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RESUMEN

La meningoencefalitis amebiana primaria (PAM) es una enfermedad de amplia
distribucion 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 especies!, dos de estas especies son agentes causales de
enfermedades en animales experimentales; mientras que solo una especie,
Naegleria fowleri, es patdgeno en los humanos. No existe un mecanismo de control

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

El analisis de proteinas actualmente se ha convertido en un principio fundamental
para el estudio de posibles blancos terapéuticos que permitan la realizacién de
vacunas que tengan un amplio rango de inmunizacion, y el conocimiento de las
funciones de las proteinas. En el caso de Naegleria fowleri se han identificado
factores de patogenicidad como las proteinas Catepsina B (NfCPB) y Catepsina B-
L (NfCPB-L), primordiales en actividades proteoliticas sobre las Inmunoglobulinas,

fibronectina, hemoglobina y albumina, reconocimiento y anclaje celular.*®

El objetivo de esta investigacion fue proponer mediante el analisis bioinformatico la
estructura tridimensional de las proteinas NfCPB y NfCPB-L de Naegleria fowleri
logrando asi inferir las regiones funcionales asociadas importantes para su
antigenicidad e inmunogenicidad. Para el analisis de la estructura primaria se
determinaron las propiedades fisicoquimicas, el indice de hidrofobicidad y las

regiones transmembranales. Para la estructura secundaria, se realizé un consenso



con seis algoritmos disponibles en el servidor NSP@. La aproximacion de la
estructura terciaria de la proteina se realizé por el programa I-TASSER y el
modelamiento tridimensional se visualizo a través del servidor Swiss-Pdb Viewer
4.1.0, la validacién del modelo se llevo a cabo por la grafica de Ramachandran
basandose en la distribucion de angulos de los aminoacidos que componen el
modelo obtenido.

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

y una aproximacion a la funcion de las proteinas NfCPB y NfCPB-L.

Palabras clave: bioinformatica, proteina NfCPB, proteina NfCPB-L, Naegleria

fowleri, Catepsina

Estudiante: Gabriela Castillo Vega

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

Cundinamarca

Fecha: noviembre 2018



1. INTRODUCCION

La Meningoencefalitis amebiana primaria (PAM) es una enfermedad de distribucion
cosmopolita causada por la ameba de vida libre Naegleria fowleri. A nivel mundial
se han reportado mas de 300 casos en paises tales como Estados Unidos, Pakistan,
Australia, centro y sur América®. Aunque PAM es una enfermedad rara, su curso
usualmente es fatal. Segun la organizacion mundial de la salud (WHO) al 2017, las
meningitis agudas son un problema de salud publica 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 mejoria, y en uno de los casos fatales el paciente fue
diagnosticado con meningitis bacteriana; estas infecciones se dieron en estados del
sur®. En Colombia se han reportado 5 casos de PAM, de los cuales todos fueron
fatales; en dos de los casos, se inici6 tratamiento como si fuera una meningitis
bacteriana, después de varios analisis se demostré 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 fijaciéon para la tincion de Gram#, y el acceso a técnicas moleculares en toda

Colombia es muy limitado; dejando asi posibles casos de PAM sub-diagnosticados.



Las proteinas de membrana de N.fowleri son los factores de patogenicidad més
importantes en el momento de la invasion e infeccion*®, estudios han sugerido que
las proteinas Catepsina B y Catepsina B-L(NfCPB y NfCPB-L) tienen un papel
primordial en actividades proteoliticas sobre las Inmunoglobulinas, fibronectina,

hemoglobina y albimina?3.

El analisis bioinformatico de proteinas se ha convertido en una herramienta muy util
ya que los métodos convencionales de aislamiento y purificacion tienen un alto costo
y en muchos casos son de alta complejidad; sin contar que no todos los
microorganismos son de facil cultivo, Naegleria fowleri es una ameba exigente,

requiere de condiciones estrictas para un aislamiento exitoso sin contaminacion.

En la actualidad no hay descripciones en cuanto al modelo tridimensional de las
proteinas de membrana de N.fowleri, ya que se considera como un parasito poco
frecuente. Esta investigacion permitié realizar los modelos tridimensionales de las
proteinas NfCPB y NfCPB-L, con el fin de analizar sus caracteristicas funcionales y
estructurales, y a largo plazo pretende ser un apoyo para estudios de tales proteinas

con el fin de realizar un farmaco que permita la resolucion total de PAM.



2. OBJETIVOS

2.1. General

Proponer un disefio tridimensional de las proteinas NfCPB y NfCPB-L presentes en

la membrana de Naegleria fowleri.

2.2. Especificos

1. Analizar las proteinas NfCPB y NfCPB-L codificada en el genoma de Naegleria
fowleri, mediante herramientas tales como SAPS, ProtParam, ProtScale, TMPRED,

PFAM.

2. ldentificar los dominios funcionales presentes en la estructura de las proteinas

NfCPB y NfCPB-L de Naegleria fowleri.

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

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



3. ANTECEDENTES

Las proteinas de membrana juegan un papel fundamental en la patogénesis de
N.fowleri; La adherencia a las células huésped juega un papel crucial en la invasion

de este, determinando la efectividad de la infeccion.

Estudios han demostrado que las proteinas 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 evasion
inmunologica y la supervivencia intracelular, asi como en el reconocimiento e

invasion celular.14

En 1986 se empieza a describir la accion “hemoglobinasa” de una proteina de
aproximadamente 32KDa por medio de la regurgitacion directa del intestino de
Schistosoma mansoni, dicha investigacion demostré que la actividad de la
hemoglobinasa era proporcional a la cantidad de proteinas consumidas por el
parasito®®. El mismo afio, Keene y colaboradores®? purificaron dos proteinas 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 accion de los inhibidores
de proteinasas, y la tercera fue el descubrimiento del efecto citopatico de las

catepsinas sobre las células usadas en el cultivo de E.histolytica.



Se report6 en el 20152 |a presencia de una proteina en Angiostrongylus
cantonensis capaz de degradar las proteinas del complejo de membrana del reticulo
endoplasmatico (ECM), también se demostré su capacidad de dafio y afectacién en

la integridad de las células epiteliales intestinales del huésped.

En 2014, Lee J y colaboradores!* obtuvieron la secuencia completa de las
cisteinproteasas Catepsina B y Catepsina B-Like, junto a sus propiedades
bioquimicas; por medio de RT-PCR se obtuvo la secuencia de cDNA de los genes
cisteinproteasas nfCPB y nfCPB-L, demostrando que el ORF consistia de
secuencias de 1.038 y 939 pb respectivamente. A su vez, por medio de una RT-
PCR semicuantitativa se demostré que estas proteinas se expresan Unicamente en
los trofozoitos de Naegleria fowleri. Para confirmar la actividad proteolitica, se us6
un ensayo enzimatico convencional, usando sustratos fluorogénicos de péptidos;

dando en todos los ensayos positivos en rangos de pH de 4.5 a 6.5.



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 1965°; un afio después, en Estados
Unidos se presentaron tres casos fatales de PAM, los cuales fueron descritos por
Butt!!, mostrando una gran similitud de los sintomas presentados por los pacientes
de Estados Unidos y Australia analizando asi la importancia clinica de la

enfermedad y sus caracteristicas sintoméaticas.

4.2 Etiologia 'y Morfologia
Naegleria es un género de amebas de vida libre de distribucion cosmopolita; se han
descrito mas de 47 especies, pero solo una es patdgena para los humanos, Nagleria

fowleri.t

Naegleria fowleri es una ameba flagelada, presente en aguas de piscinas,
estanques, aguas de riego, lagunas, termales y lagos?!?, esta ameba de vida libre
mide entre 10 a 20 um en fase de trofozoito, y entre 15 a 35 um en fase quistica.
Crece en oOptimas condiciones a temperaturas entre 20°C y 37°C y se enquista a
temperaturas entre 5 a 10°C*’; 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.*3



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 encuentre!®, mostrando asi
tres estadios; si estd en un ambiente donde los nutrientes no escasean, Naegleria
entra en un estado de trofozoitos con una alta reproduccion por fision binaria, los
trofozoitos son su estadio infectante; si Naegleria no tiene nutrientes, pero si esta
en agua, entra en una forma de ameba flagelada permitiendo la movilidad para la
basqueda de condiciones 6ptimas para volver al estado de trofozoito, no hay
reproduccion y tampoco enquistamiento; si Naegleria se ve privada de nutrientes y
de agua, se enquista. Se sabe que el Unico estadio que se reproduce, adquiere

nutrientes y se enquista es el trofozoito.

Su gran variedad de proteinas de membrana le confiere a N. fowleri una gran
variedad antigénica, asi como factores de virulencia, trafico vesicular, e
interacciones con las células que van a infectar; entre las proteinas de membrana

podemos encontrar: Fosfolipasa A, neuraminidasa, elastasa, NfFCPB y NfCPB-L.6

4.3 Taxonomia

Las amebas de vida libre son ampliamente reconocidas por ser entidades termofilica
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 mas reconocida es Naegleria; se ha reportado que tiene 47

subespecies, pero que solo 3 de estas son patdgenas!, Naegleria fowleri en



humanos como agente causal de PAM, mientras que N.australiensis y N.italicus

son patogenos de animales.

La gran mayoria 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 artico y en el sub-Antartico
encontrando especies como N.arctica, N.neochilensis, N.neoantarctica, N.
neopolaris, y N.polaris'®, la interaccién y preferencia con los climas frios y su

supervivencia en estos no ha sido estudiada.

4.4 Transmisién
La via de transmisién de Naegleria fowleri es a través del agua (figural), se contrae
por el contacto con el agua contaminada; Naegleria entra a través de la lagrima

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; [Ultima actualizacion Noviembre de 2017; citado el 25
de noviembre de 2017]. Disponible en: https://www.cdc.gov/parasites/naegleria/pathogen.html

Como no es un parasito oportunista, N. fowleri tiene la capacidad de infectar nifios,
adolescentes, adultos y ancianos sin la necesidad que tenga una enfermedad de
base; N. fowleri se ha descrito en pacientes que estaban practicando algun tipo de

deporte acuatico.3®

4.5 Patogénesis

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

infeccion. A las 96 horas se empieza a mostrar la respuesta inflamatoria y las

23



primeras sefales de dafo celular y de tejidos, siendo los neutrdfilos y los

macréfagos los responsables de esta.®?

