmune 
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La primera línea de defensa es la mucosa nasal, N. fowleri evade el moco usando 

proteínas mucinolíticas que degradan a MUC5AC. Se ha demostrado que N. fowleri 

deteriora la respuesta blastogénica de la línea linfocítica, deprimiendo la acción de 

los mitógenos en los linfocitos T y B; sugiriendo que ese es el mecanismo de 

supresión de la respuesta inmune celular. 25 

Otro mecanismo importante es la evasión total de la lisis celular mediada por el 

complemento. Se ha demostrado que, al momento de evasión al complemento, N. 

fowleri forma una especie de burbujas en la membrana, haciendo de estas un 

mecanismo regulador de complemento que elimina por completo el complejo de 

ataque de membrana C5b-C926. La proteína CD59-L funciona como protección de 

N.fowleri contra citotoxinas o moléculas formadoras de poros, es decir, CD59-L 

cumpliría con la función de proteger a la ameba contra complejos líticos del 

complemento (C5b, C6, C7, C9) o toxinas bacterianas.133 

Naegleria fowleri tiene la capacidad de internalizar los anticuerpos unidos a su 

membrana, logrando así la total evasión de la opsonización de los anticuerpos sIgA. 

 

4.6.2. Inmunización 

Se ha realizado inmunización en ratones de forma intranasal, intravenosa, e 

intraperitoneal con N.gruberi fijada con formaldehído, ofreciendo así una protección 

al momento del contacto intranasal con N. fowleri; es importante destacar que la 

inoculación intravenosa fue la más efectiva. 
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La protoxina Cry1Ac, producida por Bacillus thuringiensisru y la toxina del cólera se 

han usado como adyuvantes en la mucosa nasal; Por ejemplo, los lisados de N. 

fowleri co-administrados con Cry1Ac inducen protección contra la posterior 

exposición a N. fowleri. La protección se produce gracias al aumento de la 

metaplasia del epitelio olfativo, produciendo así un aumento significativo de IgA, así 

como el aumento de los linfocitos activados y el aumento de la respuesta inmune 

Th-1 y Th-2 en STAT6- forma dependiente (Carrasco-Yépez et al., 2010)27.  

Más recientemente, se ha probado rNfa1 como candidato potencial a la vacuna. Los 

ratones inmunizados intraperitonealmente o intranasalmente con la proteína rNfa1 

lograron desarrollan anticuerpos IgG, IgA e IgE específicos. También se inducen 

niveles elevados de la citocina Th1, IF- γ, y la citocina reguladora, IL-10; haciendo 

de rNfa1 un blanco ideal para la producción de una vacuna. 

 

4.7. Meningoencefalitis amebiana primaria (PAM) 

La meningoencefalitis amebiana primaria (PAM) es una meningoencefalitis 

hemorrágica necrosante, los síntomas incluyen: dolor de cabeza, rigidez en el 

cuello, fiebre, la participación de los lóbulos olfativos puede ocasionar alteraciones 

en el sentido del olfato o el gusto, mientras que también pueden producirse las 

deficiencias visuales. El paciente puede experimentar confusiones, irritabilidad y 

puede comportarse irracionalmente antes de dejar de ingerir, verse comprometido 

su estado mental, convulsiones y coma resultando en la muerte en la mayoría de 

los casos. 
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Su periodo de incubación va de uno a dieciséis días dependiendo del estado inmune 

del huésped; Después de la infección, N. fowleri se infiltra en la lámina cribiforme y 

la mucosa nasal, pasa a lo largo de la ruta neuroepitelial-olfativa para ingresar al 

cerebro y producir PAM con edema cerebral rápido, lo que lleva a la herniación 

cerebelar y la muerte2; cortes histológicos de PAM evidencian una fuerte 

inflamación, a menudo formada por neutrófilos, eosinófilos, macrófagos y linfocitos, 

con una gran presencia de trofozoítos en los espacios del cerebro medio, 

hipotálamo y cerebro.   

El bulbo olfatorio del paciente exhibe exudados hemorrágicos e inflamatorios, y las 

leptomeninges se muestran congestionadas con una hiperemia difusa con 

infiltraciones.  

 

4.8. Epidemiología 

Aunque se ha reportado la presencia de N. fowleri en pacientes asintomáticos, se 

considera a PAM como una enfermedad poco frecuente; a nivel mundial se han 

confirmado 583 casos de PAM al 2017. 

En Estados Unidos se han reportado 143 casos de PAM comprendidos desde 1962 

hasta el 2008, la mayoría de pacientes se dieron en las regiones del sur con una 

predominancia en los estados de Texas y Florida, aunque también se han 

presentado en estados como Virginia, Kansas y Minnesota, demostrando así la 

facilidad de Naegleria para adaptarse a diferentes temperaturas, un promedio de 0 

a 8 personas es infectado por Naegleria fowleri anualmente.28 
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En el resto del mundo, se han reportado 440 casos de PAM, la mayoría de ellos 

ocurrieron en las épocas de verano en pacientes que nadaron en aguas templadas, 

piscinas y lagos. Se han reportado casos de PAM en República Checa, Australia, 

Colombia, México, Nueva Zelanda, Nigeria, Inglaterra e India.29  

Pakistán ha reportado del 2011 al 2015 25 casos de PAM, con prevalencia en las 

ciudades de Karachi y Sindh; de los cuales 13 de ellos no tuvieron historial de 

actividades acuáticas, lo cual sugiere que la infección fue por un baño con agua de 

grifo.30 

En Colombia se han reportado 5 casos de PAM, todos de ellos diagnosticados pos-

mortem.33 

 

4.9 Diagnóstico 

En Colombia , el diagnóstico de PAM no es muy acertado, ya que en los pocos 

casos reportados se han tratado como meningitis bacteriana; sin embargo, el 

estudio de LCR en fresco permite ver los trofozoítos, es importante destacar que se 

necesita un buen entrenamiento microscópico, ya que estos parecen macrófagos o 

incluso pueden llegar a pasar por desapercibidos ; al momento de hacer una tinción 

es muy posible que haya destrucción de trofozoítos , ya que son lábiles a los 

ingredientes usados en la tinción Giemsa, Wright y Lugol; también es importante 

destacar que no se puede refrigerar ni congelar la muestra , ya que enquista o 

destruye por completo los trofozoítos.33 
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El análisis de LCR es muy parecido a una meningitis bacteriana, la única diferencia 

con esta es que los cultivos son negativos; se observan leucocitos a expensas de 

los neutrófilos, hay glucorraquia disminuida y proteinorraquia aumentada, con 

aspecto purulento. Para la tinción de LCR se sugiere utilizar la coloración tricrómica 

donde los trofozoitos se tiñen de verde, el citoplasma adopta un color 

purpura/morado y el cariosoma rojo.4 

Como la mayoría de diagnósticos no se hacen pre-mortem, se realizan cortes 

histopatológicos para su diagnóstico, ya sea fijándolas con formaldehido, o 

haciendo tinciones como Hematoxilina-Eosina (HE), Platamethenamina de Gomori 

(GMS) y ácido peryódico de Schiff (PAS).  

A parte de la microscopía, los análisis por medio de inmunofluorescencia (IF), 

ELISA, citometría de flujo y PCR. En el CDC se usa la inmunofluorescencia indirecta 

(IFI) para la detección de Naegleria fowleri.34 

 

4.10 Tratamiento  

El diagnóstico y tratamiento en una etapa temprana de la enfermedad son 

esenciales para permitirle al paciente cualquier posibilidad de sobrevivir a PAM; los 

tratamientos actuales incluyen la administración de amebicidas que logren pasar la 

barrera hematoencefálica, los esteroides para controlar el edema cerebral y los 

medicamentos antiepilépticos, si es necesario, para controlar la actividad 

convulsiva.134,135 
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Se han propuesto administrar medicamentos a través de la placa cribiforme que se 

encuentra en el techo de la cavidad nasal, todo esto con el fin de alcanzar y 

suministrar medicamentos en forma vaporizada al área del cerebro y la superficie 

del lóbulo frontal.136 

El tratamiento por elección para Naegleria fowleri es la combinación de anfotericina 

B con fluconazol IV, miconazol, azitromicina IV, rimfapicina IV, miltefosine o 

dexametasona IV.35 

Actualmente, se ha identificado que N. fowleri codifica el esterol 14-desmetilasa 

(CYP51) que comparte una similitud de secuencia de 35% con algunas especies 

fúngicas. Esta similitud ha llevado a plantear la posibilidad de reutilizar 

medicamentos antimicóticos diferentes a la anfotericina B y la optimización de su 

uso para el tratamiento de la PAM.137 

 

4.11 Proteínas NfCPB y NfCPB-L  

Las cisteinproteasas han sido reconocidas como factores fundamentales en la 

invasión y supervivencia intracelular de una gran cantidad de parásitos patógenos 

para el ser humano; estas son indispensables en la invasión intracelular en especies 

como Plasmodium falciparum, Fasciolla hepatica, Schistosoma mansoni, 

Leishmania mexicana y Toxoplasma gondii entre otros. 

