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RESUMEN 

 

Muchas de las enfermedades en el hombre comienzan en la superficie de las mucosas 
y son causas por una amplia variedad de microorganismos patógenos como virus, 
bacterias, hongos y protozoarios. Estas infecciones representan un enorme desafío 
para el desarrollo de vacunas específicas que puedan inducir inmunidad protectora. 
Una de estas infecciones es la meningoencefalitis amibiana primaria (MEAP) causada 
por Naegleria fowleri, la cual es mortal y afecta principalmente a niños y a adultos 
jóvenes en buen estado de salud. Estudios previos han mostrado que una atractiva 
estrategia de solución es la inmunización nasal; por ejemplo, basados en el modelo de 
protección de la MEAP en el cual inmunizan ratones por la ruta intranasal con extractos 
totales de N. fowleri coadministrados con la toxina del cólera (CT) y obtienen un 100% 
de protección después del reto con la dosis letal de trofozoitos vivos de la amiba, sin 
embargo, en otros trabajos se ha observado que inmunizar con una sola proteína es 
más seguro y tiene muchas más ventajas que trabajar con toda la gama de moléculas 
que componen al microorganismo. Identificar claramente los antígenos responsables 
de la respuesta protectora, contribuye al desarrollo de una vacuna nasal subunitaria 
contra la MEAP. Respecto a esto, se han identificado proteínas de N. fowleri 
inmunogénicas, inmunodominantes e inmunoprotectoras; una de estas es la molécula 
de 37 kDa, por lo que en este trabajo se analizó el papel que desempeña la 
glicoproteína purificada a partir de geles de poliacrilamida en ratones BALB/c 
inmunizados durante cuatro ocasiones; se determinó el porcentaje de sobrevida 
después del reto con trofozoitos vivos de la amiba y se encontró un 30% de sobrevida 
cuando se inmuniza con la proteína de 37 kDa sola, interesantemente, cuando la 
proteína es coadyuvada con la CT se encontró un 70% de protección. Por otro lado, 
también se analizó la producción de anticuerpos específicos anti 37 kDa, tanto en 
suero como en los lavados nasales y se observó que los niveles de anticuerpos de los 
isotipos IgA e IgG se incrementaron en los ratones inmunizados tanto con la proteína 
de 37 kDa sola como en los ratones que fueron inoculados con la proteína más la CT. 
Sin embargo, se determinó una mayor producción de anticuerpos séricos de ambos 
isotipos en el grupo de ratones inmunizados con la combinación de la proteína de más 
la CT; en cuanto a las muestras de lavados nasales, hubo un incremento mayor con 
respecto a los controles en los anticuerpos de ambos isotipos en todos los grupos de 
ratones inmunizados. Con esto se demostró que existió una mayor producción de 
anticuerpos tanto de IgA como de IgG en el grupo de ratones inmunizados con la 
combinación de la proteína purificada de 37 kDa más la CT con respecto al resto de 
los grupos. Estos datos sugieren que la molécula de 37 kDa de N. fowleri participa en 
la inmunidad protectora mediada por anticuerpos IgA e IgG por lo que puede ser 
considerada como un candidato importante a vacuna subunitaria contra la MEAP en el 
modelo de ratón.
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INTRODUCCIÓN 

 

El sistema inmune de la mucosa. 

 

Las superficies de las mucosas son la principal ruta de infección de una gran variedad 

de patógenos, alérgenos y carcinógenos (Brandtzaeg, 2009). Las membranas 

mucosas que cubren el tracto digestivo y urogenital así como la conjuntiva del ojo, el 

oído interno, todos los conductos de las glándulas exocrinas y la cavidad respiratoria, 

están dotadas con un poderoso mecanismo de limpieza tanto mecánico como químico, 

que degradan y repelen la mayoría de agentes extraños. Además de la alta 

participación especializada de los componentes de la respuesta inmune innata y 

adaptativa que protegen estas superficies de la mucosa y con ello también protegen el 

interior del cuerpo contra posibles daños del medio ambiente (Mestecky et al., 2005).  

Por ejemplo, los antígenos que logran burlar los primeros mecanismos de defensa, 

son captados por las células epiteliales de absorción y células epiteliales 

especializadas (células “M”); directamente capturados por las células presentadoras 

de antígeno (APCs) como las células dendríticas (DCs), macrófagos e incluso linfocitos 

B para posteriormente ser presentados a los linfocitos T CD4+ y CD8+ ubicados en 

sitios inductivos de la mucosa (Holmgren & Czerkinsky, 2005). La respuesta inmune 

en tejidos de la mucosa se rige por la naturaleza del antígeno, el tipo de APCs 

implicado y del microambiente local (Iwasaki & Kelsall, 1999). Antígenos y adyuvantes, 

incluyendo la mayoría de los patógenos, son detectados como “señales de peligro” por 

las APCs de mucosas, receptores tipo Toll (TLRs) lo que favorece el desarrollo de 
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respuestas inmunes más fuertes y más amplias en donde participan tanto la inmunidad 

humoral y celular (Mowat, 2003; Bilsborough & Viney, 2004). 