Naegleria fowleri al igual que muchas amebas de vida libre, han demostrado ser
capaces de lograr la desmielinizacion de las neuronas, degeneracion de los
procesos de la glia y la inhibicion de la accién inmunolégica. Se han descrito dos

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

4.5.1 Mecanismos dependientes de contacto

La adhesion al epitelio nasal es la parte fundamental para una infeccion efectiva y
colonizacion de Naegleria. La habilidad que tenga N. fowleri en la invasién del nervio
nasal, la motilidad y la quimiotaxis son factores fundamentales en el desarrollo de

la enfermedad.1®

El gen nfal codifica una proteina del mismo nombre, expresada Unicamente en los
pseudopodos del trofozoito; se ha demostrado que la proteina Nfal esta involucrada
en la inhibicién de la primera barrera inmunolégica, permitiendo asi el libre ingreso
al nervio olfatorio?°. Nfal tiene una de las tareas mas importantes en cuanto a la
patogenicidad de N.fowleri ya que tiene un papel primordial en la actividad
fagocitica, la endocitosis y destruccion de las células nerviosas a través de un

mecanismo dependiente al contacto!3?,

La adhesion esta mediada por adhesinas que se expresan en la membrana; se han
descrito dos integrinas ubicadas en la parte de adhesion junto a las adhesinas que

tienen su respectiva anti-integrina para la modulacién de la accion de la misma.



N. fowleri posee un fibronectina de union la cual se ha descrito en actividades de
mediacion de la citotoxicidad de las células huésped, también se ha descrito las
quinasas C qué inhiben la unién de las células citotoxicas al trofozoito, en este
proceso hay una induccion a la activacion de especies reactivas de oxigeno (ROS),

causando asi dafio celular y epitelial.

Estudios sugieren que la proteina Mp2CL5 tiene un papel primordial en el
reconocimiento y anclaje celular* ®; no se ha determinado alin cual es su mecanismo

de accion.

4.5.2 Mecanismos independientes de contacto

La proteina N-PFP de 66KDa formadora de poros citoliticos 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 asi la integridad de la
membrana?!. Los naegleriapores A y B son polipéptidos encargados de evadir las
células NK y células T por medio de citdlisis. Estos polipéptidos se han descrito

también en amebas como Entamoeba histolytica??.

En los pacientes con PAM se ha observado una gran desmielinizacion en la materia
blanca, producto de las fofolipasas A, A2 y C. Es ampliamente reconocido que N.
fowleri se encarga del dafio de las membranas citoplasmaticas ricas en lipidos y las
desmielinizacion del tejido nervioso, en este proceso actian las esfingomielinasas,

neuroaminidasas y lipofosfolipasas.



Un grupo de cisteinproteasas del tipo catepsina (NfCPB y NfCPB-L) esta implicado
en la degradacion total de las Inmunoglobulinas IgA, IgM, e IgG; con la IgA e IgM,
NfCPB impide la opsonizacién, evadiendo la primera barrera inmunologica; y al
actuar sobre la IgG impide la liberacion de productos de lisis celular de células como
Neutrofilos, Monocitos, Eosindfilos y NK. NfCPB y NfCPB-L también estan

implicados en la degradacion de la fibronectina, hemoglobina, colageno y albumina.

4.6 Inmunologia

En las etapas iniciales de la infeccion, el huésped produce mucosa y atrapa el
trofozoito; al hacer un minimo reconocimiento de N. fowleri, se empieza a activar la
respuesta inmune innata, permitiendo la liberacibn de mucinas (MUC5AC) e
interleucinas pro-inflamatorias (IL-8 y IL-1B) en las vias respiratorias por medio de
la produccion de ROS. Aunque MUCS5AC inhibe la adhesion de N. fowleri a las
células, una gran parte de trofozoitos logra su cometido, consiguiendo que haya una
inflamacion en el epitelio. Al pasar los dias, la inflamacién es cada vez mayor, con
un aumento total de la respuesta neutréfila; se necesita mas de un neutréfilo para
poder causar dafios en la membrana de N. fowleri, y el mecanismo de lisis es

mediado por el TFN-a 23,

La activacion de Macrofagos produce la liberacion de acido nitrico en un mecanismo
citolitico dependiente de argininas y también la intervencion de factores no

oxidativos tales como la IL-1 y el TNF-a?4.

4.6.1. Evasion inmune



La primera linea de defensa es la mucosa nasal, N. fowleri evade el moco usando
proteinas mucinoliticas que degradan a MUC5AC. Se ha demostrado que N. fowleri
deteriora la respuesta blastogénica de la linea linfocitica, deprimiendo la accion de
los mitégenos en los linfocitos T y B; sugiriendo que ese es el mecanismo de

supresion de la respuesta inmune celular. %°

Otro mecanismo importante es la evasion total de la lisis celular mediada por el
complemento. Se ha demostrado que, al momento de evasion 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-C92, La proteina CD59-L funciona como protecciéon de
N.fowleri contra citotoxinas o moléculas formadoras de poros, es decir, CD59-L
cumpliria con la funciébn de proteger a la ameba contra complejos liticos del

complemento (C5b, C6, C7, C9) o toxinas bacterianas.!33

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

membrana, logrando asi la total evasion de la opsonizacion de los anticuerpos slgA.

4.6.2. Inmunizacion

Se ha realizado inmunizacion en ratones de forma intranasal, intravenosa, e
intraperitoneal con N.gruberi fijada con formaldehido, ofreciendo asi una proteccion
al momento del contacto intranasal con N. fowleri; es importante destacar que la

inoculacion intravenosa fue la mas efectiva.



La protoxina CrylAc, producida por Bacillus thuringiensisru y la toxina del colera se
han usado como adyuvantes en la mucosa nasal; Por ejemplo, los lisados de N.
fowleri co-administrados con CrylAc inducen proteccion contra la posterior
exposicion a N. fowleri. La proteccion se produce gracias al aumento de la
metaplasia del epitelio olfativo, produciendo asi un aumento significativo de IgA, asi
como el aumento de los linfocitos activados y el aumento de la respuesta inmune

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

Mas recientemente, se ha probado rNfal como candidato potencial a la vacuna. Los
ratones inmunizados intraperitonealmente o intranasalmente con la proteina rNfal
lograron desarrollan anticuerpos IgG, IgA e IgE especificos. También se inducen
niveles elevados de la citocina Thl, IF- vy, y la citocina reguladora, IL-10; haciendo

de rNfal un blanco ideal para la produccion de una vacuna.

4.7. Meningoencefalitis amebiana primaria (PAM)

La meningoencefalitis amebiana primaria (PAM) es una meningoencefalitis
hemorragica necrosante, los sintomas incluyen: dolor de cabeza, rigidez en el
cuello, fiebre, la participacion de los Iébulos 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 mayoria de

los casos.



Su periodo de incubacion va de uno a dieciséis dias dependiendo del estado inmune
del huésped; Después de la infeccion, N. fowleri se infiltra en la lamina cribiforme y
la mucosa nasal, pasa a lo largo de la ruta neuroepitelial-olfativa para ingresar al
cerebro y producir PAM con edema cerebral rapido, lo que lleva a la herniaciéon
cerebelar y la muerte?;, cortes histolégicos de PAM evidencian una fuerte
inflamacion, a menudo formada por neutréfilos, eosinofilos, macréfagos vy linfocitos,
con una gran presencia de trofozoitos en los espacios del cerebro medio,

hipotalamo y cerebro.

El bulbo olfatorio del paciente exhibe exudados hemorragicos e inflamatorios, y las
leptomeninges se muestran congestionadas con una hiperemia difusa con

infiltraciones.

4.8. Epidemiologia
Aungue se ha reportado la presencia de N. fowleri en pacientes asintomaticos, 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 mayoria 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 asi la
facilidad de Naegleria para adaptarse a diferentes temperaturas, un promedio de O

a 8 personas es infectado por Naegleria fowleri anualmente.?®



En el resto del mundo, se han reportado 440 casos de PAM, la mayoria 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 Republica Checa, Australia,

Colombia, México, Nueva Zelanda, Nigeria, Inglaterra e India.?°

Pakistan 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 acuaticas, lo cual sugiere que la infeccion fue por un bafio con agua de

grifo.30

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

mortem.33

4.9 Diagnéstico

En Colombia , el diagndstico 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 trofozoitos, es importante destacar que se
necesita un buen entrenamiento microscopico, ya que estos parecen macréfagos o
incluso pueden llegar a pasar por desapercibidos ; al momento de hacer una tincion
es muy posible que haya destruccién de trofozoitos , ya que son labiles a los
ingredientes usados en la tincion 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 trofozoitos.32



El analisis de LCR es muy parecido a una meningitis bacteriana, la Gnica diferencia
con esta es que los cultivos son negativos; se observan leucocitos a expensas de
los neutrofilos, hay glucorraquia disminuida y proteinorraquia aumentada, con
aspecto purulento. Para la tincion de LCR se sugiere utilizar la coloracion tricrémica
donde los trofozoitos se tifilen de verde, el citoplasma adopta un color

purpura/morado y el cariosoma rojo.*

Como la mayoria de diagndsticos no se hacen pre-mortem, se realizan cortes
histopatolégicos para su diagnoéstico, ya sea fijandolas con formaldehido, o
haciendo tinciones como Hematoxilina-Eosina (HE), Platamethenamina de Gomori

(GMS) y acido peryddico de Schiff (PAS).

A parte de la microscopia, los analisis por medio de inmunofluorescencia (IF),
ELISA, citometria de flujo y PCR. En el CDC se usa la inmunofluorescencia indirecta

(IFl) para la deteccion de Naegleria fowleri.3*

4.10 Tratamiento

El diagnostico 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 administracion de amebicidas que logren pasar la
barrera hematoenceféalica, los esteroides para controlar el edema cerebral y los
medicamentos antiepilépticos, si es necesario, para controlar la actividad

convulsiva.134135



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 area del cerebro y la superficie

del I6bulo frontal.136

El tratamiento por eleccion para Naegleria fowleri es la combinacion de anfotericina
B con fluconazol IV, miconazol, azitromicina IV, rimfapicina 1V, miltefosine o

dexametasona V.3

Actualmente, se ha identificado que N. fowleri codifica el esterol 14-desmetilasa
(CYP51) que comparte una similitud de secuencia de 35% con algunas especies
fungicas. Esta similitud ha llevado a plantear la posibilidad de reutilizar
medicamentos antimicoticos diferentes a la anfotericina B y la optimizacion de su

uso para el tratamiento de la PAM.%7

4.11 Proteinas NfCPB y NfCPB-L

Las cisteinproteasas han sido reconocidas como factores fundamentales en la
invasion y supervivencia intracelular de una gran cantidad de parasitos patégenos
para el ser humano; estas son indispensables en la invasion intracelular en especies
como Plasmodium falciparum, Fasciolla hepatica, Schistosoma mansoni,

Leishmania mexicana y Toxoplasma gondii entre otros.

Entre estas, podemos encontrar las proteinas NfCPB y NfCPB-L, estds son

proteinas de 345 y 313 aminodcidos, y un peso molecular de 38.42 kDa y 34 kDa



respectivamente (figura 2). Se ha demostrado que NfCPB y NfCPB-L tienen una
capacidad proteolitica que actia principalmente en proteinas tales como
Inmunoglobulinas (IgG, IgA, IgM), Proteinas estructurales (colageno, fibronectina),

y proteinas funcionales (hemoglobina y albamina).
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Figura 2: Secuencia de aminoéacidos de las proteinas A. NfCPB y B. NfCPB-L. Tomado de: UniProt [Internet].
Suiza: EMBL-EBI; 2002 [Ultima actualizacion 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 analisis de las propiedades bioquimicas de las proteinas NfCPB y
NfCPB-L han demostrado que el pH ideal de actividad proteolitica de estas esta

entre 4.0y 6.5.