Entre estas, podemos encontrar las proteínas NfCPB y NfCPB-L, estás son 

proteínas de 345 y 313 aminoácidos, y un peso molecular de 38.42 kDa y 34 kDa 
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respectivamente (figura 2). Se ha demostrado que NfCPB y NfCPB-L tienen una 

capacidad proteolítica que actúa principalmente en proteínas tales como 

Inmunoglobulinas (IgG, IgA, IgM), Proteínas estructurales (colágeno, fibronectina), 

y proteínas funcionales (hemoglobina y albúmina). 

 

  

A. 

B

. 
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Figura 2: Secuencia de aminoácidos de las proteínas A. NfCPB y B. NfCPB-L. Tomado de: UniProt [Internet]. 

Suiza: EMBL-EBI; 2002 [Última actualización 29 de octubre de 2017; citado el 25 de noviembre de 2017]. 
Disponible en: http://www.uniprot.org/uniprot/X5D911 ; http://www.uniprot.org/uniprot/X5D761 .  

 

Estudios de análisis de las propiedades bioquímicas de las proteínas NfCPB y 

NfCPB-L han demostrado que el pH ideal de actividad proteolítica de estas está 

entre 4.0 y 6.5.   

 

4.12 Bioinformática 

 

La bioinformática en los últimos años ha sido una herramienta fundamental para la 

investigación7, ya que incluye una unión de campos de estudio interdisciplinares 

tales como la química, informática, matemática, estadística y bioquímica para el 

análisis de datos, o simulaciones de sistemas o mecanismos de tipo biológico, 

enfocándose en el nivel molecular.8 

Gracias a la bioinformática se han podido llevar a cabo tareas tales como la 

predicción genes, alineamiento de secuencias, montajes de genomas, predicciones 

de expresión génica, e interacciones proteína-proteína.9 

El análisis de la estructura de una proteína es uno de los pilares fundamentales en 

la bioinformática, por medio de la secuencia de aminoácidos (estructura primaria) 

se puede predecir las estructuras secundarias y terciarias de una proteína. 

El conocimiento de la estructura de la proteína es fundamental para entender el 

comportamiento de la misma; gracias a la conformación tridimensional de las 
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proteínas podemos saber cuál es su disposición espacial, permitiendo así la 

determinación de la interacción con los diferentes ligandos de las células a infectar. 

Podemos también concluir la naturaleza de las fuerzas que estabilizan la estructura 

de la proteína, determinando así el tipo de enlaces que pueden llegar a formar.  

La determinación de la estructura tridimensional de una proteína nos permite 

analizar sus dominios, y estos a su vez pueden considerarse como la unidad más 

importante de la estructura de la proteína; a menudo, los dominios realizan tareas y 

llevan a cabo funciones específicas diferentes a la de la proteína, tales como 

atravesar la membrana plasmática en el caso de las proteínas transmembrana, 

proveer una superficie para el anclaje específico proteína-proteína. 

 

4.13 Predicción estructural de proteínas 

Uno de los grandes usos de la bioinformática consiste en hacer la determinación 

estructural de las proteínas; para esta tarea, se han dispuesto tres enfoques 

fundamentales para el modelado y la predicción de estructuras proteicas.7 

La homología hace referencia a un cálculo estadístico de los residuos de una 

secuencia, haciendo una comparación con otras secuencias teniendo en cuenta los 

patrones conservados entre múltiples secuencias homólogas. 

El plegado o treading, se basa  en el previo conocimiento estructural de proteínas 

homologas disponibles en las bases de datos proteícas.8 
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Y finalmente, la predicción Ab initio, la cual no requiere de información adicional; 

este tipo de predicción solo necesita una base estadística calculada as partir de una 

sola secuencia. 

 

4.13.1 Predicción de la estructura secundaria de proteínas 

 

La predicción de la estructura secundaría de una proteína consiste en identificar la 

conformación de cada residuo de aminoácidos presentes en su secuencia. Esta 

conformación comprende patrones tales como Hélices α, hojas β y bucles. 

El método de predicción GOR mide la tendencia relativa de cada aminoácido de 

pertenecer a un tipo de elemento de la estructura secundaria, este método tiene en 

cuenta las interacciones que tiene el aminoácido con los residuos vecinos. 

Recientemente, se han usado las redes neuronales para analizar patrones en el 

alineamiento de múltiples secuencias, logrando un 85% de precisión en la 

predicción. 

 

4.13.2 Predicción de la estructura terciaria de proteínas (I-TASSER)  

El método más usado para la predicción de la estructura tridimensional de una 

proteína es la homología; partiendo siempre desde la premisa de que si dos 
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proteínas tienen un alto porcentaje de similitud es bastante probable que sus 

estructuras tridimensionales sean similares. 

I-TASSER  es un programa que usa este tipo de modelamiento para hacer el 

modelamiento tridimensional de proteínas, y usa seis pasos primordiales para su 

determinación de modelos tridimensionales.94 

Se realiza primero una selección de plantilla, en donde se lleva a cabo una 

búsqueda de proteínas con un porcentaje de homología alto, esta búsqueda se lleva 

a cabo en el PDB (protein data base), mediante BLAST, Clustal omega o cualquier 

otro tipo de alineamiento. 

Al tener las plantillas y la coincidencia en el alineamiento de secuencias, se procede 

a llevar a cabo la creación del esqueleto del modelo, esta creación se lleva acabo 

haciendo una clasificación de residuos en tres tipos (similares, idénticos y 

diferentes).  

Resaltando que en los alineamientos de secuencias puede haber Gaps que 

necesitan ser cerrados, se realiza un modelamiento de bucles partiendo de otras 

estructuras proteicas conocidas que se adapten a el Gap. 

Después de hacer la construcción de la cadena principal, se procede a construir 

cadenas laterales mediante la búsqueda de ángulos de torsión, escogiendo así los 

ángulos que tengan una menor interacción de energía con ángulos vecinos. Para 

esta determinación de ángulos de torsión se tienen en cuenta los ángulos de torsión 

existentes en cadenas conocidas.  
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Una vez encontrados los ángulos de torsión se hace un refinamiento del modelo 

tridimensional reduciendo la energía del mismo al mínimo para evitar tensiones y 

colisiones entre las estructuras; se realiza entonces una validación del modelo 

tridimensional por medio de métodos tales como la gráfica de Ramachandran, que 

nos indica si el modelo realizado cumple con los parámetros físico-químicos de la 

proteína. Para esta validación también existen servidores tales como WHATIF y 

ANOLEA. 
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5. DISEÑO METODOLÓGICO 

 

5.1. Tipo de investigación 

Esta investigación pertenece al orden de: Descriptivo no experimental 

 

5.2. Hipótesis 

Es posible obtener el modelo tridimensional de las proteínas NfCPB y NfCPB-L de 

Naegleria fowleri gracias al uso de herramientas bioinformáticas. 
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6. TÉCNICAS Y PROCEDIMIENTOS 

 

6.1.     Herramientas para la búsqueda de similitud y homología de secuencias 

Las secuencias de nucleótidos y aminoácidos de las proteínas NfCPB y NfCPB-L 

fueron obtenidas a través del Genbank del Centro Nacional de Información para la 

Biotecnología NCBI (GenBank: NfCPB: AHW50663; NfCPB-L: AHW50664) y 

UniProt (entrada: NfCPB: X5D761_NAEFO; NfCPB-L: X5D911_NAEFO)34,35. Se 

llevó a cabo la comparación de secuencias con el programa Clustal Omega que se 

encuentra disponible en el EMBL (Laboratorio Europeo de Biología Molecular) 41.    

 

6.2.     Herramientas para el análisis de estructura primaria 

Las propiedades fisicoquímicas de las proteínas NfCPB y NfCPB-L de Naegleria 

fowleri fueron analizadas con el programa PROTPARAM que se encuentra en el 

servidor de Expasy Proteomic Tools.42. Este programa arroja, entre otros, datos 

como el peso molecular, el índice de estabilidad, el punto isoeléctrico, el tiempo de 

vida in vitro, el índice alifático y el promedio general de hidropatía.  