El sistema inmune de mucosas tiene tres principales funciones: (i) proteger las 

membranas mucosas contra la colonización e invasión de microorganismos 

potencialmente peligrosos que se puedan encontrar, (ii) prevenir la captación de 

antígenos no degradables incluyendo proteínas extrañas derivadas de alimento 

ingerido, partículas transportadas en el aire y microorganismos comensales y (iii) 

prevenir el desarrollo de respuestas inmunes nocivas para estos antígenos (Holmgren 

& Czerkinsky, 2005). En un humano adulto y saludable, el sistema inmune de mucosas 

contribuye casi el 80% de todos los inmunocitos. Estas células se acumulan o están 

en tránsito entre diferentes tejidos linfoides asociados a mucosas (MALT), que en 

conjunto forman el sistema de órganos linfoides más grande de los mamíferos 

(Mestecky et al., 2005). El MALT selecciona eficazmente los mecanismos efectores 

apropiados y regula su intensidad para evitar daño tisular y agotamiento inmunológico 

(Holmgren & Czerkinsky, 2005).  

Las diferentes regiones del MALT están funcionalmente conectadas y entrecruzadas, 

lo que permite que las células B y células T activadas por el antígeno, aparezcan como 

células efectoras en otros sitios mucosos distantes (Zhang et al., 2013). De este modo, 

la inmunización del tejido linfoide asociado a nariz (NALT) estimula una respuesta 

inmune específica en el tracto respiratorio pero también puede dar lugar a una fuerte 

respuesta inmune mucosal genital-vaginal (Holmgren & Czerkinsky, 2005); mientras 

que la inmunización por el tejido linfoide asociado a intestino (GALT) conduce 

predominantemente una respuesta protectora y efectiva solo en el tejido 

gastrointestinal (Hu et al., 2009) (Figura 1). 
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Figura 1. Expresión de IgA en el sistema inmune de mucosas por diferentes rutas de vacunación.  
El sombreado indica la fuerza de la respuesta (Holmgren & Czerkinsky, 2005). 
 

Vacunas mucosales. 

 

La inmunización nasal en humanos resulta en la secreción de anticuerpos tanto IgA 

como IgG en la mucosa de las vías respiratorias superiores y secreciones regionales 

(saliva, secreciones nasales) (Johansson et al., 2001; 2004). También se ha 

demostrado en estudios con humanos y roedores, que la inmunización nasal produce 

mayor respuesta de anticuerpos a nivel sistémico a diferencia de otras rutas de 

inmunización por mucosas (Staats et al., 1997; Kozlowski et al., 2002). Una de las 

ventajas y quizá la más significativa de las vacunas en mucosas, es que puede lograr 

la inducción de ambos tipos de inmunidad: sistémica y local (McGhee et al., 1999; 

Baldridge et al., 2000). La ruta nasal es especialmente atractiva para la inmunización, 
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puesto que el epitelio nasal se caracteriza por presentar una alta permeabilidad, baja 

actividad enzimática y la presencia de un gran número de células inmunocompetentes 

(Holmgren & Czerkinsky, 2005). Otras ventajas de la inmunidad en las mucosas es la 

facilidad de aplicación y bajos costos de producción lo que facilitaría la posibilidad de 

administrar vacunas múltiples en caso de pandemias; por esta vía de administración 

también se disminuye el riesgo de efectos colaterales, al evitar que los antígenos 

tengan un ingreso directo a la circulación sistémica (Kalambaheti et al., 1998; 

Holmgren et al., 2005). Aunque la inmunización mucosal también presenta ciertas 

desventajas, las cuales se comentarán más adelante.  

 

Tipos de vacunas de la mucosa.  

 

A pesar de las atractivas ventajas de la vacunación de la mucosa, sólo seis de las doce 

vacunas que están actualmente aprobadas para uso humano, se administran por esta 

vía (Tabla 1). 

 

Tabla 1. Vacunas contra infecciones de las mucosas. 
Infección / 

Enfermedad Microorganismo Administración Vacuna 

Cólera Vibrio cholerae, 
serogrupos: O1 y O139 Oral Inactivada de células enteras O1 

con subunidad B. 