4.12 Bioinformética

La bioinforméatica en los ultimos afios ha sido una herramienta fundamental para la
investigacion’, ya que incluye una unién de campos de estudio interdisciplinares
tales como la quimica, informatica, matematica, estadistica y bioquimica para el
analisis de datos, o simulaciones de sistemas o mecanismos de tipo bioldgico,

enfocandose en el nivel molecular.®

Gracias a la bioinformatica se han podido llevar a cabo tareas tales como la
prediccidn genes, alineamiento de secuencias, montajes de genomas, predicciones

de expresién génica, e interacciones proteina-proteina.®

El analisis de la estructura de una proteina es uno de los pilares fundamentales en
la bioinformatica, por medio de la secuencia de aminoacidos (estructura primaria)

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

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

comportamiento de la misma; gracias a la conformacién tridimensional de las



proteinas podemos saber cual es su disposicion espacial, permitiendo asi la
determinacion de la interaccion con los diferentes ligandos de las células a infectar.
Podemos también concluir la naturaleza de las fuerzas que estabilizan la estructura

de la proteina, determinando asi el tipo de enlaces que pueden llegar a formar.

La determinacion de la estructura tridimensional de una proteina nos permite
analizar sus dominios, y estos a su vez pueden considerarse como la unidad mas
importante de la estructura de la proteina; a menudo, los dominios realizan tareas y
llevan a cabo funciones especificas diferentes a la de la proteina, tales como
atravesar la membrana plasmatica en el caso de las proteinas transmembrana,

proveer una superficie para el anclaje especifico proteina-proteina.

4.13 Prediccidn estructural de proteinas
Uno de los grandes usos de la bioinformatica consiste en hacer la determinacion
estructural de las proteinas; para esta tarea, se han dispuesto tres enfoques

fundamentales para el modelado y la prediccién de estructuras proteicas.’

La homologia hace referencia a un calculo estadistico de los residuos de una
secuencia, haciendo una comparacion con otras secuencias teniendo en cuenta los

patrones conservados entre multiples secuencias homologas.

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

homologas disponibles en las bases de datos proteicas.?



Y finalmente, la prediccion Ab initio, la cual no requiere de informacién adicional;
este tipo de prediccion solo necesita una base estadistica calculada as partir de una

sola secuencia.

4.13.1 Prediccién de la estructura secundaria de proteinas

La prediccién de la estructura secundaria de una proteina consiste en identificar la
conformaciéon de cada residuo de aminoacidos presentes en su secuencia. Esta

conformacion comprende patrones tales como Hélices a, hojas B y bucles.

El método de prediccion GOR mide la tendencia relativa de cada aminoacido de
pertenecer a un tipo de elemento de la estructura secundaria, este método tiene en

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

Recientemente, se han usado las redes neuronales para analizar patrones en el
alineamiento de multiples secuencias, logrando un 85% de precisidbn en la

prediccion.

4.13.2 Prediccion de la estructura terciaria de proteinas (I-TASSER)

El método mas usado para la prediccion de la estructura tridimensional de una

proteina es la homologia; partiendo siempre desde la premisa de que si dos



proteinas 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 proteinas, y usa seis pasos primordiales para su

determinacién de modelos tridimensionales.*

Se realiza primero una seleccién de plantilla, en donde se lleva a cabo una
bldsqueda de proteinas con un porcentaje de homologia alto, esta blusqueda 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 creacion del esqueleto del modelo, esta creacion se lleva acabo
haciendo una clasificacion 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 construccién de la cadena principal, se procede a construir
cadenas laterales mediante la busqueda de angulos de torsion, escogiendo asi los
angulos que tengan una menor interaccion de energia con angulos vecinos. Para
esta determinacion de angulos de torsion se tienen en cuenta los angulos de torsion

existentes en cadenas conocidas.



Una vez encontrados los angulos de torsién se hace un refinamiento del modelo
tridimensional reduciendo la energia del mismo al minimo para evitar tensiones y
colisiones entre las estructuras; se realiza entonces una validacion del modelo
tridimensional por medio de métodos tales como la grafica de Ramachandran, que
nos indica si el modelo realizado cumple con los parametros fisico-quimicos de la
proteina. Para esta validacion también existen servidores tales como WHATIF y

ANOLEA.



5. DISENO METODOLOGICO

5.1. Tipo de investigacion

Esta investigacion pertenece al orden de: Descriptivo no experimental

5.2. Hipétesis

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

Naegleria fowleri gracias al uso de herramientas bioinforméaticas.



6. TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS

6.1. Herramientas paralabusqueda de similitud y homologia de secuencias

Las secuencias de nucledtidos y aminoacidos de las proteinas NfCPB y NfCPB-L
fueron obtenidas a través del Genbank del Centro Nacional de Informacion para la
Biotecnologia NCBI (GenBank: NfCPB: AHWS50663; NfCPB-L: AHW50664) y
UniProt (entrada: NfCPB: X5D761_NAEFO; NfCPB-L: X5D911 NAEFQ)343, Se
llevé a cabo la comparacion de secuencias con el programa Clustal Omega que se

encuentra disponible en el EMBL (Laboratorio Europeo de Biologia Molecular) 4.

6.2. Herramientas para el andlisis de estructura primaria

Las propiedades fisicoquimicas de las proteinas NfCPB y NfCPB-L de Naegleria
fowleri fueron analizadas con el programa PROTPARAM que se encuentra en el
servidor de Expasy Proteomic Tools.*?. Este programa arroja, entre otros, datos
como el peso molecular, el indice de estabilidad, el punto isoeléctrico, el tiempo de

vida in vitro, el indice alifatico y el promedio general de hidropatia.

La prediccién de segmentos transmembranales se obtuvo a partir del consenso de
9 programas*3: DAS**45 SOSUI46:4’y TOPPRED2%8, los cuales se basan en escalas
de hidrofobicidad; TMAP 4°50 TMPRED#*35! y SPLIT4495253 |os cuales se

fundamentan en métodos estadisticos de predisposicion estructural; y



PHDHTM4#%:%4 TMHMM24%55 y HMMTOP24%%6, |os cuales usan redes neuronales

para sus predicciones.

El analisis del indice hidrofébico y las regiones hidrofilicas se llevé a cabo con el
programa PROTSCALE®’" que usa los algoritmos de Kyte&Dolittle del servidor

Expasy Proteomic Tools.

La determinacion de regiones no organizadas y la prediccion de dominios globulares
se realiz6 mediante el GLOBPLOT, un servicio web que permite predecir dominios
estructurales por medio de herramientas basadas en la escala de propensién de los

aminoacidos®°.

El programa PROSITE®® se us6 para el andlisis de motivos, el cual esta disponible

en el servidor de Expasy Proteomic Tools.

6.3. Herramientas para el analisis de estructura secundaria

Para la prediccién de la estructura secundaria de las proteinas NfCPB y NfCPB-L
se realizd un consenso de seis algoritmos a partir del servidor NSP@°%°: Dos
métodos fundamentados en el uso de pardmetros de probabilidad determinados por
las frecuencias relativas de las apariciones de cada aminoacido en cada tipo de
estructura secundaria (SOPM y PREDATOR)®263 tres métodos basados en
probabilidad de inferencia bayesiana como son GOR (GOR IV, DPM y DSC)% y el
logaritmo PHD que utiliza sistemas de redes neuronales para la prediccion de los

enlaces de hidrogeno®?



6.4. Herramientas para el analisis de estructura terciaria

Para el modelamiento de las proteinas NfCPB y NfCPB-L de Naegleria fowleri se
usoé el programa I-TASSER®’, el cual permite predecir el modelo de la estructura
tridimensional y funcional de proteinas a partir de su secuencia de aminoacidos. |-
TASSER (Iterative Threading ASSEmbly Refinement) trabaja usando plantillas de
estructuras del Protein Data Bank (PDB) mediante una técnica llamada fold

recognition.%®

Para la visualizacion del modelo tridimensional obtenido mediante I-TASSER se
utilizé el servidor Swiss-Pdb Viewer 4.1.0, el cual permite validar la proteina gracias

a la grafica de Ramachandran, usando la posicién estérica de los aminoéacidos.®’



7. RESULTADOS

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

Clustal Omega

El alineamiento multiple es una de las herramientas bioinformaticas mas utilizadas,
ya que gracias a ella podemos realizar diversos analisis, que van desde la filogenia
hasta la busqueda de motivos. Se sometieron las secuencias de las proteinas
NfCPB y NfCPB-L de Naegleria fowleri, y se obtuvo el siguiente resultado (Figura

3):

CLUSTAL 0(1.2.4) multiple seguence alignment

tr|X5D761 | X50761_NAEFO MNSRLCLLSVCFFLLVAASSLLHAKLLVQDDDSSPALNLDII-RHVRRKRTTWEAGINKR 59

tr|X50511 |X50911_HNAEFO MRSLL---FITLLLAFVASALAF DSDFL----hEPVHDRVLIDkIHhSJKVAu{HTS&SQ 53
* & & [ $Hi " & ) 1k n 33

tr|X5D761 | X50761_NAEFO FYGKTIADVEKLLGLKGLEPTIRYSEDEMALVNOYYAAKQGOPSALPDSFDARQOWPICI 114

tr|X50511 |X50911_HNAEFO FE{“TLGEFQKQLGTVLIQKG—---THDW LP----KKTIAPLVGAPAAFDSRTEWPNCY 1e4
= E XS I [ * rExEak aEKE Ko

tr|X5D761 | X50761_NAEFO HPIRMNOQQCGSCWAFSASEVLSDRFCTAT LMOQPKKVINWYLSPODLVSCNYHNGCDGGIL 179

tr|X50511 |X50911_HNAEFO HPIRMQEQCGSCWAFSASEVLSDRFCIASTG- - -KDNWWLSPOYMVSCDTSDYGCDGEYL 151
x:&x%i:x::-633-:3xxi:x%x:ixxi:xi:x%xxi:: E R LT :8:-:3: H HE&kEEk &

tr|X5D761 | X50761_NAEFO WLAWMY LEHTGIVPDSCMPYVSGNGYAPSCPKY CHGTNID INTQRYKAKTIWYEVGS TAGF 239

tr|X50511 |X50911_HNAEFO h”ﬁnHFLHTTGIPTJSCVJYTSQPGDVHACJSTEQJGGSI--—RLYQH{IPQQ ------- 211

*& :-‘e: #kk HSH:HHlx ik . ixl 3:_ B £ 3:-‘ '
tr|X5D761 | X50761_NAEFO FIKEEKIMNELITHGPVOQTGFSVYQDFMSYKSGVYTHETGSFLGGHAVKIVEYGVEN- -G 297
tr|X50511 |X50911_HNAEFO 271

tr|X5D761 | X50761_NAEFO
tr|X50511 |X50911_HNAEFO

LNDIPSIMADMEANGPVOAAFSVYRDFMSYKSGVYHHYSGSLLGGHATK IVGHGYDSWVSN

HE e akEEkkEe ERExEkR.ksxkFkikdigd &k cERFcXEEER kSRR KE

VEKYWLVANSWSADWGLDGYF K IKRGYNECGIEGIVYTGIPNTDTIPNL 345
KPYWIVANSWGPSWGLMNGF FWILRGSDECGIEDNVMGAGYLL------ 313

:-H-}:H-‘e::-nixl _i:H8:$:H EE Y :-‘e:xi:x:&_:i::

Figura 3: Alineamiento mediante Clustal Omega entre las secuencias de las proteinas NfCPB

(tr|X5D761|X5D761_NAEFO) y NfCPB-L (tr[X5D911|X5D911_NAEFO). La dltima linea de alineamiento
representa el “Clustal Consensus”, en la cual se pueden apreciar 4 caracteres; El asterisco (*) hace referencia
a que en dicha posicion 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 Andlisis de la estructura primaria de NfCPB y NfCPB-L

La determinacion de las propiedades fisicoquimicas es fundamental, ya que estas
les dan a las proteinas caracteristicas especiales que son esenciales para la
determinacion de las estructuras primarias y terciarias. El programa PROTPARAM

permite hacer una determinacion de los parametros anteriormente mencionados;

los resultados obtenidos se muestran en las siguientes tablas.