La predicción de segmentos transmembranales se obtuvo a partir del consenso de 

9 programas43: DAS44,45, SOSUI46,47 y TOPPRED248, los cuales se basan en escalas 

de hidrofobicidad; TMAP 49,50, TMPRED43,51 y SPLIT449,52,53, los cuales se 

fundamentan en métodos estadísticos de predisposición estructural; y 
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PHDHTM49,54, TMHMM249,55 y HMMTOP249,56, los cuales usan redes neuronales 

para sus predicciones.  

El análisis del índice hidrofóbico y las regiones hidrofílicas se llevó a cabo con el 

programa PROTSCALE57 que usa los algoritmos de Kyte&Dolittle del servidor 

Expasy Proteomic Tools.   

La determinación de regiones no organizadas y la predicción de dominios globulares 

se realizó mediante el GLOBPLOT, un servicio web que permite predecir dominios 

estructurales por medio de herramientas basadas en la escala de propensión de los 

aminoacidos59.  

El programa PROSITE58 se usó para el análisis de motivos, el cual está disponible 

en el servidor de Expasy Proteomic Tools.  

 

6.3.     Herramientas para el análisis de estructura secundaria 

Para la predicción de la estructura secundaria de las proteínas NfCPB y NfCPB-L 

se realizó un consenso de seis algoritmos a partir del servidor NSP@60: Dos 

métodos fundamentados en el uso de parámetros de probabilidad determinados por 

las frecuencias relativas de las apariciones de cada aminoácido en cada tipo de 

estructura secundaria (SOPM y PREDATOR)62,63, tres métodos basados en 

probabilidad de inferencia bayesiana como son GOR (GOR IV, DPM y DSC)64 y el 

logaritmo PHD que utiliza sistemas de redes neuronales para la predicción de los 

enlaces de hidrógeno61 
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6.4.     Herramientas para el análisis de estructura terciaria 

Para el modelamiento de las proteínas NfCPB y NfCPB-L de Naegleria fowleri se 

usó el programa I-TASSER67, el cual permite predecir el modelo de la estructura 

tridimensional y funcional de proteínas a partir de su secuencia de aminoácidos. I-

TASSER (Iterative Threading ASSEmbly Refinement) trabaja usando plantillas de 

estructuras del Protein Data Bank (PDB) mediante una técnica llamada fold 

recognition.66   

Para la visualización del modelo tridimensional obtenido mediante I-TASSER se 

utilizó el servidor Swiss-Pdb Viewer 4.1.0, el cual permite validar la proteína gracias 

a la gráfica de Ramachandran, usando la posición estérica de los aminoácidos.67  
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7. RESULTADOS  

 

7.1 Alineamiento de secuencias NfCPB y NfCPB-L de Naegleria fowleri con 

Clustal Omega 

El alineamiento múltiple es una de las herramientas bioinformáticas más utilizadas, 

ya que gracias a ella podemos realizar diversos análisis, que van desde la filogenia 

hasta la búsqueda de motivos. Se sometieron las secuencias de las proteínas 

NfCPB y NfCPB-L de Naegleria fowleri, y se obtuvo el siguiente resultado (Figura 

3): 

 

Figura 3: Alineamiento mediante Clustal Omega entre las secuencias de las proteínas NfCPB 
(tr|X5D761|X5D761_NAEFO) y NfCPB-L (tr|X5D911|X5D911_NAEFO). La última línea de alineamiento 
representa el “Clustal Consensus”, en la cual se pueden apreciar 4 caracteres; El asterisco (*) hace referencia 
a que en dicha posición los residuos son 100% idénticos.  Los dos puntos (:) indican posiciones en las cuales 
se ha realizado sustituciones conservativas. El punto (.) indica regiones que se sustituyeron, pero son menos 
conservativas. El guion (-) representa las regiones que no fueron alineadas. 
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7.2 Análisis de la estructura primaria de NfCPB y NfCPB-L  

La determinación de las propiedades fisicoquímicas es fundamental, ya que estas 

les dan a las proteínas características especiales que son esenciales para la 

determinación de las estructuras primarias y terciarias. El programa PROTPARAM 

permite hacer una determinación de los parámetros anteriormente mencionados; 

los resultados obtenidos se muestran en las siguientes tablas. 

 

Tabla 1. Propiedades físico químicas de las proteínas NfCPB y NfCPB-L de Naegleria fowleri 

 

En cuanto a los porcentajes de aminoácidos presentes en cada proteína, se dio la 

siguiente conformación: 

NfCPB NfCPB-L 

Características Resultados Características Resultados 
Número de 

aminoácidos 
345 

Número de aminoácidos 
313 

Fórmula 

 C1726H2659N457O496S18 

 Fórmula 

C1528H2341N406O451S17 

  

Peso Molecular  38404,94 Peso Molecular  34154,82 

Punto Isoelectrico 7.66 Punto Isoelectrico 7.73 

Número de 
Átomos 

5361 
Número de Átomos 

4738 

Vida Media 

30 Horas en reticulocitos 
de mamífero( in vitro) 

 >20 horas en levaduras 
(in vivo) 

 >10 en E.coli (in vivo) 
Vida Media 

30 Horas en 
reticulocitos de 

mamífero( in vitro) 
 >20 horas en 

levaduras (in vivo) 
 >10 en E.coli (in vivo) 

Indice de 
Inestabilidad 

34,84  
Indice de Inestabilidad 

32,2 

Indice Alifático 81,96 Indice Alifático 74,29 

Promedio de 
Hidropatía  

-0,261 
Promedio de Hidropatía  

-0,189 
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La proteína NfCPB está conformada por 345 aminoácidos; los que se presentaron 

en mayor porcentaje fueron Glicina con un 9.20%, seguido Leucina y Valina ambos 

con un porcentaje de 7.30%, y Serina con un porcentaje de 7.00%. Los aminoácidos 

con menor porcentaje fueron Histidina 1.80% y metionina 1.50%.  Tabla 2. 

NfCPB 

AMINOÁCIDO CANTIDAD PORCENTAJE 

Gly 30 9,20% 

Leu 24 7,30% 

Val 24 7,30% 

Ser 23 7,00% 

Ile 22 6,70% 

Lys 22 6,70% 

Asn 20 6,10% 

Ala 19 5,80% 

Asp 18 5,50% 

Thr 16 4,90% 

Tyr 16 4,90% 

Pro 15 4,60% 

Gln 14 4,30% 

Glu 13 4,00% 

Arg 10 3,10% 

Cys 10 3,10% 

Phe 10 3,10% 

Trp 10 3,10% 

His 6 1,80% 

Met 5 1,50% 
Tabla 2. Composición porcentual de aminoácidos de la proteína NfCPB, análisis realizado con 

ProtParam. 

 

La proteína NfCPB-L tiene una constitución de aminoácidos similar a la proteína 

NfCPB; La serina es el aminoácido que tiene el mayor porcentaje 9.50%, seguido 

de la glicina la cual está en un porcentaje igual que la proteína NfCPB (9.20%), la 
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alanina y la valina siguen con un 7.50%, y los aminoácidos con menor porcentaje, 

fueron la Metionina 2.00% y la histidina 1.70%. Tabla 3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 3. Composición porcentual de aminoácidos de la proteína NfCPB-L 

 

Para obtener un resultado en PROTSCALE el tamaño de la ventana usada tuvo un 

valor de 7, lo cual fue apropiado para encontrar las regiones hidrofílicas expuestas 

en la superficie y su potencial antigénico. El análisis hidrofóbico de ProtScale 

(Figura 4) reveló que NfCPB y NfCPB-L son altamente hidrofílicas. 

NfCPB-L 

AMINOÁCIDO CANTIDAD PORCENTAJE 

Ser 28 9,50% 

Gly 27 9,20% 

Ala 22 7,50% 

Val 22 7,50% 

Asp 19 6,50% 

Leu 19 6,50% 

Asn 18 6,10% 

Pro 16 5,40% 

Ile 15 5,10% 

Lys 15 5,10% 

Thr 13 4,40% 

Phe 12 4,10% 

Cys 10 3,40% 

Gln 10 3,40% 

Trp 10 3,40% 

Tyr 10 3,40% 

Arg 9 3,10% 

Glu 8 2,70% 

Met 6 2,00% 

His 5 1,70% 
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Figura 4: Índice de hidrofobicidad de las proteínas A. NfCPB y B. NfCPB-L. Escalas basadas en el algoritmo 

Kyte&Dolittle. Eje Y: Rango de punto de corte; Eje x: Posición del aminoácido. Tomado de: ExPaSy 
Bioinformatics Resource Portal [Internet]. Suiza  

 

A. 