Poliomelitis Poliovirus 1, 2 y 3 
Oral Vivas atenuadas (OPV) 

Intramuscular / 
Subcutánea Vivas inactivadas (IPV) 

Rotavirus Cepas de rotavirus Oral Monovalente 
Pentavalente 

Fiebre 
Tifoidea Salmonella typhi 

Oral Viva atenuada mutante (Ty21a) 
Intramuscular Polisacárido capsular Vi (ViCPS) 

Influenza Haemophilus influenzae 
tipo b Nasal Conjugada de polisacárido-proteína 

Fuente: Vacunas y enfermedades prevenibles mediante vacunación (2016). 
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Sin embargo existen algunas desventajas de la vacunación de mucosas, como la 

dificultad en la práctica para estimular fuertemente la respuesta inmune de la IgA de 

secreción (SIgA) (Holmgren & Czerkinsky, 2005), los antígenos son generalmente 

menos inmunogénicos y son aptos para inducir tolerancia, donde el hospedero se 

esfuerza por mantener la homeostasis de la mucosa al responder al daño (Holmgren 

et al., 2003). Por lo que para proporcionar una estimulación inmune efectiva tanto en 

términos de respuesta humoral como de respuesta mediada por células en vacunas 

administradas por vía nasal, es necesaria la coadministración de adyuvantes para 

mejorar la captación de antígenos (Cano et al., 2000; FitzGerald & Mrsny, 2000; 

Matsuo et al., 2000). 

En general, las vacunas humanas se realizan utilizado diferentes procesos: pueden 

contener microorganismos vivos que han sido atenuados (debilitados o alterados de 

modo que no causa la enfermedad); organismos inactivados o muertos; toxinas 

inactivadas (toxinas bacterianas que no causan la enfermedad) o simplemente 

segmentos del patógeno (esto incluye vacunas de subunidades y vacunas conjugadas) 

(Historyofvaccines.org, 2016) para generar la inmunidad protectora. Sin embargo, 

debido a la naturaleza compleja de dichas vacunas pueden variar ampliamente en la 

calidad de lote a lote y además pueden inducir efectos adversos. Los recientes 

avances en genómica y proteómica proporcionan una amplia variedad de antígenos 

potenciales, incluyendo las proteínas recombinantes, péptidos sintéticos o ADN (De 

Gregorio & Rappuoli, 2014).  

Las vacunas de subunidades pueden contener de 1 a 20 antígenos, pero solo se 

incluyen los que estimulan mejor al sistema inmunitario; en algunos casos, estas 

vacunas utilizan epítopes, es decir, las porciones determinantes del antígeno que los 
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anticuerpos o las células T reconocen y a las cuales de adhieren. Como las vacunas 

de subunidades contienen solo los antígenos esenciales y no toda la gama de 

moléculas que componen el microorganismo, las posibilidades de experimentar 

reacciones adversas a la vacuna son menores. Identificar estos antígenos es un 

proceso complicado y prolongado, sin embargo, una vez que los científicos lo hacen, 

se pueden crear vacunas de subunidades de dos maneras diferentes: a) pueden 

cultivar al microorganismo en el laboratorio y luego mediante proteólisis segmentan la 

proteína y reúnen los antígenos importantes o b) pueden fabricar las moléculas del 

antígeno a partir del microorganismo con tecnología de ADN recombinante. Las 

vacunas creadas de esta manera se denominan "vacunas de subunidades 

recombinantes" (Vaccines.gov, 2016). 

Se ha determinado que inmunizar con una sola proteína del microorganismo tiene 

muchas más ventajas que trabajar con toda la gama de moléculas que lo componen, 

por ejemplo: i) se evita un efecto citotóxico en el paciente, ii) una vez que se han 

identificado los antígenos potenciales que estimulan mejor al sistema inmunitario, se 

pueden crear vacunas de subunidades, lo que hace más fácil poder obtener una sola 

proteína; iii) en algunos casos, estas vacunas utilizan epítopes, es decir, las porciones 

determinantes del antígeno que los anticuerpos o las células T reconocen y a las 

cuales de adhieren, por lo que la respuesta inmune del huésped es dirigida, debido a 

que responde a una sola subunidad antigénica que a toda la gama de epítopes que en 

general, presentan los microorganismos. Por lo que se podría afirmar que las vacunas 

subunitarias son seguras (Holmgren & Czerkinsky, 2005). 

Aunque estos antígenos claramente definidos ofrecen ventajas importantes de 

seguridad, a menudo tienen una vida media corta in vivo y no siempre se presentan 
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de manera eficiente al sistema inmune cuando se administran solos, así que es 

necesaria la utilización adecuada de adyuvantes para la producción de anticuerpos 

(Trimaille & Verrier, 2015). 

 

Adyuvantes de mucosas. 

 

La palabra adyuvante proviene del Latín adjuvare, que significa para ayudar o mejorar. 

Los adyuvantes son compuestos que al ser coadministrados con el antígeno mejoran 

la respuesta inmune específica; actúan aumentando la respuesta inmune adaptativa y 

generan una memoria inmunológica efectiva (Vogel, 1998). El concepto surgió en la 

década de los 90´s, a partir de observaciones en caballos que desarrollaron un 

absceso en el sitio de inoculación con toxina de la difteria, lo que generó una mayor 

respuesta de anticuerpos específicos. En 1936, Freund desarrolló una emulsión de 

agua y aceite mineral que contenía micobacterias muertas, creando así uno de los 

adyuvantes más potentes, conocido como adyuvante completo de Freund (FCA). A 

pesar de ser el adyuvante estándar, FCA provoca reacciones locales graves y es 

considerado demasiado tóxico para uso humano. La emulsión de aceite en agua sin 

micobacterias añadido es conocido como adyuvante incompleto de Freund (FIA) y, al 

ser menos tóxicos, se ha utilizado en formulaciones de vacunas humanas (Freund et 

al., 1937; Stuart-Harris, 1969). 