NfCPB NfCPB-L
Caracteristicas ‘ Resultados Caracteristicas Resultados
Nu.me’ro' de 345 , e . 313
aminoacidos Nimero de aminodcidos
C1726H2659N4570496S18 C1528H2341N4060451S17
Férmula Féormula
Peso Molecular 38404,94 Peso Molecular 34154,82
Punto Isoelectrico 7.66 Punto Isoelectrico 7.73
Nidmero de
Atomos 2361 Ndmero de Atomos 4738
30 Horas en reticulocitos 3.0 Hor?s en
, . reticulocitos de
de mamifero( in vitro) , L
mamifero( in vitro)
>20 horas en levaduras
N >20 horas en
(in vivo) o
>10 en E.coli (in vivo) levaduras (in vivo)
Vida Media ’ Vida Media >10 en E.coli (in vivo)
Indice de
Inestabilidad 34,84 Indice de Inestabilidad 32,2
Indice Alifatico 81,96 Indice Alifatico 74,29
Promedio de 0,261 10,189

Hidropatia

Promedio de Hidropatia

Tabla 1. Propiedades fisico quimicas de las proteinas NfCPB y NfCPB-L de Naegleria fowleri

En cuanto a los porcentajes de aminoacidos presentes en cada proteina, se dio la

siguiente conformacion:
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La proteina NfCPB esta conformada por 345 aminoacidos; 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 aminoacidos

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

NfCPB

AMINOACIDO  CANTIDAD = PORCENTAIE

Gly 30 9,20%
Leu 24 7,30%
Val 24 7,30%
Ser 23 7,00%
lle 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. Composicién porcentual de aminoéacidos de la proteina NfCPB, andlisis realizado con
ProtParam.

La proteina NfCPB-L tiene una constitucion de aminoacidos similar a la proteina
NfCPB; La serina es el aminoacido que tiene el mayor porcentaje 9.50%, seguido

de la glicina la cual esta en un porcentaje igual que la proteina NfCPB (9.20%), la
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alanina y la valina siguen con un 7.50%, y los aminoacidos con menor porcentaje,

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

NfCPB-L

AMINOACIDO  CANTIDAD  PORCENTAIE

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%
lle 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%

Tabla 3. Composicién porcentual de aminoacidos de la proteina NfCPB-L

Para obtener un resultado en PROTSCALE el tamafio de la ventana usada tuvo un
valor de 7, lo cual fue apropiado para encontrar las regiones hidrofilicas expuestas
en la superficie y su potencial antigénico. El analisis hidrofébico de ProtScale

(Figura 4) revel6 que NfCPB y NfCPB-L son altamente hidrofilicas.
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ProtScale output for X5D761 NAEFO

A. 3
' ' Hphob. / Kyte & Doolittle

75 T A T B S

1 Ky (AT | DR 1 PG SR 1 U SUUURRR I PIE BOUUURR
S l
E O L e | I I T || """""" '| I T

O .1 SR A A Y RO s P O | SR | | ISR | J

1
B e e I A N S
-3 i i 1 I 1 1
50 100 150 200 250 300
Position
ProtScale output for X5D911_MNAEFO
2.5 . | . : T
B. ‘Hphob. / Kyte & Doolittle
T T T e P e s -
T O | S U S

ut L .
@]
o I

50 100 150 200 250 300
Position

Figura 4: Indice de hidrofobicidad de las proteinas A. NfCPB y B. NfCPB-L. Escalas basadas en el algoritmo
Kyte&Dolittle. Eje Y: Rango de punto de corte; Eje x: Posicion del aminoacido. Tomado de: ExPaSy
Bioinformatics Resource Portal [Internet]. Suiza
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El resultado consenso de la prediccion de las hélices transmembranales (figura 5)
indica que en la proteina NfCPB hay una region comprendida entre los aminoacidos
10 al 22, la cual coincide con los resultados PROTSCALE correspondientes a la
region altamente hidrofébica de la proteina (Figura 5a). En cuanto a NfCPB-L el
consenso indica que la region comprendida del aminoacido 6 al 19 hay una hélice

transmembranal (figura 5b).

A

10 20 30 40 50
MNSRLCLLSVCFFLLVAASSLLHAKLLVYQDDDSSPALNLDI I RHVRRKRT
PROGRAMA
Sosui
TMPred
TMHMM2
HMMTOP2
TMAP
Split4.0
PHDhtm

DAS
TopPred2

B.

10 20 30 40 50
MNSRLCLLSVCFFLLVAASSLLHAKLLVYQDDDSSPALNLDI I RHVRRKRT
PROGRAMA

Sosui
TMPred
TMHMM2
HMMTOP2
TMAP
Split4.0
PHDhtm
DAS
TopPred2

Figura 5. Consenso de los 9 programas usados para la identificacién de hélices transmembranales en las
proteinas NfCPB y NfCPB-L de Naegleria fowleri, A. La zona delimitada con el recuadro negro indica la regién
de aminoéacidos que fue compartida por los programas, en la proteina NfCPB, esta zona comprende los
aminoacidos 10 al 22, B. En la proteina NfCPB-L la region de aminoacidos comprende desde el aminoacido 6
al 19.

La prediccién de dominios globulares y regiones desordenadas de las proteinas se
realiz6 con GLOBPLOT; la prediccién de regiones desordenadas reveladas por

GLOBPLOT arroj6 los siguientes resultados (Figura 6):



Disorder propensity sum

160 180

Residue

Disorder propensity sum

N

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300

Residue

Figura 6: Analisis de las proteinas A. NfCPB y B. NfCPB-L. Las regiones no estructuradas corresponden al
area azul, los dominios globulares corresponden a las regiones en verde. Eje x: Propension al desorden; Eje y:
residuos.



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 analisis de motivos funcionales y sitios activos se realizé mediante el programa

PROSITE, cuyos resultados se muestran en la figura 7

A. hits by patterns: [3 hits (by 3 distinct patterns) on 1 sequence]

1 100 200 300 400 500 00 700 00 Q00 1000
ruler:
+ +e . .
NFCPB (345 aa
i i )

g. hits by patterns: [3 hits (by 3 distinct patterns) on 1 sequence]

ruler: 1 100 200 300 400 00 G0 700 00 00 1000

+

+ 4+ . .
NFCPE-L : - (313ea)

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

Se encontrd para las proteinas NfCPB y NfCPB-L 3 sitios de Tiol-proteasas que
contienen Cisteina, Histidina y Asparagina y se encontraron también sitios de N-
glicosilacién, uno para la proteina NfCPB y dos para la proteina NfCPB-L; los sitios

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



M{PHSTHP) ASN- 305-308

GLICOSILACION

MPHSTHP) ASN- ) 279-282 NSWG
GLICOSILACION 288-291 NGFF

Tabla 4. Patrones determinados por PROSITE en las proteinas NfCPB y NfCPB-L. El ID corresponde al nombre
del sitio funcional encontrado. Se especifica las regiones entre los residuos en la cual esta presente el patron
funcional y los amino&cidos involucrados en dicha region.

7.3. Determinacion de la estructura secundaria de las proteinas NfCPB y

NfCPB-L de Naegleria fowleri

Por medio del servidor NSP@ se realizé una prediccién consenso con 6 algoritmos
diferentes: DPM’2, DSC"3, GOR V74, PHD"®, PREDATOR’®¢, SOPM"’; los resultados
de este consenso para las proteinas NfCPB y NfCP-L se muestran en la figura 8 y

la figura 9 respectivamente.

51



1a 28 1) 43 =1=] (=1=] 7e 2@ 98 19

NTCPBx@ MNSRLCLLSVCFFLLVAASSLLHAKLLVOQDDDSSPALNLDIIRHVYRRKRTTWEAGINKRFVGK T IADVKKLLGLKGLKPTIRYSEDEMALVNQY Y AAKQG

DPM tcceeeceeeeeecechhcceehhhese eceeeeshhh h tceeeeeeehcehcecct e hhhhhee hhi
DSC eeeeechhhhhhhhhheee hhhhhhhhhh hhhhhhhhhhhh eee hhhhhhh

S50R4 hhhhhhhhhhhhhhhhhh hhhhhhhhhhh hhhhhh hhhhhhhh eecchhhhhhhhhhhhh
PHD eseechhhhhhhhhhhhhhhhhhhee hhhhhhe e hhhhhhhhh e
Predator hhhhhhhhhhhhhhhhhhhhesee hhhhhhhhhh hhhhhhhhh eeecchhhhhhhhhhhhhh
SOPM hhhhhhhhhhhhheehhhhhhhhhhees hhhhhhhhtt hhhtccthhhhhhhhhhhhhhhhtt eecchhhhhhhhhhhh
Sec.Cons. ?2??hhhhh??2hhhhhhhhhhese hhhhhhhhh h hhhhhhhhh eecchhhhhhhh?2hh?