B. 
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El resultado consenso de la predicción de las hélices transmembranales (figura 5) 

indica que en la proteína NfCPB hay una región comprendida entre los aminoácidos 

10 al 22, la cual coincide con los resultados PROTSCALE correspondientes a la 

región altamente hidrofóbica de la proteína (Figura 5a). En cuanto a NfCPB-L el 

consenso indica que la región comprendida del aminoácido 6 al 19 hay una hélice 

transmembranal (figura 5b). 

 

 

Figura 5. Consenso de los 9 programas usados para la identificación de hélices transmembranales en las 
proteínas NfCPB y NfCPB-L de Naegleria fowleri, A. La zona delimitada con el recuadro negro indica la región 

de aminoácidos que fue compartida por los programas, en la proteína NfCPB, esta zona comprende los 
aminoácidos 10 al 22, B. En la proteína NfCPB-L la región de aminoácidos comprende desde el aminoácido 6 

al 19. 

La predicción de dominios globulares y regiones desordenadas de las proteínas se 

realizó con GLOBPLOT; la predicción de regiones desordenadas reveladas por 

GLOBPLOT arrojó los siguientes resultados (Figura 6): 

10 20 30 40 50

M N S R L C L L S V C F F L L V A A S S L L H A K L L V Q D D D S S P A L N L D I I R H V R R K R T
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Aminoácido
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M N S R L C L L S V C F F L L V A A S S L L H A K L L V Q D D D S S P A L N L D I I R H V R R K R T

Split 4.0 

PHDhtm

DAS

TopPred2

Sosui

TMPred

TMHMM2

HMMTOP2

TMAP

PROGRAMA

NfCPB-L

Aminoácido

A. 

B. 
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Figura 6: Análisis de las proteínas A. NfCPB y B. NfCPB-L. Las regiones no estructuradas corresponden al 
área azul, los dominios globulares corresponden a las regiones en verde. Eje x: Propensión al desorden; Eje y: 

residuos. 
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En NfCPB (figura 6a) se observa la existencia de cuatro regiones desordenadas en 

los residuos 101-108, 166-175, 193-217 y 328-343, mientras que en NfCPB-L 

(figura 6b) son cinco las regiones desordenadas que se encuentran en los residuos 

96-100, 148-162, 171-200, 278-289 y 304-309. 

El análisis de motivos funcionales y sitios activos se realizó mediante el programa 

PROSITE, cuyos resultados se muestran en la figura 7  

 

 

Figura 7. Patrones determinados por PROSITE para las proteínas A.NfCPB y B.NfCPB-L de Naegleria fowleri. 
El rombo rojo son los sitios activos. 

 

Se encontró para las proteínas NfCPB y NfCPB-L 3 sitios de Tiol-proteasas que 

contienen Cisteína, Histidina y Asparagina y se encontraron también sitios de N-

glicosilación, uno para la proteína NfCPB y dos para la proteína NfCPB-L; los sitios 

de N-glicosilación se resumen en la siguiente tabla (tabla 4): 

A. 

B. 
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Tabla 4. Patrones determinados por PROSITE en las proteínas NfCPB y NfCPB-L. El ID corresponde al nombre 

del sitio funcional encontrado. Se especifica las regiones entre los residuos en la cual está presente el patrón 
funcional y los aminoácidos involucrados en dicha región. 

 

7.3. Determinación de la estructura secundaria de las proteínas NfCPB y 

NfCPB-L de Naegleria fowleri 

Por medio del servidor NSP@ se realizó una predicción consenso con 6 algoritmos 

diferentes: DPM72, DSC73, GOR IV74, PHD75, PREDATOR76, SOPM77; los resultados 

de este consenso para las proteínas NfCPB y NfCP-L se muestran en la figura 8 y 

la figura 9 respectivamente. 

PATRON ID

NÚMERO 

DE AA AMINOÁCIDOS PATRON ID

NÚMERO 

DE AA AMINOÁCIDOS 

305-308 279-282

288-291

NSWG

NGFF

NfCPB NfCPB-L

ASN- 

GLICOSILACIÓN

ASN- 

GLICOSILACIÓN

NSWS
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Figura 8. Consenso de la estructura secundaria de la proteína NfCPB de Naegleria fowleri generado por NSP@ 

con base en los 6 algoritmos usados en los programas seleccionados para la predicción (DMP, DSC, GOR4, 
PHD, PREDATOR, SOMP). En la parte inferior se puede observar la secuencia consenso (Sec. Cons). Las 
regiones están indicadas; Hélices α (letra h), Láminas β (letra e), Bucles (letra c). 
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Figura 9. Consenso de la estructura secundaria de la proteína NfCPB-L de Naegleria fowleri generado por 

NSP@ con base en los 6 algoritmos usados en los programas seleccionados para la predicción (DMP, DSC, 
GOR4, PHD, PREDATOR, SOMP). En la parte inferior se puede observar la secuencia consenso (Sec. Cons). 
Las regiones están indicadas; Hélices α (letra h), Láminas β (letra e), Bucles (letra c). 

 

El resultado del consenso realizado por NSP@ para la proteína NfCPB (figura 8) 

muestra que hay 5 hélices α entre los aminoácidos 16-52, 38-46, 64-72,85-92 y 241-

251; y 5 láminas β entre los aminoácidos 143-148, 155-159, 286-292, 299-304 y 



54 
 

316-320. Para la proteína NfCPB-L (figura9) hay 3 hélices α ubicadas entre los 

aminoácidos 3-19, 54-66 y 216-223; y 3 láminas β entre los aminoácidos 68-73,200-

205 y 258-265. Los aminoácidos restantes son regiones no estructuradas (giros y 

bucles). No se reportaron las regiones que tuvieran menos de 3.6 residuos (tanto 

hélices como láminas), ya que la literatura reporta que se deben descartar regiones 

que contengan 3 o menos residuos65. 

 

7.4. Determinación de la estructura tridimensional de las proteínas NfCPB y 

NfCPB-L de Naegleria fowleri 

Al someter la secuencia de aminoácidos de las proteínas NfCPB y NfCPB-L al 

servidor I-TASSER se obtuvieron los siguientes resultados: 

I-TASSER predice la estructura secundaría de las proteínas mostrando sus hélices, 

giros y láminas, basándose en una puntuación del 0 al 9. Entre más alto sea el valor, 

más confiable será la predicción.  Al igual que NSP@, I-TASSER no reporta 

regiones que tengan menos de 3.6 residuos.65 Se tomó como criterio de inclusión 

aminoácidos que tuvieran un puntaje mayor o igual a 7. (figura 10, figura 11) 
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Figura 10. Estructura secundaria de la proteína NfCPB de Naegleria fowleri generado por PSSpred del servidor 
I-TASSER. Hélices α (letra H), láminas β (letra S) y bucles (letra C). Sequence: secuencia problema. 
Prediction: predicción realizada por el programa. Conf. Score: puntuación de la predicción. 

 

 

Figura 11. Estructura secundaria de la proteína NfCPB-L de Naegleria fowleri generado por PSSpred del 
servidor I-TASSER. Hélices α (letra H), láminas β (letra S) y bucles (letra C). Sequence: secuencia problema. 
Prediction: predicción realizada por el programa. Conf. Score: puntuación de la predicción. 

 

Para la proteína NfCPB (figura 10), I-TASSER reporta 5 Hélices α comprendidos 

por los aminoácidos 3-23, 39-45, 65-72, 131-147, 179-188 y 243-252, aunque el 

programa reporta más hélices, no se tuvieron en cuenta por que no cumplían con el 

criterio de inclusión o el número de residuos necesarios (3.6)65; también se 

evidenció que la proteína cuenta con 3 láminas β comprendida en los residuos 255-

266, 285-291, 299-305. En cuanto a la proteína NfCPB-L (figura 11) se reportaron 

6 hélices α ubicadas en los residuos 2-19, 31-39, 59-65, 116-133, 161-170 y 215-
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224; se evidencian 3 láminas β comprendidas en los residuos 229-234, 257-263, 

273-278. 