Los adyuvantes pueden ser usados para varios propósitos: i) para mejorar la 

inmunogenicidad de los antígenos purificados o recombinantes, (ii) para reducir la 

cantidad de antígeno o el número de inmunizaciones necesarias para generar la 
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inmunidad protectora, (iii) para mejorar la eficacia de las vacunas en los recién nacidos, 

los ancianos y las personas inmunológicamente comprometidas o (iv) como sistemas 

de liberación de antígeno, para que optimicen su absorción por la mucosa (Marx, et 

al., 1993; McElrath, 1995; Douce, et al., 1995).  

Un buen adyuvante debe cumplir con las siguientes propiedades: (i) no debe ser tóxico 

en el rango de la dosis para cumplir su efecto, (ii) debe estimular fuertemente la 

inmunidad celular y humoral, (iii) debe ofrecer una buena memoria inmunológica, (iv) 

no debe inducir reacciones de autoinmunidad e hipersensibilidad, v) no debe ser 

mutagénico, carcinógeno ni teratogénico y finalmente (vi) debe ser estable a la 

temperatura y pH para su almacenamiento (Marciani, 2003). 

El mecanismo de acción de los adyuvantes es sobre las APCs (Figura 2), 

especialmente en las DCs, las cuales requieren de una cascada de señalización para 

inducir una respuesta inmune potente (Schijns, 2001). 

 

Figura 2. Mecanismo de acción de los adyuvantes e inicio de la respuesta TH por medio de tres señales. 
Señal 0: activación de las APCs mediante el reconocimiento del antígeno optimizado por los PRRs y 
PAMPs. Señal 1: favorecer la presentación del antígeno (péptido) por MHCII al TCR de los linfocitos T. 
Señal 2: incrementar la coestimulación a través de los receptores y sus ligandos en presencia de 
moléculas coestimuladoras y citocinas (Guy, 2007). 
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Las DCs se activan a través de los receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) 

que identifican patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs); los PRRs 

expresan altos niveles de moléculas coestimuladoras y citocinas que migran a los 

nódulos linfoides regionales para promover la activación de las células T. Es así como 

los adyuvantes influyen en la migración, maduración, presentación y expresión de 

moléculas coestimuladoras de las DCs, lo que favorece la respuesta de las células T 

y B hacia el antígeno (Ilhuicatzi, 2015). 

La inmunomodulación es la capacidad que tienen muchos adyuvantes para modificar 

y regular la expresión de ciertas citocinas. En general, un adyuvante inmunomodulador 

ejercerá su efecto cuando son presentados en un sitio y momento separado al 

inmunógeno. Dos importantes subconjuntos de células T CD4+: Th1 y Th2 han sido 

descritas para ratón (Mosmann & Moore, 1991) y el hombre (Romagnani, 1991).  

La respuesta Th1 normalmente induce reacciones de anticuerpos fijadores de 

complemento y una fuerte hipersensibilidad del tipo retardado (DTH), esta respuesta 

está asociada con el IFN-γ, IL-2 e IL-12. La respuesta Th2 resulta en altos niveles de 

anticuerpos en circulación y secretores, frecuentemente IgE y las citocinas IL-4, IL-5, 

IL-6 y posiblemente la IL-l0. Las respuestas Th1 y Th2 son mutuamente inhibitorias 

(Mosmann & Moore, 1991). La selección apropiada de un adyuvante conduce a una 

mejor respuesta inmune, determina la secreción de anticuerpos de isotipo IgG, qué 

otras inmunoglobulinas se producirán y también cuántos linfocitos T CD4+ dirigidos son 

generados en la inmunidad mediada por células (CMI). Los adyuvantes de mucosas 

más prometedores se derivan de las toxinas bacterianas, ligandos de los TLRs, 

inmunoestimulantes sin TLRs y nuevas moléculas pequeñas (Chen et al., 2010: 

Holmgren et al., 2003). 
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Toxina del Cólera (CT). 

 

Los productos bacterianos con mayor potencial para funcionar como adyuvantes de la 

mucosa y quizá los más utilizados experimentalmente en animales, son las 

enterotoxinas de ribosilación de ADP: la CT producida por varias cepas de Vibrio 

cholerae y la enterotoxina termolábil (LT) producida por algunas cepas de Escherichia 

coli (Clements et al., 1988; Elson, 1989; Lycke et al., 1992; Xu-Amano, et al., 1993; 

Yamamoto et al., 1996). La LT y CT elevan el AMPc intracelular en varios tipos de 

células y su adyuvanticidad es al menos en parte, relacionadas con esa función 

(Freytag & Clements, 2005). 

 

Estructura y función de la CT. 