11e 12 13 14 158 lea 17e 1za 19e 20

NTCPBx@ QPSALPDSFDARQOWPICIHPIRNQOQQUGSCWAFSASEVLSDRFCIATLNQPKKVNVVLSPQD LVSCNWYNNGCDGGEI LWLAWMY LEHTGIVPDSCMPYY

DPM t hh eee ittt hchee eeeee eeese tttttcceeeecheeeehcecee e

DsC ceee: hhhhhh

G0R4 EeEeEecCeee eeeee eeeeeee EEeeeeeEeEC CEEee ee

PHD ee eeeece hhhhhhhhhhh

Predator see eee eesee cecsee hhhhhhhhhh

SOPM ht eee hhhhhhhhhhhhhessee eeeee heseeeectt eseechhhhhcttt ee

Sec.Cons. see eehec?chhh?cesesee ceeee eee eee?hhhhh?c? =
218 228 238 248 258 268 278 288 2968 Iaa

|
NfCPBx@ SGHNGVAPSCPKYCNGTNIDINTQKYKAKTWYEVGS IAGFFIKEEKIMNE LITNGPVQTGFSVWYQDFMSYKSGVY THETGS FLGGHAVK IVGYGVENGWVEY

DPM tt ttccece hcceeeecceceesehhhhhhcheecct eeeeeceecctccee eeeeeect eee
DsC ceeceeseee hhhhhhhhhhhh seeeechhhhhh eceees (=]
GOR4 esee hhhhhhhhhhhhh esae cee ecceesee see
PHD e hhhhhhhbhhhhh eseeechhhhhhh (] eeeeeeee ee
Predator hhhhhhheeee eeeshhhhhhhhhh e eceeee ee
SOPM tt ttcceeeechhoccttceeeechhhteehhhhhhhhhhh eece eetcceeeeeeeeehttcee
Sec.Cons. BEE Pcceee? eehhhhhhhhhhh eee? ecseeee ee
31e 328 338 348

I
NfCPBx@ WLVANSWSADWGLDGYFKIKRGYNECGIEGDVYTGIPNTDTIPMNL

DPM ecee et e

DSC ceee:

GS0R4 eeeseeee eecceeee eaae
PHD eeee hhhhhh

Predator eese

SOPM eees: tt eceee

Sec.Cons. eeese

Figura 8. Consenso de la estructura secundaria de la proteina NfCPB de Naegleria fowleri generado por NSP@
con base en los 6 algoritmos usados en los programas seleccionados para la prediccion (DMP, DSC, GOR4,
PHD, PREDATOR, SOMP). En la parte inferior se puede observar la secuencia consenso (Sec. Cons). Las
regiones estan indicadas; Hélices a (letra h), Laminas B (letra e), Bucles (letra c).

52



12 28 3@ 432 58 6a [ 8@ £l la@

I I I I I I I I I I
NFCPEx@  MRSLLFITLLLAFVASALAFDSDF LNEPVHDRVLIDKINNSPKVANKATSYSOF EKMTLGEFRKRLGTVLIQKGTADMLPKKT TAPLVGAPAAFDSRTKY

=]

DPM eegeceeseheehhhhhh eeececetctccehhhh hhhhcecchhhheceeesee ecces [yl
DsC hhhhhhhhhhhhhhhh hihhhhhhh eeee hhhhhhhhhhhhoceee eeee

GOR4 hhhhhhhhhhhhhhh hhhhhih eecee hhhhhhhhhhhhhceeeee

PHD hhhhhhhhhhhhhhhhhhcchhhh hhhhees eee hhhhhhh

Predator hhhhhhhhhhhhhhhhhh (= hhhhhhhhhccceee

SOPM hhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhb heesecctt eses hhhhhhhhhhhhhhheeseett see
Sec.Cons. hhhhhhhhhhhhhhhhhh ha233e? Jeeee hhhhhhhhhhhhhcegeee

11@ 128 13a 14a 158 168 17a 138 19@ 28d
I

NFCPBx®  PNCOVHPIRNQEQCGSCWAFSASEVLSDRFCIASTGKDMVVLSPOYMWSCOTSDYGCDGGY LNMAWNF LATTGIPTDSCWPYTSONGDVAACPSTCONGGS

DPM eccecthttttceehecheheecceeesecct eee geee Tttt t eece e ttccehh tt
DsC eee seece eeee eaee hhhhh =]
GOR4 ee eeee eeeee EeeecCeeeeeeee eeeeee ese
PHD hhhhhhhhhhhhc ceeese eeeeee 5 hhhihhhhhhhh
Predator eeea eseee eege
S0PM hhhhhhhhhhhhheesee eeeccteeeee ehhhhhhhheett eeccttcees tt
Sec.Cons. egdec2c? eeese eee goee ?*hhhhce 2
21@a 228 238 248 258 268 278 288 203 3ea

NFCPBx@  IKLYRAKNPQQLNDIPSIMADMEAMNGPVQAAFSVYRDFMSYRSGVYHHWSGSLLGGHATK IVGHGYDSVENKPYWIVANSWGP SWGELNGFFWILRGSDEC

DPM seeehhct eehhhhcct hheeeeeceecctcceeeeet eeeeeeteccecttcceeee t eeececttt
DsC hhhhh hhhhhhh seeee hh eeee eceeees eeegee eee
GOR4 cegee hihhhhhhhhh hhhhhhhhhcceeecceeesese EEBERECEEEEE eeseeee eeeaee
PHD eeece hhhhhhhhhh seesehhhhhhhh eeseeece spceeese eegee egesee
Predator eecee hhhhh hhhhhhh eeg eeeeee eeee eegeg
SOPM speee htcchhhhhhhhtt hhhhhhhhhhht sgeee eettceceeeeeecctittcceneee ttttttteceee t
Sec.Cons. eeeee hhhhhhhh hhh22hhhcch? eeeee eceeees eeegee eeegee

31@

NFCPBx®  GIEDNVWGAGWLL
DPM ectcce
DsC hh
GOR4 see es
PHD B
Predator

S0PM tchhhhhhhteee
Sec.Cons. £

Figura 9. Consenso de la estructura secundaria de la proteina NfCPB-L de Naegleria fowleri generado por
NSP@ con base en los 6 algoritmos usados en los programas seleccionados para la prediccién (DMP, DSC,
GOR4, PHD, PREDATOR, SOMP). En la parte inferior se puede observar la secuencia consenso (Sec. Cons).
Las regiones estan indicadas; Hélices a (letra h), Laminas B (letra €), Bucles (letra c).

El resultado del consenso realizado por NSP@ para la proteina NfCPB (figura 8)
muestra que hay 5 hélices a entre los aminoacidos 16-52, 38-46, 64-72,85-92y 241-

251; y 5 laminas B entre los aminoacidos 143-148, 155-159, 286-292, 299-304 y
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316-320. Para la proteina NfCPB-L (figura9) hay 3 hélices a ubicadas entre los
aminoacidos 3-19, 54-66 y 216-223; y 3 laminas [3 entre los aminoacidos 68-73,200-
205 y 258-265. Los aminoacidos restantes son regiones no estructuradas (giros y
bucles). No se reportaron las regiones que tuvieran menos de 3.6 residuos (tanto
hélices como laminas), ya que la literatura reporta que se deben descartar regiones

que contengan 3 o0 menos residuos®®.

7.4. Determinacion de la estructura tridimensional de las proteinas NfCPB y

NfCPB-L de Naegleria fowleri

Al someter la secuencia de aminoacidos de las proteinas NfCPB y NfCPB-L al

servidor I-TASSER se obtuvieron los siguientes resultados:

I-TASSER predice la estructura secundaria de las proteinas mostrando sus hélices,
giros y laminas, basandose en una puntuacién del 0 al 9. Entre més alto sea el valor,
mas confiable sera la prediccion. Al igual que NSP@, I-TASSER no reporta
regiones que tengan menos de 3.6 residuos.®® Se tomd como criterio de inclusion

aminoacidos que tuvieran un puntaje mayor o igual a 7. (figura 10, figura 11)

L 4 60 80 160 120 149 160

l | | | J | | |
Sequence  MNSRLCLLSVCFFLLVAASSLLHAKLLVQDDDSSPALNLOTIRHVRRKRTTHEAGINKRFVGKTIADVKKLLGLKGLKPTIRYSEDEMALVNQYYAAKQGQPSALPDS FDARQOHPICTHPIRNQQOCGSCHAF SASEVLSORF CIATLNQPKKVIVVLSPQOL

Predict0n CHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHAHCCHRHHHHRHCCCCCSSSSCCCCCCCCCHHHHRHRHCCCCCCCCCCCOCCCLCCCCeaeeaaeceeaeCeSSHHCCCCCLCCCCOCCCCHHHHHHHHAHHHHHHHHHRHCCCCCCCCCCCCHHH
(onf . Scone 0489999999999999999938 7666353 2556654359999998679998898.536001399990090838 787 78544445322 34445 5443 345655.56998486524199388878564467369999999999999999959983885723774566
H:Helix; S:Strand; C:Coil

54



188 209 20 pit 260 280 300 3 bl

VS CHLYNNGCDGGT L/LAUMY LEHT GIVPDSCHPYV SGHGYAPSCPKY CHGTNIDTHT OK YKAKTHYEVGSAGE FIKEEKTINEL TTHGPYOTGR SVYQDFMSYKSGVY THE TGS FL GEHAVKTVGYGVENGVK YIHLVANSHSADKGLOGYFKIKRGVNECGIEGDVYTRIPATI
HHCCCCCCCCCCCCHAHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCoCCCCCrCreoConTCCrCCeeoorsssSsatEorCOCCeHHHAHHHHHHCCCSSSSSSCCHHRRCCCCCSSCCCCOC00Crs555S5SL00rCsasssssaccreeercocsssssccesseoceeessseeea
430998805 760598090000007 70287781 198698897 1890223676555 5554 33 22303 7000801 345 800099999909719999999 7484352 2699438000600 88008090008423799678999988997 70238509997 2899521 68932785245 1

Figura 10. Estructura secundaria de la proteina NfCPB de Naegleria fowleri generado por PSSpred del servidor
I-TASSER. Hélices a (letra H), laminas 3 (letra S) y bucles (letra C). Sequence: secuencia problema.
Prediction: prediccion realizada por el programa. Conf. Score: puntuacion de la prediccion.

2 4 60 8 109 126 149 It

| | | l | I l
Sequence  MNSRLCLLSVCFFLLVAASSLLHAKLLVQDDOSSPALNLOTIRHVRRKRTTHEAGINKRFVEKTIADVKKLLGLKGLKPTIRYSEDEMALVNQYYAAKQGQPSALPOSFDAROOHPICTHRIRNQQOCGSCHAR SASEVLSORF CIATLHQPKKVIWI

Predi ct0n CHAHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHEHHHHHRHHHHCCHHHHHHEHCCCCCSSSSCCCCCCCCCHHHRHRRHCCCCCCCEOCCLCCCCCCaCCeeeeaeeeCCeeCCSSHHHECCCCCLCCLOCCOCHHHHHHHHHHHHHHHHRHHHCCCCCCCCCCC
(onf ,Scoe 9439999999909900990938 7666553 2556654359999908679998808.536001309909990983878 778544445320 34445544 33456.55569984865.24199888878564467369999999999999099050983885723]
H:Helix; S:Strand; C:Coil

168 188 200 220 249 260 280 380

ITSDYGCDGGYLNNAWNF LATTGIPTDSCVRY TSONGDVAACRSTCONGGSIKLYRAKNPQQLNDIPSIHADMEANGRVOAAF SVYRDFHSYKSGVYHHVSGSL LGGHATKIVGHGYDSVSHKPYWIVANSHGRSHGLNGF FUILRGSDECGIEDNVIHGAGVLL
JLCCCCCECCCHHHAHHHRAHCCCCCCCCCOCCCOCOCCECEHHRCOCCCCS555555CCCCCCCHHHHHHHHHHCCCSSSSSSCCHHHACCCCESSCCOCCCCCCrssSaS5aCCCriCCCrssss55CCCrCrCreCesssssCerorerrCrrssssssst
19889777969899999999859386775699697928839830066675226899836778985989999998729999999742235167993849998999829880999887138999547999799877635486799965898007877526666259

Figura 11. Estructura secundaria de la proteina NfCPB-L de Naegleria fowleri generado por PSSpred del
servidor I-TASSER. Hélices a (letra H), laminas {8 (letra S) y bucles (letra C). Sequence: secuencia problema.
Prediction: prediccion realizada por el programa. Conf. Score: puntuacion de la prediccion.