En la figura 12 se muestra el factor B- normalizado de las proteínas NfCPB (figura 

12a) y NfCPB-L (Figura 12b), en el cual los valores que son superiores a cero 

determinan residuos menos estables (más flexibles) y los valores negativos indican 

mayor estabilidad (menos flexibilidad) del residuo dentro de la estructura.79 

  

 

 

Figura 12. Predicción del factor normalizado de las proteínas A.NfCPB y B.NfCPB-L; hélices α (color rojo), 

láminas β (color verde) y bucles (color negro). Puntaje de cada aminoácido (línea color azul). 

 

Los valores reportados en la figura 12 indican que la proteína NfCPB tuvo valores 

negativos en 2 de las hélices de mayor tamaño (figura 12 a), las cuales 

corresponden a los residuos 3-36 y 129-148; en cuanto a las láminas, se 

encontraron valores negativos en 3 de las láminas de mayor tamaño, 

A. 

B. 
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correspondientes a los residuos 228-233, 284-292 y 298-304. Con estos resultados 

se puede concluir que estos fragmentos son estructuras más estables (menos 

flexibles). La proteína NfCPB-L presentó valores negativos en 2 de las hélices de 

mayor tamaño, las cuales corresponden a los residuos 2-40 y 114-133; las láminas 

presentaron un valor negativo en los residuos 229-234, 257-263, 273-278 (figura 

12 b). 

Antes de la determinación del modelo tridimensional de las proteínas NfCPB y 

NfCPB-L, I-TASSER realizó alineamientos a través del servidor LOMETS81, que 

utiliza los programas FFAS-3D, HHsearch, MUSTER, pGenTHREADER, PPAS, 

PRC, PROSPECT284, SP3, and SPARKS-X. La base de datos utilizada por 

LOMETS para el alineamiento de secuencias es la PDB. I-TASSER reporta las 10 

secuencias con mayor puntuación Z basadas en el promedio realizado por LOMETS 

(figura 13). 

 

A. 
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Figura 13. Listado de las diez mejores alineaciones realizadas por LOMETS para las proteínas A. NfCPB y B. 
NfCPB-L de Naegleria fowleri. PDB Hit: código de acceso al PDB. Ident 1: porcentaje de identidad de la región 
alineada de la plantilla frente a la secuencia de NfCPB y NfCPB-L. Ident 2: porcentaje de identidad de la totalidad 
de la plantilla frente a la secuencia de NfCPB y NfCPB-L. Cov: cobertura de alineación. Norm. Z-Score: 
puntuación Z normalizada. Los valores mayores a uno significan un buen alineamiento. Download Align: opción 
de descarga del alineamiento. 

 

Para NfCPB (figura 13a), el alineamiento número seis corresponde a la estructura 

cristalina de la proteína procaricaína de Carica papaya, su porcentaje de cobertura 

fue de 87% contando con un alineamiento de 300.2 aminoácidos sobre el total de 

residuos de NfCPB, la procaricaína dio inicio a estudios sobre el comportamiento de 

activación y posible inhibición de las cisteínprotesas89; en el alineamiento número 

uno encontramos a la estructura cristalina de la proteína proCatepsina B S9 de 

Trypanosoma congolense, es importante resaltar que el porcentaje de cobertura es 

del 83%, es decir, hay un alineamiento de 286.4 aminoácidos sobre el total de 

residuos de NfCPB (345 aminoácidos). También se evidenció que en siete 

alineamientos se introdujeron gaps en la primera parte de la secuencia, 

B. 
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correspondiente a los residuos 1-33, y que en el alineamiento número siete se 

introdujo un gap correspondiente a los aminoácidos 2-103.  

Para la proteína NfCPB-L (figura 13b) el alineamiento número seis corresponde a 

la estructura cristalina de la proteína Catepsina L-L que se encuentra en el intestino 

medio de Tenebrio molitor, su porcentaje de cobertura fue de 95% contando con un 

alineamiento de 298.3 aminoácidos sobre el total de residuos de NfCPB-L; en el 

alineamiento número diez encontramos a la estructura cristalina de la proteína 

Procatepsina K de Homo sapiens ,es importante resaltar que esta catepsina está 

presente en los osteoclastos y que juegan un papel primordial en la reabsorción de 

los huesos96; El porcentaje de cobertura es del 94%, es decir, hay un alineamiento 

de 295 aminoácidos sobre el total de residuos de NfCPB-L (314 aminoácidos).Los 

gaps en la primera parte de la secuencia en NfCPB-L solo se vieron en los 

alineamientos 1-4, ocho y nueve, también se vio un patrón similar a NfCPB 

correspondiente a los residuos 1-33. 

Después del alineamiento múltiple con LOMETS, I-TASSER generó un conjunto de 

conformaciones estructurales llamados “señuelos” usando el programa SPIKER, 

este conjunto de señuelos se logra agrupándolos con base en su similitud 

estructural, teniendo como producto final un informe de los cinco mejores modelos 

para las proteínas NfCPB y NfCPB-L90, 91. Para la determinación del modelo 

tridimensional se usaron parámetros tales como puntaje C y puntaje TM.  
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I-TASSER muestra cinco posibles estructuras para las proteínas NfCPB y NfCPB-L 

respectivamente; teniendo en cuenta los parámetros mencionados anteriormente se 

escogieron los siguientes modelos (Figura 14 y 15). 

 

Figura 14. Predicción del modelo tridimensional de la proteína NfCPB de Naegleria fowleri generado por I-

TASSER y visualizado por Swiss-Pdb. Hélices α en color amarillo. Láminas β en color rojo. Bucles y giros en 
color blanco. 

 

El modelo escogido para la proteína NfCPB (figura 14) posee un puntaje C de 0.12 

y una puntuación TM   0.74 ±0.11; este modelo está entre el rango de valores de 

una predicción confiable, el puntaje C está cercano a 0, y la puntuación TM supera 

el valor de 0.5 indicando así una aproximación a la topología real de la proteína. 

También se evidencia en este modelo que las hélices α (color amarillo) comprenden 

los residuos 3-22, 39-44, 65-71, 99-10, 111-114, 131-146, 161-166, 179-188, 243-
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252, y 265-267; las láminas β (color rojo) comprenden los residuos 51-55, 91-93, 

123-125, 158-160, 192-194, 234-236, 256-264, 268-273, 280-295, 298-308, y 315-

321. Los bucles (color blanco) comprenden el resto de la estructura. 

 

Figura 15. Predicción del modelo tridimensional de la proteína NfCPB-L de Naegleria fowleri generado por I-

TASSER y visualizado por Swiss-Pdb. Hélices α en color amarillo. Láminas β en color rojo. Bucles y giros en 
color blanco. 

 

El modelo escogido para la proteína NfCPB-L (figura 15) posee un puntaje C de 

0.93 y una puntuación TM   0.84 ±0.08; este modelo está entre el rango de valores 

de una predicción confiable, el puntaje C está cercano a 0, y la puntuación TM 

supera el valor de 0.5 indicando así una aproximación a la topología real de la 

proteína. En este modelo las hélices α (color amarillo) comprenden los residuos 10-

19, 32-41, 59-62, 99, 116-131, 143-148, 161-170, 225-224 y 237-239; las láminas β 
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(color rojo) comprenden los residuos 45-49, 108-110, 140-142, 174-176, 204-206, 

209-211, 228-236, 240-245, 252-267, 272-282, 289-295, 306-308 y 310-311. Los 

bucles (color blanco) comprenden el resto de la estructura. 

El siguiente paso de I-TASSER es mostrar la región de unión a ligando, los residuos 

presentes en esa región y el nombre del posible ligando. Este proceso llevó acabo 

con dos programas, COFACTOR97 que deduce la función de las proteínas haciendo 

una comparación estructural y COACH98 que realiza un alineamiento múltiple de 

ligandos reportados en el PDB; a esto le siguió una búsqueda de sitios de unión a 

ligando en la base de datos curada de alta calidad BioLiP.  (figura 16 y 17). 