 

En 1969 Finkelstein & LoSpalluto purificaron la toxina y demostraron que es una 

proteína de 84 kDa. Más tarde se determinó que la CT se compone de dos tipos de 

subunidades: un oligómero de 56 kDa, compuesto de varias subunidades idénticas 

“ligeras” responsables de la unión al receptor y una subunidad "pesada" de 28 kDa 

tóxico-activa; estas subunidades fueron rebautizadas posteriormente como B (para la 

de unión) y A (para la parte activa). Simultáneamente, se identificó el principal receptor 

de membrana celular para la CT: un gangliósido específico GM1, glicoesfingolípido 

encontrado de forma ubicua en la superficie de células de mamífero; que fue 

posiblemente el primer receptor biológico químicamente definido en su totalidad 

(Holmgren et al., 1973; Holmgren, 1981). 
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En el ensamblaje de la CT (Figura 3) la subunidad A tóxico-activa (CTA, Figura 3b) 

está incrustada en el homopentámero circular de la subunidad B (pentámero CTB, 

Figura 3c) responsable de la unión de la toxina a las células. La CTA de 28 kDa 

comprende 240 aminoácidos, y los monómeros de la subunidad B de 11.6 kDa cada 

uno, tienen 103 aminoácidos. A pesar de ser sintetizada como una única cadena 

polipeptídica, la CTA es modificada después de la traducción a través de la acción de 

una proteasa de V. cholerae que genera dos fragmentos: CTA1 y CTA2, sin embargo 

todavía permanecen unidos por un enlace disulfuro. La actividad tóxica de CTA 

(enzimática ADP-ribosilación) reside en CTA1, mientras que CTA2 sirve para insertar 

CTA en el pentámero CTB. El pentámero CTB se mantiene unido por 

aproximadamente 130 puentes de hidrógeno y 20 puentes de sal. Estos muchos 

enlaces polares junto con un apretado embalaje de las subunidades a través de 

interacciones hidrofóbicas podrían por sí solas explicar la estabilidad sobresaliente de 

la CTB pentamérica a las proteasas, componentes de la bilis y otros factores en el 

medio intestinal. Se ha sugerido que las interacciones pentámero-pentámero, 

posiblemente, puede agregar más a la estabilidad (Sánchez & Holmgren, 2011).  

 

Figura 3. Estructura cristalográfica de la Toxina del Cólera (a), subunidad A (b), subunidades B (c) y en 
(d) la diferencia de posición de los residuos en CTB (Sánchez & Holmgren, 2011). 
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Mecanismo de acción de la CT. 

 

Cuando la CT se encuentra con una célula de mamífero, primero se une a la superficie 

a través de la interacción de la subunidad B del pentámero. Un efecto principal de la 

interacción es la reticulación estable de GM1 en la superficie celular. El péptido A2 de 

la LT y CT facilita la asociación de A1 con la subunidad B del pentámero y puede 

ayudar al transporte retrógrado directo de estas moléculas a través del aparato de 

Golgi al Retículo Endoplásmico (RE) (Lencer et al., 1995). 

La CT induce a las células T CD4+ Th2 que secretan IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10 que 

proporcionan señales de ayuda para la inducción de SIgA específica de antígeno, así 

como IgG1 sérica y respuestas de IgA e IgE en modelos de ratón. La CT también 

facilita la conmutación de células B de IgA y aumenta los efectos de la IL-4 e IL-5 en 

IgG e IgA en la síntesis en cultivos de células B esplénicas activadas con LPS.  

Para que la inmunización intranasal evoque en una respuesta inmune específica, es 

necesaria una correcta entrega de antígenos y un adyuvante efectivo que pueda 

ayudar a presentar los antígenos de la vacuna o de la inmunoterapia al sistema inmune 

de la mucosa (Holmgren et al., 2003). Sin embargo, hay infecciones que todavía 

representan un enorme desafío para el desarrollo de vacunas específicas que puedan 

inducir inmunidad protectora previniendo la enfermedad al evitar que el agente 

infeccioso se adhiera y colonice el epitelio de la mucosa, que penetre y se replique en 

la mucosa (virus y bacterias invasoras) o bloqueando la unión y la acción de toxinas 

microbianas (Holmgren & Czerkinsky, 2005).  

La mayoría de las infecciones inician en la superficie de la mucosa como es el caso de 

las infecciones en el tracto gastrointestinal causadas por Helicobacter pylori, Vibrio 
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cholerae, Escherichia coli enterotoxigenica (ETEC), Shigella spp., Clostridium difficile; 

en el tracto urogenital infecciones asociadas con las enfermedades de transmisión 

sexual como las causados principalmente por el VIH, Chlamydia, Neisseria 

gonorrhoeae y el virus del herpes; infecciones de las vías urinarias causadas por cepas 

de Escherichia coli y por supuesto infecciones en el tracto respiratorio causadas por 

virus (influenza A (H1N1), rinovirus, coronavirus, adenovirus); bacterias (Mycoplasma 

pneumoniae, Haemophilus influenza, Mycobacterium tuberculosis, Staphylococcus 

aureus, Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis, Bacillus anthracis, 

Francisella tularensis y cepas del género Brucella); hongos (Histoplasma capsulatum) 

y algunos protozoarios (Ogra et al., 1999) como Naegleria fowleri, la cual se encuentra 

dentro del grupo de las amibas de vida libre.  