Para la proteina NfCPB (figura 10), I-TASSER reporta 5 Hélices a comprendidos
por los aminoacidos 3-23, 39-45, 65-72, 131-147, 179-188 y 243-252, aunque el
programa reporta mas hélices, no se tuvieron en cuenta por que no cumplian con el
criterio de inclusibn o el nimero de residuos necesarios (3.6)%°; también se
evidencié que la proteina cuenta con 3 laminas 3 comprendida en los residuos 255-
266, 285-291, 299-305. En cuanto a la proteina NfCPB-L (figura 11) se reportaron

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

273-278.

En la figura 12 se muestra el factor B- normalizado de las proteinas NfCPB (figura
12a) y NfCPB-L (Figura 12b), en el cual los valores que son superiores a cero
determinan residuos menos estables (mas flexibles) y los valores negativos indican

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

A. Nornalized B-factor = Helix ® Strand ® Coil
55
g4
‘r 3
@
71
g-l
S-S U T s i R ", MY 40 004 v o ) 4 o ot (4 e o
z
56 168 156 200 250 300
Residue Hunber
B Hornalized B-factor =——— Helix # Strand B Coil
545
g4
¢ 3
@32
?ﬁ 1
t 1 A et F A B e T S R W i P R R A St N s VoA i W anh T A el il W s S A TRy i
-1
f5-2 O o | i B — A ot SN o o TR o 0 4 W
H

30 108 150 200 290 300
Residue Hunber

Figura 12. Prediccion del factor normalizado de las proteinas A.NfCPB y B.NfCPB-L; hélices a (color rojo),
laminas {3 (color verde) y bucles (color negro). Puntaje de cada aminoacido (linea color azul).

Los valores reportados en la figura 12 indican que la proteina NfCPB tuvo valores
negativos en 2 de las hélices de mayor tamafo (figura 12 a), las cuales
corresponden a los residuos 3-36 y 129-148; en cuanto a las laminas, se

encontraron valores negativos en 3 de las laminas de mayor tamafo,



correspondientes a los residuos 228-233, 284-292 y 298-304. Con estos resultados
se puede concluir que estos fragmentos son estructuras mas estables (menos
flexibles). La proteina NfCPB-L present6 valores negativos en 2 de las hélices de
mayor tamano, las cuales corresponden a los residuos 2-40 y 114-133; las laminas
presentaron un valor negativo en los residuos 229-234, 257-263, 273-278 (figura

12 b).

Antes de la determinacion del modelo tridimensional de las proteinas NfCPB y
NfCPB-L, I-TASSER realiz6 alineamientos a través del servidor LOMETS®!, que
utiliza los programas FFAS-3D, HHsearch, MUSTER, pGenTHREADER, PPAS,
PRC, PROSPECT2%, 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 puntuacion Z basadas en el promedio realizado por LOMETS

(figura 13).

A. Rank PDB Iden1 Iden2 Cov Norm. Download
Hit Z- Align.
score

SfpwA 0.37 0.33 0.83 367 Download
1pbhA 046 040 082 358 Download
SfpwA 0.39 033 0.82 497 Download
SfpwA 0.38 0.33 0.83 216 Download
1byvBA 028 029 086 161 Download
lpaA 028 029 087 419 Download
3pdfA 038 033 065 235 Download
3pbhA 043 040 083 450 Download
SfpwA 038 033 083 401 Download
1pbhA 042 040 086 561 Download
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B. Rank PDB Ident Iden2 Cov Norm. Download
Hit Z- Align.
score

SfpwA 032 034 091 393 Download
4ndzA 036 038 089 355 Download
SfpwA 034 034 091 517 Download
SfpwA 035 034 090 216 Download
028 084 160 Download
3gi3A 026 033 085 395 Download
3qi3A 027 033 095 241 Download
4104A 042 040 087 428 Download

wA 033 034 091 426 Download
v8A 026 028 0084 524 Download
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Figura 13. Listado de las diez mejores alineaciones realizadas por LOMETS para las proteinas A. NfCPB y B.
NfCPB-L de Naegleria fowleri. PDB Hit: cédigo de acceso al PDB. Ident 1: porcentaje de identidad de la region
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 alineacion. Norm. Z-Score:
puntuacion Z normalizada. Los valores mayores a uno significan un buen alineamiento. Download Align: opcion
de descarga del alineamiento.

Para NfCPB (figura 13a), el alineamiento niumero seis corresponde a la estructura
cristalina de la proteina procaricaina de Carica papaya, su porcentaje de cobertura
fue de 87% contando con un alineamiento de 300.2 aminoacidos sobre el total de
residuos de NfCPB, la procaricaina dio inicio a estudios sobre el comportamiento de
activacion y posible inhibicion de las cisteinprotesas®; en el alineamiento nimero
uno encontramos a la estructura cristalina de la proteina 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 aminoacidos sobre el total de
residuos de NfCPB (345 aminoéacidos). También se evidencié que en siete

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



correspondiente a los residuos 1-33, y que en el alineamiento nimero siete se

introdujo un gap correspondiente a los aminoacidos 2-103.

Para la proteina NfCPB-L (figura 13b) el alineamiento niUmero seis corresponde a
la estructura cristalina de la proteina 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 aminoacidos sobre el total de residuos de NfCPB-L; en el
alineamiento numero diez encontramos a la estructura cristalina de la proteina
Procatepsina K de Homo sapiens ,es importante resaltar que esta catepsina esta
presente en los osteoclastos y que juegan un papel primordial en la reabsorcion de
los huesos®®; El porcentaje de cobertura es del 94%, es decir, hay un alineamiento
de 295 aminoacidos sobre el total de residuos de NfCPB-L (314 aminoacidos).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 patrén similar a NfCPB

correspondiente a los residuos 1-33.

Después del alineamiento multiple con LOMETS, I-TASSER generé un conjunto de
conformaciones estructurales llamados “sefiuelos” usando el programa SPIKER,
este conjunto de sefuelos se logra agrupandolos con base en su similitud
estructural, teniendo como producto final un informe de los cinco mejores modelos
para las proteinas NfCPB y NfCPB-L% °! Para la determinacion del modelo

tridimensional se usaron parametros tales como puntaje C y puntaje TM.



I-TASSER muestra cinco posibles estructuras para las proteinas NfCPB y NfCPB-L
respectivamente; teniendo en cuenta los parametros mencionados anteriormente se

escogieron los siguientes modelos (Figura 14 y 15).

Figura 14. Prediccion del modelo tridimensional de la proteina NfCPB de Naegleria fowleri generado por |-
TASSER vy visualizado por Swiss-Pdb. Hélices a en color amarillo. LaAminas 8 en color rojo. Bucles y giros en
color blanco.

El modelo escogido para la proteina NfCPB (figura 14) posee un puntaje C de 0.12
y una puntuacion TM 0.74 +0.11; este modelo esta entre el rango de valores de
una prediccion confiable, el puntaje C esta cercano a 0, y la puntuacion TM supera
el valor de 0.5 indicando asi una aproximacion a la topologia real de la proteina.
También se evidencia en este modelo que las hélices a (color amarillo) comprenden

los residuos 3-22, 39-44, 65-71, 99-10, 111-114, 131-146, 161-166, 179-188, 243-



252,y 265-267; las laminas B (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. Prediccion del modelo tridimensional de la proteina NfCPB-L de Naegleria fowleri generado por I-
TASSER vy visualizado por Swiss-Pdb. Hélices a en color amarillo. Laminas 8 en color rojo. Bucles y giros en
color blanco.

El modelo escogido para la proteina NfCPB-L (figura 15) posee un puntaje C de
0.93 y una puntuacion TM 0.84 +0.08; este modelo esta entre el rango de valores
de una prediccion confiable, el puntaje C esta cercano a 0, y la puntuacion TM
supera el valor de 0.5 indicando asi una aproximacion a la topologia real de la
proteina. En este modelo las hélices a (color amarillo) comprenden los residuos 10-

19, 32-41, 59-62, 99, 116-131, 143-148, 161-170, 225-224 y 237-239; las laminas 3



(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 region de union a ligando, los residuos
presentes en esa region y el nombre del posible ligando. Este proceso llevé acabo
con dos programas, COFACTOR?®’ que deduce la funcién de las proteinas haciendo
una comparacion estructural y COACH® que realiza un alineamiento mdltiple de

ligandos reportados en el PDB; a esto le siguié una busqueda de sitios de union a

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

Figura 16. Modelo tridimensional del sitio de union a ligando de la proteina NfCPB de Naegleria fowleri generado
por I-TASSER. La region de color azul representa los residuos involucrados en el sitio de union-ligando. La
region de color verde representa el ligando. Los nimeros y letras de color rosa corresponden a la posicion y
aminoacido involucrados en el sitio de unién a ligando.



La informacion reportada por BioLip en la figura 16 para la proteina NfCPB dej6 en
evidencia un sitio de unién al ligando comprendido por los residuos Q125, G129,
C131,W132,Y170,N172,D175, G176, G177,1178,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)]JAmino-3-(2-Piridilsulfonil)  Amino-2-Propanona. Esta
molécula es la encargada de realizar la hidrdlisis de proteinas tales como el

colageno y la fibronectina, convirtiéndolas en polipéptidos o aminoacidos mas

pequefios por medio del clivaje de sus enlaces peptidicos?4.

Figura 17. Modelo tridimensional del sitio de union a ligando de la proteina NfCPB-L de Naegleria fowleri
generado por I-TASSER. La regién de color azul representa los residuos involucrados en el sitio de union-
ligando. La region de color verde representa el ligando. Los numeros y letras de color rosa corresponden a la
posicion y aminoacido involucrados en el sitio de unién a ligando.