 

Figura 16. Modelo tridimensional del sitio de unión a ligando de la proteína NfCPB de Naegleria fowleri generado 

por I-TASSER. La región de color azul representa los residuos involucrados en el sitio de unión-ligando. La 
región de color verde representa el ligando. Los números y letras de color rosa corresponden a la posición y 
aminoácido involucrados en el sitio de unión a ligando. 
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La información reportada por BioLip en la figura 16 para la proteína NfCPB dejó en 

evidencia un sitio de unión al ligando comprendido por los residuos Q125, G129, 

C131, W132, Y170, N172, D175, G176, G177, I178, L179, V262, Y284, T285, H286, 

W307, D331. El nombre del ligando reportado en la base de datos de BioLip es 1-

[2-(3-Bifenil)-4-Metilvaleril)]Amino-3-(2-Piridilsulfonil) Amino-2-Propanona. Esta 

molécula es la encargada de realizar la hidrólisis de proteínas tales como el 

colágeno y la fibronectina, convirtiéndolas en polipéptidos o aminoácidos más 

pequeños por medio del clivaje de sus enlaces peptídicos124. 

  

Figura 17. Modelo tridimensional del sitio de unión a ligando de la proteína NfCPB-L de Naegleria fowleri 

generado por I-TASSER. La región de color azul representa los residuos involucrados en el sitio de unión-
ligando. La región de color verde representa el ligando. Los números y letras de color rosa corresponden a la 
posición y aminoácido involucrados en el sitio de unión a ligando. 

 

Para la proteína NfCPB-L (figura 17), BioLip dejó en evidencia el sitio un sitio de 

unión al ligando que está comprendido por los ligandos Q110, G114, C116, W117, 

S152, Y154, D157, G158, G159, Y160, L161, A231, G256, H257, A258, W281. El 
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Nombre del ligando reportado en la base de datos BioLip es la arilaminoetil amida 

heterocíclica, esta molécula está descrita como la responsable de quitar la cadena 

invariable del complejo mayor de histocompatibilidad clase II y unirse a las 

glucoproteínas (inmunoglobulinas) para proceder a hacer su respectiva 

catálisis125,126.   

Finalmente, los modelos tridimensionales de las proteínas NfCPB y NfCPB-L que 

se obtuvieron a través de I-TASSER requieren una validación de su estabilidad 

estructural. Esto se logra mediante el análisis de los ángulos de torsión (ψ psi y ϕ 

phi) que determinan el plegamiento de las proteínas99. Para la visualización de los 

ángulos de torsión de las proteínas NfCPB y NfCPB-L se usó la gráfica de 

Ramachandran, en la figura 18 y figura 19 respectivamente. 

Las regiones favorecidas (las cuales están delimitadas por líneas amarillas) 

corresponden a los sitios donde hay mayor probabilidad de que los ángulos que 

conforman la estructura proteica sean posibles, mientras que las regiones 

permitidas (lugares en donde los átomos están más cerca pero no se alcanzan a 

chocar, están delimitadas por líneas azules) y las no permitidas (Hay un choque de 

átomos) corresponden a sitios con menor probabilidad de acercamiento al ángulo 

correcto.  102 



65 
 

 

Figura 18. Conformación estereoquímica de los ángulos del modelo de la proteína NfCPB de Naegleria fowleri 
según la gráfica de Ramachandran. Zona color amarillo: regiones favorables. Zona color azul: regiones 
permitidas. Cruces color amarillo: hélices α. Cruces color rojas: láminas β. Cruces color blanco: bucles y 
giros. 

 

Para la validación de la proteína NfCPB de Naegleria fowleri obtenida mediante 

Swiss-Pdb Viewer gracias a la gráfica de Ramachandran mostró que 215 

aminoácidos (62.4%) están entre la zona favorable, 106 aminoácidos (30.64%) 

están en la región permitida, y que 24 aminoácidos (6.96%) se encuentran en la 

región no permitida. 
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Figura 19. Conformación estereoquímica de los ángulos del modelo de la proteína NfCPB-L de Naegleria 
fowleri según la gráfica de Ramachandran. Zona color amarillo: regiones favorables. Zona color azul: 
regiones permitidas. Cruces color amarillo: hélices α. Cruces color rojas: láminas β. Cruces color blanco: 
bucles y giros. 

 

Para la validación de la proteína NfCPB-L de Naegleria fowleri obtenida mediante 

Swiss-Pdb Viewer gracias a la gráfica de Ramachandran mostró que 198 

aminoácidos (63.05%) están entre la zona favorable, 91 aminoácidos (30.64%) 

están en la región permitida, y que 25 aminoácidos (7.96%) se encuentran en la 

región no permitida. 

Basándose en los resultados mostrados por Swiss-Pdb Viewer, y teniendo en 

cuenta la distribución de aminoácidos en las zonas favorables de la gráfica de 

Ramachandran, es posible deducir que el modelo constituye un buen acercamiento 

a la estructura real de las proteínas NfCPB y NfCPB-L.                                                                              
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8. DISCUSIÓN 

 

La meningoencefalitis primaria amebiana (PAM) es una enfermedad de amplia 

distribución; aunque se han reportado más de 440 casos a nivel mundial desde 

1962104,106, estudios indican que la incidencia de PAM es muchísimo mayor, pero la 

estadística mundial se ha visto afectada por la gran tasa de casos no reportados y 

subdiagnosticados103. En Colombia el panorama no es ajeno al subdiagnóstico, ya 

que todavía no se consideran las meningitis parasitarias como un posible 

diagnóstico. 

PAM es causado por Naegleria fowleri, la única subespecie del género Naegleria 

patógena para los seres humanos. Actualmente los estudios se enfocan en el 

análisis de las proteínas de membrana para elucidar mecanismos de patogenicidad 

que permitan evidenciar posibles sitios para dianas terapéuticas. Las proteínas 

NfCPB y NfCPB-L han mostrado tener un gran potencial investigativo, ya que entre 

sus funciones se han descrito gran parte de las actividades proteolíticas sobre las 

Inmunoglobulinas, fibronectina, hemoglobina y albúmina13. 

Aunque se ha demostrado lo esencial que son estas catepsinas B en la patogénesis 

de Naegleria fowleri, todavía no se ha realizado una cristalización de las proteínas 

y tampoco existen modelos bioinformáticos que permitan analizar sus estructuras 

tridimensionales. 
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Este estudio se enfocó en proponer un modelo tridimensional para las proteínas 

NfCPB y NfCPB-L de Naegleria fowleri, iniciando desde el análisis de sus 

estructuras primarias y secundarias, y de esta manera aportar al esclarecimiento de 

su función en Naegleria fowleri y su papel en el desarrollo de PAM. 

Las propiedades fisicoquímicas obtenidas por PROTPARAM permitieron establecer 

el peso molecular, el índice de estabilidad, el punto isoeléctrico, el tiempo de vida, 

el índice alifático y el promedio general de hidropatía de las proteínas NfCPB y 

NfCPB-L de Naegleria fowleri. 

El índice alifático, que se define como el volumen relativo que ocupan las cadenas 

alifáticas laterales de los aminoácidos Alanina, Valina, Isoleucina y Leucina; el 

índice alifático y la termoestabilidad de la proteína son directamente proporcionales, 

es decir, la termoestabilidad aumenta cuando el índice alifático aumenta107.  La 

proteína NfCPB tiene un índice alifático de 81.96, sugiriendo que la proteína es 

bastante termoestable, este índice se debe a su alto porcentaje de Lisina y Valina 

que la componen (6.70% y 7.30% respectivamente); Para la proteína NfCPB-L, el 

índice alifático es 74.29, también es una proteína termoestable, y su índice alifático 

se debe a su porcentaje de Alanina y Valina (7.50%). Es importante destacar que 

para futuros estudios de las proteínas se debe tener en cuenta el dato del índice 

alifático para llevar acabo aislamiento y purificación de las mismas.   

Usualmente, los compuestos que tienen un peso molecular de 10.000 a 100.000 Da 

y un índice de inestabilidad menor de 40 son inmunógenos potentes 108,109;   La 

proteína NfCPB tiene un peso molecular de 38404.94 Da y un índice de inestabilidad 
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de 34.63, mientras que la proteína NfCPB-L tiene un peso molecular de 34154.82 y 

un índice de inestabilidad de 32.20. Con estos valores, las proteínas NfCPB y 

NfCPB-L están en el rango propuesto para ser inmunógenos potentes, haciéndolas 

capaces de desencadenar entonces una respuesta inmune. 