 

Amibas de vida libre (AVL). 

 

Las AVL son protozoos cosmopolitas y ubicuos en la naturaleza. Causan infecciones 

que comprometen ojos, pulmones, piel y cerebro; además, se ha demostrado que 

algunas pueden actuar como vectores y reservorios de virus, hongos y bacterias: 

microorganismos que sobreviven e incluso pueden multiplicarse dentro de estas 

amibas, ya que les proporcionan un mecanismo de protección idóneo. También sirven 

como un medio de transporte para estos microorganismos que desean evadir 

ambientes hostiles, causar infecciones y colonizar nuevos hábitats; aprovechando los 

mecanismos de dispersión de estas amibas (Bonilla & Ramírez, 2014). 
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Las AVL son organismos aeróbicos que pueden completar su ciclo de vida en el medio 

ambiente, sin un hospedero, pero ocasionalmente infectan a humanos y a otros 

animales; por esta dualidad son también conocidas como amibas anfizoicas 

(Visvesvara, 2013). Dentro de las más de 100 especies de AVL se encuentra el género 

Naegleria, el cual, de acuerdo con De Jonckheere en 2011, contiene 47 especies y 

Naegleria fowleri es la única especie patógena en humanos. N. fowleri es una amiba 

termofílica (Martínez & Visvesvara, 1997) la cual provoca una infección aguda y 

fulminante en el sistema nervioso central (CNS) llamada meningoencefalitis amibiana 

primaria (MEAP). 

 

N. fowleri: taxonomía y clasificación. 

 

Recientemente, la Sociedad Internacional de Protistologos replanteó una nueva 

clasificación para Eucariontes, basada en los enfoques morfológicos modernos: rutas 

bioquímicas y filogenia molecular. N. fowleri se incluye bajo la siguiente: 

 

Tabla 2. Clasificación taxonómica de N. fowleri. 
Super Grupo: Excavata (Cavalier-Smith, 2002) 

Clase: Discoba (Hampl et al., 2009) 

Orden: Discicristata (Cavalier-Smith, 1998) 

Familia: Vahlkampfiidae (Jollos, 1917) 

Género: Naegleria (Alexeieff, 1912) 
Fuente: The revised classification of eukaryotes (Adl et al., 2012). 
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Ciclo de vida de N. fowleri. 

 

Tiene tres estadios en su ciclo de vida: trofozoito, quiste y flagelado; por lo que también 

se denomina ameboflagelado (Figura 4). 

 

Figura 4. Ciclo de vida de vida de N. fowleri. Trofozoito (A), flagelado (B) y quiste (C).                                                
(D) Trofozoitos de la amiba en una sección del cerebro, teñidos con H&E (Visvesvara, 2013). 
 

Trofozoito. 

 

Su forma es ameboide, se alimenta de bacterias gram-negativas y se reproduce por 

fisión binaria. Exhibe un movimiento rápido sinusoide mediante la producción de 

protuberancias semiesféricas conocidas como lobópodos. El trofozoito mide de 10-25 
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µm y tiene un solo núcleo que contiene un gran nucléolo, denso y en posición central. 

El citoplasma contiene numerosas mitocondrias, ribosomas, vacuolas alimenticias y 

vacuolas contráctiles (Marciano-Cabral, 1988; Page, 1988). 

 

Flagelado. 

 

El trofozoito se transforma en una etapa de flagelado cuando la concentración iónica 

del medio ambiente y sus alrededores cambia, pero se revierte a su estado trófico 

durante las condiciones favorables. El flagelado tiene un solo núcleo con un gran 

nucléolo y usualmente posee dos flagelos pero tres o cuatro flagelos también pueden 

verse de vez en cuando. El flagelado no tiene citostoma y por lo tanto no puede 

alimentarse. Varía en longitud desde 10 a 16 µm (Marciano-Cabral, 1988; Page, 1988). 

 

Quiste. 

 

El trofozoito se transforma en un quiste resistente durante condiciones adversas 

cuando el suministro de alimentos se vuelve escaso o el nicho ambiental se seca. El 

quiste es usualmente esférico, mide de 7 a 10 µm. Su pared tiene poros y es doble: 

con un endoquiste grueso y un ectoquiste más delgado. El quiste también tiene un solo 

núcleo con un prominente nucléolo (Marciano-Cabral, 1988; Page, 1988). 
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Meningoencefalitis amibiana primaria (MEAP). 