Para la proteina NfCPB-L (figura 17), BioLip dejé en evidencia el sitio un sitio de
unién al ligando que estd comprendido por los ligandos Q110, G114, C116, W117,

S152, Y154, D157, G158, G159, Y160, L161, A231, G256, H257, A258, W281. El



Nombre del ligando reportado en la base de datos BioLip es la arilaminoetil amida
heterociclica, esta molécula esta descrita como la responsable de quitar la cadena
invariable del complejo mayor de histocompatibilidad clase Il y unirse a las
glucoproteinas (inmunoglobulinas) para proceder a hacer su respectiva

catalisis125126,

Finalmente, los modelos tridimensionales de las proteinas NfCPB y NfCPB-L que
se obtuvieron a través de I-TASSER requieren una validacion de su estabilidad
estructural. Esto se logra mediante el analisis de los angulos de torsion (g psiy ¢
phi) que determinan el plegamiento de las proteinas®. Para la visualizacién de los
angulos de torsion de las proteinas NfCPB y NfCPB-L se us6 la grafica de

Ramachandran, en la figura 18 y figura 19 respectivamente.

Las regiones favorecidas (las cuales estdn delimitadas por lineas amarillas)
corresponden a los sitios donde hay mayor probabilidad de que los angulos que
conforman la estructura proteica sean posibles, mientras que las regiones
permitidas (lugares en donde los atomos estan mas cerca pero no se alcanzan a
chocar, estan delimitadas por lineas azules) y las no permitidas (Hay un choque de
atomos) corresponden a sitios con menor probabilidad de acercamiento al angulo

correcto. 102
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Figura 18. Conformacion estereoquimica de los angulos del modelo de la proteina NFCPB de Naegleria fowleri
segun la grafica de Ramachandran. Zona color amarillo: regiones favorables. Zona color azul: regiones
permitidas. Cruces color amarillo: hélices a. Cruces color rojas: laminas 3. Cruces color blanco: bucles y
giros.

Para la validacién de la proteina NfFCPB de Naegleria fowleri obtenida mediante
Swiss-Pdb Viewer gracias a la grafica de Ramachandran mostr6 que 215
aminoécidos (62.4%) estan entre la zona favorable, 106 aminoacidos (30.64%)
estan en la regidon permitida, y que 24 aminoacidos (6.96%) se encuentran en la

region no permitida.
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Figura 19. Conformacion estereoquimica de los angulos del modelo de la proteina NFCPB-L de Naegleria
fowleri segun la grafica de Ramachandran. Zona color amarillo: regiones favorables. Zona color azul:
regiones permitidas. Cruces color amarillo: hélices a. Cruces color rojas: laminas 3. Cruces color blanco:
bucles y giros.

Para la validacion de la proteina NfCPB-L de Naegleria fowleri obtenida mediante
Swiss-Pdb Viewer gracias a la grafica de Ramachandran mostr6 que 198
aminoécidos (63.05%) estan entre la zona favorable, 91 aminoacidos (30.64%)
estan en la regién permitida, y que 25 aminoacidos (7.96%) se encuentran en la

region no permitida.

Basandose en los resultados mostrados por Swiss-Pdb Viewer, y teniendo en
cuenta la distribuciébn de aminoéacidos en las zonas favorables de la grafica de
Ramachandran, es posible deducir que el modelo constituye un buen acercamiento

a la estructura real de las proteinas NfCPB y NfCPB-L.



8. DISCUSION

La meningoencefalitis primaria amebiana (PAM) es una enfermedad de amplia
distribucion; aunque se han reportado mas de 440 casos a nivel mundial desde
1962194106 estudios indican que la incidencia de PAM es muchisimo mayor, pero la
estadistica mundial se ha visto afectada por la gran tasa de casos no reportados y
subdiagnosticados'®3. En Colombia el panorama no es ajeno al subdiagnéstico, ya
que todavia no se consideran las meningitis parasitarias como un posible

diagnostico.

PAM es causado por Naegleria fowleri, la Unica subespecie del género Naegleria
patdgena para los seres humanos. Actualmente los estudios se enfocan en el
analisis de las proteinas de membrana para elucidar mecanismos de patogenicidad
gue permitan evidenciar posibles sitios para dianas terapéuticas. Las proteinas
NfCPB y NfCPB-L han mostrado tener un gran potencial investigativo, ya que entre
sus funciones se han descrito gran parte de las actividades proteoliticas sobre las

Inmunoglobulinas, fibronectina, hemoglobina y albiimina?3.

Aungue se ha demostrado lo esencial que son estas catepsinas B en la patogénesis
de Naegleria fowleri, todavia no se ha realizado una cristalizacion de las proteinas
y tampoco existen modelos bioinformaticos que permitan analizar sus estructuras

tridimensionales.



Este estudio se enfocd en proponer un modelo tridimensional para las proteinas
NfCPB y NfCPB-L de Naegleria fowleri, iniciando desde el andlisis de sus
estructuras primarias y secundarias, y de esta manera aportar al esclarecimiento de

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

Las propiedades fisicoquimicas obtenidas por PROTPARAM permitieron establecer
el peso molecular, el indice de estabilidad, el punto isoeléctrico, el tiempo de vida,
el indice alifatico y el promedio general de hidropatia de las proteinas NfCPB y

NfCPB-L de Naegleria fowleri.

El indice alifatico, que se define como el volumen relativo que ocupan las cadenas
alifaticas laterales de los aminoacidos Alanina, Valina, Isoleucina y Leucina; el
indice alifatico y la termoestabilidad de la proteina son directamente proporcionales,
es decir, la termoestabilidad aumenta cuando el indice alifatico aumenta'®’. La
proteina NfCPB tiene un indice alifatico de 81.96, sugiriendo que la proteina es
bastante termoestable, este indice se debe a su alto porcentaje de Lisina y Valina
que la componen (6.70% y 7.30% respectivamente); Para la proteina NfCPB-L, el
indice alifatico es 74.29, también es una proteina termoestable, y su indice alifatico
se debe a su porcentaje de Alanina y Valina (7.50%). Es importante destacar que
para futuros estudios de las proteinas se debe tener en cuenta el dato del indice

alifatico para llevar acabo aislamiento y purificacion de las mismas.

Usualmente, los compuestos que tienen un peso molecular de 10.000 a 100.000 Da
y un indice de inestabilidad menor de 40 son inmundgenos potentes 198109 | a

proteina NfCPB tiene un peso molecular de 38404.94 Da y un indice de inestabilidad



de 34.63, mientras que la proteina NfCPB-L tiene un peso molecular de 34154.82 'y
un indice de inestabilidad de 32.20. Con estos valores, las proteinas NfCPB y
NfCPB-L estan en el rango propuesto para ser inmundgenos 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 asi que la carga neta
del aminoacido sea cero logrando generar una quietud total en un campo
eléctrico!?, Las proteinas NfCPB y NfCPB-L tienen un punto isoeléctrico de 7.66 y
7.73 respectivamente, haciendo a ambas proteinas aptas para realizar un

aislamiento en campo eléctrico.'!!

El indice de estabilidad hace referencia a la estabilidad de la proteina en un tubo de
ensayo, si se obtienen valores superiores a 40, estariamos hablando de una
proteina inestable*?. Las proteinas NfCPB y NfCPB-L tienen un indice de
inestabilidad de 34.63 y 32.20 respectivamente, haciéndolas unas proteinas
estables. Como se mencion6 anteriormente, las proteinas NFCPB y NFCPB-L hacen
parte de los mecanismos de invasion independientes al contacto, por ende, estas
proteinas no son labiles o sensibles a los dafios con tratamientos quimicos y

mecanicos, permitiendo asi su uso para estudios experimentales.

El tiempo de vida media es una prediccion del tiempo que se demora en
desaparecer la mitad de la proteina una vez es sintetizada por la célula, este valor
depende del aminoacido que ocupa la porcion amino terminal de la misma; por

ejemplo, la arginina, lisina, fenilalanina y glutamina generan un tiempo de vida media



reducido al ocupar este espacio ya que su cadena lateral contiene un grupo amino
protonable, y su ionizacién depende del pH, mientras que la metionina, glicina,
prolina o valina pueden alargar dicho promedio de vida. Las proteinas NfCPB y
NfCPB-L poseen un tiempo de vida media de 30 horas en reticulocitos de
mamiferos, >20 horas en levaduras y >10 horas en E.coli. Este resultado de tiempo
de vida media puede ser fundamental para la determinacién e identificacion de su
residuo N terminal por medio de métodos experimentales!'?113 como la degradacion
de Edman. La vida media de las proteinas es una caracteristica muy variable y esta

relacionada con la funcionalidad o la ubicacion de las mismas dentro de la célula.

El promedio general de hidropatia (GRAVY) es la suma de los valores de hidropatia
de todos los aminoécidos, dividido por el nimero de residuos en la secuencia'4,
esta suma, medida en kJ/mol, es la energia necesaria para trasferir un segmento
de secuencia de longitud definida de un medio hidrofébico a un medio hidrofilico;
este valor de hidropatia permite tener indicios sobre la topologia, dominios
transmembranales y probables sitios antigénicos expuestos en la superficie de la
proteina'l. Paras las proteinas NfCPB y NfCPB-L se obtuvieron valores de -0.261

y -0.189 respectivamente, indicando que son proteinas hidrofilicas.

Para comprobar la hidropatia de las proteinas NfCPB y NfCPB-L, se uso la escala
Kyte&Dolittle, PROTSCALE us6 un tamafio de ventana de 7, este tamafio de
ventana fue muy util para encontrar las regiones expuestas haciéndolas

potencialmente antigénicas'®. Este andlisis mostré que las proteinas son altamente



hidrofilicas, coincidiendo con los resultados arrojados por PROTPARAM en cuanto

al promedio GRAVY.

Se ha descrito que las regiones tedricamente asociadas con la falta de
compactacion de las proteinas bajo condiciones fisiolégicas normales son aquellas
en donde hay bajos niveles de aminoacidos hidrofébicos junto a largos intervalos de
residuos hidrofilicos, dando como resultado estructuras nativas desordenadas®®.
GLOBPROT realizé un andlisis de regiones desordenadas en las proteinas NfCPB
y NfCPB-L. La prediccion 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 podrian indicar que esas regiones
estarian involucradas en funciones importantes para Naegleria fowleri. Los
resultados combinados de GLOBPROT y PROTSCALE muestran una coincidencia
en cuanto a la prediccion de una regidén desordenada entre los residuos 180-250 y

150-300 para NfCPB y NfCPB-L respectivamente.

Se ha descubierto que los segmentos desordenados de las proteinas contienen
importantes  sitios funcionales predichos como motivos lineales®®. En la
identificacion de motivos, en las proteinas NfCPB y NfCPB-L se encontraron 3
regiones Tiol-proteasas que contienen Cisteina, Histidina y Asparagina como sitio
activo (entradas PS00139, PS00639 y PS00640) 117118119 vy tres sitios N-
glicosilacion, uno para NfCPB y el dos para NfCPB-L. Las tiol-proteasas son

endopeptidasas que trabajan a partir de la catalisis por intermedio de un tioéster, y



se ve facilitada por una cadena lateral de histidina cercana; una Asparagina
completa la triada catalitica esencial'?. Los sitios de N-glicosilaciéon se han descrito
en bacterias Gram negativas, como sitios importantes para la patogénesis, ya que
se ven involucrados en la adhesion, proteccion contra la degradacion proteolitica,
en el incremento de la solubilidad y en la variacién antigénica?l. Ya que las
proteinas NfCPB y NfCPB-L son proteinas de superficie, es posible resaltar la
importancia de los sitios de N-glicosilacién para generar una proteccion extra contra
el sistema inmune del hospedero; Si se tiene en consideracion la importancia de los
sitios de glicosilacién para la patogénesis de Naegleria fowleri y su interaccion con
el sistema inmunoldgico, estos sitios podrian presentar a futuro blancos
terapéuticos, logrando una alteracién por medio de inhibiciones de las interacciones

carbohidrato-receptor.?!