El punto isoeléctrico es aquel pH en el que hay un equilibrio de cargas, es decir, las 

cargas positivas y las cargas negativas son iguales, haciendo así que la carga neta 

del aminoácido sea cero logrando generar una quietud total en un campo 

eléctrico110. Las proteínas NfCPB y NfCPB-L tienen un punto isoeléctrico de 7.66 y 

7.73 respectivamente, haciendo a ambas proteínas aptas para realizar un 

aislamiento en campo eléctrico.111 

El índice de estabilidad hace referencia a la estabilidad de la proteína en un tubo de 

ensayo, si se obtienen valores superiores a 40, estaríamos hablando de una 

proteína inestable42. Las proteínas NfCPB y NfCPB-L tienen un índice de 

inestabilidad de 34.63 y 32.20 respectivamente, haciéndolas unas proteínas 

estables. Como se mencionó anteriormente, las proteínas NfCPB y NFCPB-L hacen 

parte de los mecanismos de invasión independientes al contacto, por ende, estas 

proteínas no son lábiles o sensibles a los daños con tratamientos químicos y 

mecánicos, permitiendo así su uso para estudios experimentales. 

El tiempo de vida media es una predicción del tiempo que se demora en 

desaparecer la mitad de la proteína una vez es sintetizada por la célula, este valor 

depende del aminoácido que ocupa la porción amino terminal de la misma; por 

ejemplo, la arginina, lisina, fenilalanina y glutamina generan un tiempo de vida media 
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reducido al ocupar este espacio ya que su cadena lateral contiene un grupo amino 

protonable, y su ionización depende del pH, mientras que la metionina, glicina, 

prolina o valina pueden alargar dicho promedio de vida. Las proteínas NfCPB y 

NfCPB-L poseen un tiempo de vida media de 30 horas en reticulocitos de 

mamíferos, >20 horas en levaduras y >10 horas en E.coli. Este resultado de tiempo 

de vida media puede ser fundamental para la determinación e identificación de su 

residuo N terminal por medio de métodos experimentales112,113 como la degradación 

de Edman. La vida media de las proteínas es una característica muy variable y está 

relacionada con la funcionalidad o la ubicación de las mismas dentro de la célula100. 

El promedio general de hidropatía (GRAVY) es la suma de los valores de hidropatía 

de todos los aminoácidos, dividido por el número de residuos en la secuencia114, 

esta suma, medida en kJ/mol, es la energía necesaria para trasferir un segmento 

de secuencia de longitud definida de un medio hidrofóbico a un medio hidrofílico; 

este valor de hidropatía permite tener indicios sobre la topología, dominios 

transmembranales y probables sitios antigénicos expuestos en la superficie de la 

proteína111. Paras las proteínas NfCPB y NfCPB-L se obtuvieron valores de -0.261 

y -0.189 respectivamente, indicando que son proteínas hidrofílicas. 

Para comprobar la hidropatía de las proteínas NfCPB y NfCPB-L, se usó la escala 

Kyte&Dolittle, PROTSCALE usó un tamaño de ventana de 7, este tamaño de 

ventana fue muy útil para encontrar las regiones expuestas haciéndolas 

potencialmente antigénicas116. Este análisis mostró que las proteínas son altamente 
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hidrofílicas, coincidiendo con los resultados arrojados por PROTPARAM en cuanto 

al promedio GRAVY. 

Se ha descrito que las regiones teóricamente asociadas con la falta de 

compactación de las proteínas bajo condiciones fisiológicas normales son aquellas 

en donde hay bajos niveles de aminoácidos hidrofóbicos junto a largos intervalos de 

residuos hidrofílicos, dando como resultado estructuras nativas desordenadas58. 

GLOBPROT realizó un análisis de regiones desordenadas en las proteínas NfCPB 

y NfCPB-L. La predicción de regiones desordenadas reveladas sugiere que NfCPB 

tiene 4 regiones flexibles y desordenadas (residuos 101-108, 166-175, 193-217, 

328-343) y que NfCPB-L posee 5 regiones flexibles (residuos 96-100, 148-162, 171-

200, 278-289, 304-309); estos resultados podrían indicar que esas regiones 

estarían involucradas en funciones importantes para Naegleria fowleri. Los 

resultados combinados de GLOBPROT y PROTSCALE muestran una coincidencia 

en cuanto a la predicción de una región desordenada entre los residuos 180-250 y 

150-300 para NfCPB y NfCPB-L respectivamente.  

Se ha descubierto que los segmentos desordenados de las proteínas contienen 

importantes sitios funcionales predichos como motivos lineales58. En la 

identificación de motivos, en las proteínas NfCPB y NfCPB-L se encontraron 3 

regiones Tiol-proteasas que contienen Cisteína, Histidina y Asparagina como sitio 

activo (entradas PS00139, PS00639 y PS00640) 117,118,119, y tres sitios N-

glicosilación, uno para NfCPB y el dos para NfCPB-L. Las tiol-proteasas son 

endopeptidasas que trabajan a partir de la catálisis por intermedio de un tioéster, y 
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se ve facilitada por una cadena lateral de histidina cercana; una Asparagina 

completa la tríada catalítica esencial120. Los sitios de N-glicosilación se han descrito 

en bacterias Gram negativas, como sitios importantes para la patogénesis, ya que 

se ven involucrados en la adhesión, protección contra la degradación proteolítica, 

en el incremento de la solubilidad y en la variación antigénica121. Ya que las 

proteínas NfCPB y NfCPB-L son proteínas de superficie, es posible resaltar la 

importancia de los sitios de N-glicosilación para generar una protección extra contra 

el sistema inmune del hospedero; Si se tiene en consideración la importancia de los 

sitios de glicosilación para la patogénesis de Naegleria fowleri y su interacción con 

el sistema inmunológico, estos sitios podrían presentar a futuro blancos 

terapéuticos, logrando una alteración por medio de inhibiciones de las interacciones 

carbohidrato-receptor.121 

Para la determinación de la estructura secundaria de las proteínas se usó un 

consenso de programas disponibles en el servidor NSP@; la determinación y 

análisis de las estructuras secundarias de las proteínas contribuye enormemente a 

la predicción del modelo tridimensional de la misma, esta estructura secundaría se 

verá favorecida si se usan consensos de programas para hacer clasificaciones 

estructurales, brindando así aproximaciones y resultados más confiables de la 

estructura tridimensional122.  

Los resultados dados por NSP@ indican que en los residuos 16-52 hay una hélice 

α para la proteína NfCPB, comparando ese resultado con el promedio GRAVY y la 

gráfica del índice de hidrofobicidad, encontraríamos una región que posiblemente 
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se encuentra anclada a la parte interna de la membrana de Naegleria fowleri, ya 

que dichos residuos están en la región que supera el valor de 1.6, indicando que 

este segmento posee propiedades hidrofóbicas. Para NfCPB-L, la hélice α que va 

de los residuos 3-19 sería el segmento con propiedades hidrofóbicas. 

Es importante resaltar que los residuos de las hélices mencionadas se encuentran 

dentro la región transmembranal obtenida por el consenso de programas DAS, 

SOSUI, TOPPRED2, TMAP, TMPRED, SPLIT4, PHDHTM, TMHMM2, HMMTOP2. 

Se puede también observar que, dentro de la conformación de las hélices 

mencionadas, para NfCPB, 20 de sus 36 residuos son no polares y 8 son polares 

(mayoría hidrofóbicos). Para la proteína NfCPB-L, 11 de sus 17 residuos son 

apolares y 4 son polares.  Si se tiene en cuenta la predicción de la estructura 

secundaria obtenida por I- TASSER contra la estructura de NPS@, estas 

coincidieron en su mayoría con la posición y cantidad de los residuos que conforman 

las hélices α y láminas β.  

La estructura de una proteína es la combinación de fragmentos rígidos y flexibles, 

esta combinación en conjunto es supremamente necesaria para un funcionamiento 

correcto de la misma; las regiones rígidas son aquellas en donde hay una menor 

movilidad de átomos, haciéndolas regiones más estables, mientras que las regiones 

flexibles son aquellas que gracias a su movilidad de átomos pueden realizar 

cambios conformacionales que pueden estar implicados en interacciones con otras 

moléculas123. En cero absolutos de temperatura, los átomos de una proteína 

permanecen en una posición de equilibrio y con una energía muy baja; a medida 
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que la temperatura aumenta, la energía hace que los átomos oscilen alrededor de 

la posición de equilibrio, estos alcances de oscilación varían a menudo del modelo 

tridimensional de la proteína y de la interacción con los átomos ligandos y 

solventes80. El factor B normalizado es un factor que analiza y proporciona datos 

sobre la movilidad térmica de los átomos en una estructura proteica para así 

determinar la flexibilidad y estabilidad de los diferentes segmentos que componen 

a dicha proteína79, todo esto, con el fin de dar un indicio sobre las posibles 

interacciones que puede realizar con otras estructuras78; en la figura 12, podemos 

deducir que las láminas y hélices que tienen valores negativos (estructuras rígidas) 

podrían ser segmentos poco variantes, por ende, esta estabilidad podría ser 

importante en el correcto funcionamiento de las mismas. 