 

MEAP ocurre en niños sanos, activos y en adultos jóvenes sin inmunodeficiencia 

quienes tuvieron antecedentes recientes de contacto con agua por participar en la 

natación, buceo u otras actividades acuáticas (Schuster & Visvesvara, 2004) en 

cuerpos de agua dulce como lagos, ríos, aguas termales, piscinas no cloradas; aunque 

también se ha aislado al microorganismo en áreas de descarga de aguas procedentes 

de instalaciones industriales como centrales eléctricas y también se ha encontrado en 

pozos geotérmicos (Kim et al., 2009).  

 

Figura 5. Vía de contagio de N. fowleri (Cdc.gov, 2016). 
 

La infección ocurre cuando los trofozoitos entran por las fosas nasales (Figura 5) e 

invaden la mucosa nasal; proceso que se caracteriza por una extensa secreción de 

moco que atrapa algunos trofozoitos, seguido de un infiltrado inflamatorio en donde 
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algunos trofozoitos son capaces de adherirse y penetrar el epitelio, la mucosa 

nasofaríngea y migrar por el nervio olfatorio hasta atravesar la placa cribiforme. Luego 

los trofozoitos se difunden en los lóbulos olfatorio y frontal en donde comienzan a 

producir efectos citopáticos sobre los tejidos (Vargas-Zepeda et al., 2005); debido a su 

proximidad del punto de entrada de las amibas con el CNS, estos lóbulos del cerebro 

son blancos principales de la destrucción amibiana (Martínez, 1985).  

Cuando la amiba invade el cerebro, comienza a proliferar y llega a superar las defensas 

del hospedero (Vargas-Zepeda et al., 2005); también puede invadir otros tejidos como 

el tallo cerebral y el cerebelo, produciendo daños irreversibles e inflama meninges 

(Martínez, 1985). 

El periodo de incubación de MEAP varía de 2 a 15 días. Los síntomas incluyen: dolor 

de cabeza intenso, náusea, vómito, fiebre, rigidez en el cuello y anormalidades en el 

comportamiento. Otros síntomas incluyen alteraciones en el gusto o en el olfato, ataxia 

cerebral, fotofobia, un incremento en la presión intracraneal, letargo, confusión, 

convulsiones generalizadas y coma. La muerte usualmente ocurre dentro de una 

semana a 10 días (Carter, 1972; Martínez, 1985; Marciano-Cabral, 1988; Martínez & 

Visvesvara, 1997; Schuster & Visvesvara, 2004; Visvesvara & Maguire, 2006; 

Visvesvara et al., 2007), esto depende principalmente del tamaño del inóculo, de la 

inmunocompetencia del hospedero y de la virulencia del microorganismo. 

 

Epidemiología. 

 

Fue hasta finales de los 60´s que se descubrió que esta amiba podía provocar una 

terrible enfermedad (Culbertson et al., 1968). N. fowleri fue descrita por Carter (1970) 
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y nombrada así en honor a Malcom Fowler, quien reportó el primer caso de MEAP en 

humanos en Adelaide, Australia (Martínez, 2001). 

Se ha reportado que N. fowleri está presente en todos los continentes, excepto en la 

Antártica (Figura 6) y existen alrededor de 250 casos reportados de MEAP en el 

mundo; así que la enfermedad es rara, pero cada año se descubren más casos (De 

Jonckheere, 2014). 

 

Figura 6. Mapa que muestra la distribución de casos reportados para MEAP (De Jonckheere, 2011). 
 

La mayoría de los casos de MEAP han sido reportados en Estados Unidos, lo que nos 

podría señalar que en países de primer mundo las técnicas de identificación y 

diagnóstico para N. fowleri están más avanzadas y son más efectivas en comparación 

con los países de tercer mundo, que no cuentan con las herramientas necesarias para 

la detección oportuna. Por lo que se cree que existen muchos más casos de la 

enfermedad que simplemente no han sido reportados, es decir, que las cifras han sido 
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subestimadas. En Europa se han reportado 24 casos, en Australia 19, 17 en Pakistán, 

12 en Tailandia y 11 en la India (De Jonckheere, 2011).   

Pocos casos se han reportado en África y América del Sur y existen millones de 

personas que mueren por otras infecciones en estos continentes pero aunque MEAP 

es una enfermedad rara, sigue siendo un grave problema para la salud pública ya que 

casi siempre es mortal con sólo el 5% de los pacientes que sobreviven (Tabla 3) y que 

afecta principalmente a los niños en buen estado de salud (De Jonckheere, 2014).  

Tabla 3. Casos que sobrevivieron a la MEAP. 

 
Fuente: What do we know by now about the genus Naegleria? (De Jonckheere, 2014). 