Para la determinacién de la estructura secundaria de las proteinas se us6 un
consenso de programas disponibles en el servidor NSP@; la determinacién y
analisis de las estructuras secundarias de las proteinas contribuye enormemente a
la prediccion del modelo tridimensional de la misma, esta estructura secundaria se
vera favorecida si se usan consensos de programas para hacer clasificaciones
estructurales, brindando asi aproximaciones y resultados mas confiables de la

estructura tridimensional?2.

Los resultados dados por NSP@ indican que en los residuos 16-52 hay una hélice
a para la proteina NfCPB, comparando ese resultado con el promedio GRAVY y la

grafica del indice de hidrofobicidad, encontrariamos una region que posiblemente



se encuentra anclada a la parte interna de la membrana de Naegleria fowleri, ya
gue dichos residuos estan en la region que supera el valor de 1.6, indicando que
este segmento posee propiedades hidrofobicas. Para NfCPB-L, la hélice a que va

de los residuos 3-19 seria el segmento con propiedades hidrofobicas.

Es importante resaltar que los residuos de las hélices mencionadas se encuentran
dentro la region transmembranal obtenida por el consenso de programas DAS,
SOSUI, TOPPREDZ2, TMAP, TMPRED, SPLIT4, PHDHTM, TMHMM2, HMMTOP2.
Se puede también observar que, dentro de la conformacion de las hélices
mencionadas, para NfCPB, 20 de sus 36 residuos son no polares y 8 son polares
(mayoria hidrofobicos). Para la proteina NfCPB-L, 11 de sus 17 residuos son
apolares y 4 son polares. Si se tiene en cuenta la prediccion de la estructura
secundaria obtenida por |- TASSER contra la estructura de NPS@, estas
coincidieron en su mayoria con la posicion y cantidad de los residuos que conforman

las hélices a y laminas .

La estructura de una proteina es la combinacion de fragmentos rigidos y flexibles,
esta combinacién en conjunto es supremamente necesaria para un funcionamiento
correcto de la misma; las regiones rigidas son aquellas en donde hay una menor
movilidad de &tomos, haciéndolas regiones mas estables, mientras que las regiones
flexibles son aquellas que gracias a su movilidad de atomos pueden realizar
cambios conformacionales que pueden estar implicados en interacciones con otras
moléculas'?. En cero absolutos de temperatura, los atomos de una proteina

permanecen en una posicion de equilibrio y con una energia muy baja; a medida



que la temperatura aumenta, la energia hace que los atomos oscilen alrededor de
la posicidon de equilibrio, estos alcances de oscilacion varian a menudo del modelo
tridimensional de la proteina y de la interaccibn con los atomos ligandos y
solventes®. El factor B normalizado es un factor que analiza y proporciona datos
sobre la movilidad térmica de los atomos en una estructura proteica para asi
determinar la flexibilidad y estabilidad de los diferentes segmentos que componen
a dicha proteina’®, todo esto, con el fin de dar un indicio sobre las posibles
interacciones que puede realizar con otras estructuras’®; en la figura 12, podemos
deducir que las laminas y hélices que tienen valores negativos (estructuras rigidas)
podrian ser segmentos poco variantes, por ende, esta estabilidad podria ser

importante en el correcto funcionamiento de las mismas.

Ahora, si se hace una correlacién de los valores de prediccion 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 puntuacion menor a 7 en la prediccion de estructura secundaria, indicando que
los residuos flexibles, al ser estructuras con una mayor movilidad atémica, generan

una prediccién con valores menores a 7.

Se vio un patrén de introduccién de gaps en las secuencias alineadas por LOMETS
en los residuos 1-33, y en un alineamiento se introdujo un gap correspondiente a
los aminoacidos 2-103 para la proteina NfCPB, mientras que NfCPB-L mostré un
comportamiento muy similar a NfCPB en la introduccion de gaps en los residuos 1-

33; esto indica que en esta region hay elementos que son muy propios de las



proteinas, llegando a estar involucrados en las funciones especificas de las mismas

para llevar a cabo la patogénesis de PAM.

La evaluacidon cuantitativa de cada modelo tridimensional se realiz6 por medio de
un puntaje C, el cual es calculado con base en las alineaciones de la plantilla y los
parametros de convergencia de cada modelo. El puntaje C esta 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 topologia del modelo.®* % El puntaje TM
se uso para medir la similitud conformacional entre dos estructuras ya que es menos
sensible a las variaciones estructurales locales. Para lograr una topologia 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 topologia basado en estructuras tomadas al azar.®®

La prediccion del ligando-receptor de las proteinas NFCPB y NfCPB-L evidencio que,
en estas regiones, la mayoria de residuos son apolares, indicando que podrian

interactuar con las regiones hidrofobicas de las moléculas que actian como ligando.

Para la proteina NfCPB el ligando reportado por BioLip es la 1-[2-(3-Bifenil)-4-
Metilvaleril)JAmino-3-(2-Piridilsulfonil) Amino-2-Propanona, como se describio
anteriormente, este ligando cliva el colageno y la fibronectina por medio de hidrélisis.
Dicho esto, este estudio sugiere que este ligando se une a la regién rica en azlcares

gue hay tanto en la fibronectina, como en el colageno.

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

extracelulares de los tejidos, fibroblastos, células epiteliales, plasma y otros



fluidos'?’. Ya que esta glicoproteina se encuentra ampliamente distribuida en todo
el cuerpo, y NfCPB se ancla a ella, se puede sugerir que esta union es el primer
paso para generar un dafio celular el epitelio olfativo y después en el neuroepitelio,

provocando entonces la herniacion celeberal.

Se describe también el clivaje del colageno; esta proteina se encuentra
ampliamente distribuida en el organismo, y es secretado por células como los
fibroblastos!?8. NfCPB podria actuar principalmente en el colageno tipo Il y IV; el
colageno tipo IV esta principalmente en células epiteliales, garantizando asi el dafio
celular. En cuanto a el colageno tipo lll, se sintetiza en la glia, y es fundamental para
el equilibrio y la regulacion bioquimica del crecimiento neuronal, desarrollo de los
axones Yy dendritas, y la proteccion fisica de las neuronas contra patégenost3l.
Como ya se describio anteriormente, PAM se caracteriza por la rapida degeneracion
neuronal gracias a la exacerbacion de la respuesta inmune; se puede deducir
entonces que NfCPB actua directamente en la eliminacion de la primera barrera de
proteccion neuronal, dando via libre a otras proteinas tales como las
esfingomielinasas, neuroaminidasas y lipofosfolipasas para cumplir su objetivo de

desmielinizacion neuronal.

En cuanto a la proteina NfCPB-L, el ligando reportado por BioLip fue arilaminoetil
amida heterociclica. EI complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) clase Il se
encuentra en células presentadoras de antigeno tales como células dendriticas,
algunas ceélulas epiteliales y en los linfocitos B; al tener dos cadenas (a y B) su

afinidad se ve determinada por la longitud de la cadena de aminoacidos del



antigeno'?, al impedir la unién del CMH clase Il para la presentaciéon antigénica,

NfCPB-L gana tiempo para su propagacion hacia el neuroepitelio®,

NfCPB-L se une a las inmunoglobulinas, evadiendo asi gran parte de la respuesta
inmune; esto sugiere, que NfCPB-L es una proteina 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 analisis funcional de las proteinas NfCPB y NfCPB-L de Naegleria fowleri se hizo
basandose en los resultados de cada uno de los programas usados para la
prediccidn 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 proteinas en la patogénesis

de PAM.

Existen algunos angulos de torsion o diédricos que no son fisicamente posibles
debido al choque de los a&tomos presentes en la unién entre los aminoacidos'®?, el
rango permitido de angulos de una estructura es muy restrictivo, lo que limita las
posibles conformaciones tridimensionales de las proteinas, haciendo que las
combinaciones de angulos de torsién no sean al azar'®. El modelo tridimensional
de las proteinas NfCPB y NfCPB-L que se obtuvo a través de distintas herramientas
computacionales cumple con los parametros estereoquimicos de una estructura
estable, esta verificacion se llevé a cabo con la grafica de Ramachandran; se
deduce entonces que los dos modelos tridimensionales se aproximan a las

estructuras reales de las proteinas NfCPB y NfCPB-L de Naegleria fowleri.



9. CONCLUSIONES

Las proteinas NfCPB y NfCPB-L hacen parte de los mecanismos
independientes de contacto de la ameba de vida libre Naegleria fowleri, estan
compuestas por 345 y 313 aminoacidos respectivamente, son termoestables, y
pesan 38404.43 y 34154.82 Da.

Estas proteinas son altamente hidrofilicas, pero posee regiones hidrofébicas
gue permiten que tengan regiones transmembrana reportadas por el consenso
de programas usados.

Los métodos computacionales usados en esta investigacion permitieron hacer
una aproximacion al conocimiento estructural de las proteinas NfCPB y NfCPB-
L, siendo importante para el entendimiento de los mecanismos de accion de
éstas con base en su estructura tridimensional.

El modelo tridimensional de la proteina NfCPB estd compuesta por 10 hélices
a, y 11 laminas [3; y de la proteina NfCPB-L esta compuesta por 9 hélices a, y
13 laminas B. Las dos estructuras estdn compuestas mayoritariamente por
bucles y giros .

El sitio ligando de la proteina NfCPB reportado por BioLip es la 1-[2-(3-Bifenil)-
4-Metilvaleril)JAmino-3-(2-Piridilsulfonil) Amino-2-Propanona; este ligando seria
primordial para la colonizacién y el dafio celular, haciendo que el sistema

inmune monte una respuesta exacerbada, complicando el cuadro de PAM.



Los modelos tridimensionales de las proteinas NfCPB y NfCPB-L de Naegleria
fowleri propuestos cumplen con los parametros esteroquimicos de las
conformaciones permitidas en los polipéptidos; la grafica de Ramachandran
para NfCPB mostré que 215 aminoacidos (62.4%) estan entre la zona
favorable, 106 aminoacidos (30.64%) estan en la region permitida, y que 24
aminoacidos (6.96%) se encuentran en la region no permitida; para NfCPB-L
la grafica de Ramachandran mostro que 198 aminoacidos (63.05%) estan entre
la zona favorable, 91 aminoacidos (30.64%) estan en la region permitida, y que
25 aminoacidos (7.96%) se encuentran en la regiébn no permitida, indicando
gue la prediccion de los modelos tridimensionales de las proteinas se acercan

a la realidad estructural de las mismas.
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