Ahora, si se hace una correlación de los valores de predicción en las figuras 10 y 

11 con el valor del factor B normalizado, podemos inferir que en la figura 12, todos 

los valores positivos (regiones flexibles) se ubicaron en los residuos que poseen 

una puntuación menor a 7 en la predicción de estructura secundaria, indicando que 

los residuos flexibles, al ser estructuras con una mayor movilidad atómica, generan 

una predicción con valores menores a 7. 

Se vio un patrón de introducción de gaps en las secuencias alineadas por LOMETS 

en los residuos 1-33, y en un alineamiento se introdujo un gap correspondiente a 

los aminoácidos 2-103 para la proteína NfCPB, mientras que NfCPB-L mostró un 

comportamiento muy similar a NfCPB en la introducción de gaps en los residuos 1-

33; esto indica que en esta región hay elementos que son muy propios de las 
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proteínas, llegando a estar involucrados en las funciones específicas de las mismas 

para llevar a cabo la patogénesis de PAM. 

La evaluación cuantitativa de cada modelo tridimensional se realizó por medio de 

un puntaje C, el cual es calculado con base en las alineaciones de la plantilla y los 

parámetros de convergencia de cada modelo. El puntaje C está entre los rangos de 

-5.2 a 2, donde un valor cercano a 0 equivale a un modelo de mayor confianza; los 

valores mayores a -1.5 indican una buena topología del modelo.94, 95 El puntaje TM 

se usó para medir la similitud conformacional entre dos estructuras ya que es menos 

sensible a las variaciones estructurales locales. Para lograr una topología correcta 

de la estructura, el valor del puntaje TM debe ser mayor a 0.5, un valor menor a 0.17 

indica un modelo de topología basado en estructuras tomadas al azar.95 

La predicción del ligando-receptor de las proteínas NfCPB y NfCPB-L evidenció que, 

en estas regiones, la mayoría de residuos son apolares, indicando que podrían 

interactuar con las regiones hidrofóbicas de las moléculas que actúan como ligando. 

Para la proteína NfCPB el ligando reportado por BioLip es la 1-[2-(3-Bifenil)-4-

Metilvaleril)]Amino-3-(2-Piridilsulfonil) Amino-2-Propanona, como se describió 

anteriormente, este ligando cliva el colágeno y la fibronectina por medio de hidrólisis. 

Dicho esto, este estudio sugiere que este ligando se une a la región rica en azúcares 

que hay tanto en la fibronectina, como en el colágeno. 

La fibronectina es una glucoproteína que se encuentra en casi todos los espacios 

extracelulares de los tejidos, fibroblastos, células epiteliales, plasma y otros 
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fluidos127. Ya que esta glicoproteína se encuentra ampliamente distribuida en todo 

el cuerpo, y NfCPB se ancla a ella, se puede sugerir que esta unión es el primer 

paso para generar un daño celular el epitelio olfativo y después en el neuroepitelio, 

provocando entonces la herniación celeberal. 

Se describe también el clivaje del colágeno; esta proteína se encuentra 

ampliamente distribuida en el organismo, y es secretado por células como los 

fibroblastos128. NfCPB podría actuar principalmente en el colágeno tipo III y IV; el 

colágeno tipo IV está principalmente en células epiteliales, garantizando así el daño 

celular. En cuanto a el colágeno tipo III, se sintetiza en la glía, y es fundamental para 

el equilibrio y la regulación bioquímica del crecimiento neuronal, desarrollo de los 

axones y dendritas, y la protección física de las neuronas contra patógenos131. 

Como ya se describió anteriormente, PAM se caracteriza por la rápida degeneración 

neuronal gracias a la exacerbación de la respuesta inmune; se puede deducir 

entonces que NfCPB actúa directamente en la eliminación de la primera barrera de 

protección neuronal, dando vía libre a otras proteínas tales como las 

esfingomielinasas, neuroaminidasas y lipofosfolipasas para cumplir su objetivo de 

desmielinización neuronal.  

En cuanto a la proteína NfCPB-L, el ligando reportado por BioLip fue arilaminoetil 

amida heterocíclica. El complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) clase II se 

encuentra en células presentadoras de antígeno tales como células dendríticas, 

algunas células epiteliales y en los linfocitos B; al tener dos cadenas (α y β) su 

afinidad se ve determinada por la longitud de la cadena de aminoácidos del 
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antígeno129, al impedir la unión del CMH clase II para la presentación antigénica, 

NfCPB-L gana tiempo para su propagación hacia el neuroepitelio130.  

NfCPB-L se une a las inmunoglobulinas, evadiendo así gran parte de la respuesta 

inmune; esto sugiere, que NfCPB-L es una proteína primordial para la entrada 

exitosa de Naegleria fowleri a el neuroepitelio, y es fundamental para el correcto 

funcionamiento de otros mecanismos de patogenicidad de la misma.  

El análisis funcional de las proteínas NfCPB y NfCPB-L de Naegleria fowleri se hizo 

basándose en los resultados de cada uno de los programas usados para la 

predicción estructural de las mismas, y con el apoyo de los datos reportados por la 

literatura con el fin de entender y elucidar el rol de estas proteínas en la patogénesis 

de PAM. 

Existen algunos ángulos de torsión o diédricos que no son físicamente posibles 

debido al choque de los átomos presentes en la unión entre los aminoácidos101, el 

rango permitido de ángulos de una estructura es muy restrictivo, lo que limita las 

posibles conformaciones tridimensionales de las proteínas, haciendo que las 

combinaciones de ángulos de torsión no sean al azar100. El modelo tridimensional 

de las proteínas NfCPB y NfCPB-L que se obtuvo a través de distintas herramientas 

computacionales cumple con los parámetros estereoquímicos de una estructura 

estable, esta verificación se llevó a cabo con la gráfica de Ramachandran; se 

deduce entonces que los dos modelos tridimensionales se aproximan a las 

estructuras reales de las proteínas NfCPB y NfCPB-L de Naegleria fowleri.     
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9. CONCLUSIONES 

 

 Las proteínas NfCPB y NfCPB-L hacen parte de los mecanismos 

independientes de contacto de la ameba de vida libre Naegleria fowleri, están 

compuestas por 345 y 313 aminoácidos respectivamente, son termoestables, y 

pesan 38404.43 y 34154.82 Da.  

 Estas proteínas son altamente hidrofílicas, pero posee regiones hidrofóbicas 

que permiten que tengan regiones transmembrana reportadas por el consenso 

de programas usados. 

 Los métodos computacionales usados en esta investigación permitieron hacer 

una aproximación al conocimiento estructural de las proteínas NfCPB y NfCPB-

L, siendo importante para el entendimiento de los mecanismos de acción de 

éstas con base en su estructura tridimensional.  

 El modelo tridimensional de la proteína NfCPB está compuesta por 10 hélices 

α, y 11 láminas β; y de la proteína NfCPB-L está compuesta por 9 hélices α, y 

13 láminas β. Las dos estructuras están compuestas mayoritariamente por 

bucles y giros β. 

 El sitio ligando de la proteína NfCPB reportado por BioLip es la 1-[2-(3-Bifenil)-

4-Metilvaleril)]Amino-3-(2-Piridilsulfonil) Amino-2-Propanona; este ligando sería 

primordial para la colonización y el daño celular, haciendo que el sistema 

inmune monte una respuesta exacerbada, complicando el cuadro de PAM. 
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 Los modelos tridimensionales de las proteínas NfCPB y NfCPB-L de Naegleria 

fowleri propuestos cumplen con los parámetros esteroquímicos de las 

conformaciones permitidas en los polipéptidos; la gráfica de Ramachandran 

para NfCPB mostró que 215 aminoácidos (62.4%) están entre la zona 

favorable, 106 aminoácidos (30.64%) están en la región permitida, y que 24 

aminoácidos (6.96%) se encuentran en la región no permitida; para NfCPB-L 

la gráfica de Ramachandran mostró que 198 aminoácidos (63.05%) están entre 

la zona favorable, 91 aminoácidos (30.64%) están en la región permitida, y que 

25 aminoácidos (7.96%) se encuentran en la región no permitida, indicando 

que la predicción de los modelos tridimensionales de las proteínas se acercan 

a la realidad estructural de las mismas.  
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