 

El primer caso de MEAP en México fue detectado en 1978 en un joven de 16 años con 

antecedentes de natación en los canales de riego del Valle de Mexicali, Baja California 

y el registro se publicó hasta 1984; desde entonces y hasta el 2001, 29 casos han sido 

diagnosticados y confirmados al observar la tinción de trofozoitos en muestras de CSF 

en México, incluyendo a un sobreviviente tratado con anfotericina B, cloranfenicol y 

sulfadiazina. 26 de estos casos reportados han ocurrido en el noroeste de México, 

específicamente en el Valle de Mexicali, el cual posee un ambiente desértico con 
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agricultura y un sistema de irrigación intensiva que consiste en una red de canales y 

reservorios cuyo volumen varía con el ciclo de irrigación (Lares-Villa, 2001). En 2002 

se notificaron seis casos, en el 2003 tres casos y en 2004 dos, aumentando a seis 

casos en el 2005, también se han ampliado los reportes de casos en nuestro país: 

Huetamo, Michoacán y en Monterrey, N. L (Dirección General de Epidemiología, 

2012). 

Es imperativo responder a la necesidad de mejores informaciones epidemiológicas y 

programas de educación sobre los aspectos clínicos y patológicos de la MEAP para 

las autoridades de salud que se involucran en la detección oportuna de la enfermedad 

y atender el problema de salud pública con un tratamiento efectivo y preventivo 

(Cervantes-Sandoval et al., 2007). 
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ANTECEDENTES 

 

En trabajos anteriores (Rojas-Hernández et al., 2004a) se ha reportado la inmunidad 

protectora en la infección causada por N. fowleri bajo un esquema de inmunización en 

ratones BALB/c por la vía i.n. con extractos totales de la amiba coadministrados con la 

CT en el que lograron obtener un 100 de protección, una vez que los ratones fueron 

retados con la dosis letal de trofozoitos vivos de 5x104. Encontraron un aumento en la 

respuesta de anticuerpos IgG e IgA inducidos tanto en las muestras de suero como de 

la mucosa de los ratones. Sugirieren que la inmunización con lisados de la amiba ya 

sea solos o coadministrados con alguno de los dos adyuvantes se perfiló 

principalmente a una respuesta tipo Th2, ya que se suscitó una mayor respuesta de 

IgG1 que de IgG2a por todos los tratamientos que emplearon tanto en muestras de 

suero como de lavados nasales y por ambas vías ya que también emplearon la 

intraperitoneal (i.p.). Sin embargo, atribuyen los niveles de protección que obtuvieron 

a la alta respuesta de anticuerpos IgA en las muestras de lavados nasales de los 

tratamientos en ratones inmunizados por la vía i.n. con extractos totales de la amiba 

más Cry1Ac o CT.  

De acuerdo con el reporte anterior del efecto protector contra la infección causada por 

N. fowleri atribuida a la obtención de respuesta de IgA en la mucosa nasal, (Jarillo-

Luna et al., 2008) describieron las modificaciones morfológicas que ocurren en el 

epitelio nasal y los cambios en la distribución de IgA conferidos por la inmunización i.n. 

de ratones BALB/c con lisados amibianos más Cry1Ac. Reportaron cambios celulares 

caracterizados por metaplasia, es decir, cambio del epitelio olfatorio a epitelio 
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respiratorio y determinaron que esto podía establecer las condiciones necesarias para 

una mayor secreción local de IgA en la mucosa nasal así como la movilidad de este 

anticuerpo a través del epitelio por medio del mecanismo de transitosis o el transporte 

intercelular entre dichas células. Concluyeron que era posible que la IgA contribuya a 

la protección contra la infección causada por N. fowleri inhibiendo su adherencia al 

epitelio y su posterior invasión. 

Ante esto, Rojas-Hernández et al. (2004b) sugirieron que la unión de los trofozoitos a 

mucinas podía facilitar la adhesión e invasión del parásito. Describieron la secuencia 

de eventos histopatológicos posteriores a la infección causada por N. fowleri durante 

la penetración inicial de la amiba en la mucosa nasal a las primeras 8, 24, 30 y 96 

horas y así determinaron su inmunolocalización después de la inoculación i.n. 

Observaron que después de 24 hrs. los trofozoitos de la amiba invadían el epitelio 

olfatorio, se situaban en la lámina propia y en el lumen de la cavidad nasal. Después 

de 30 hrs. los trofozoitos migraron a través de la lámina cribosa pero fue hasta las 96 

hrs. que encontraron una reacción inflamatoria severa en el bulbo olfatorio, gran daño 

en el tejido y sugirieron que el parásito se había multiplicado in situ debido a la 

abundancia de trofozoitos detectada. Concluyeron que este daño tan severo podía ser 

provocado tanto por N. fowleri como por los neutrófilos, ya que la destrucción de 

neutrófilos puede contribuir al daño del tejido en el hospedero a través de la liberación 

de gránulos citotóxicos. 

Retomando la idea de que la inmunización i.n. con la protoxina Cry1Ac sola o 

administrada en combinación con extracto total amibiano se perfiló principalmente a 

una respuesta tipo Th2, en un trabajo posterior (Carrasco-Yépez et al., 2010) 
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investigaron la inmunidad protectora inducida por la respuesta inmune humoral Th2 

dependiente de la proteína STAT6, esencial para la resistencia contra la infección 

provocada por N. fowleri. En donde encontraron en ratones knock‐out y wild-type, bajo 

el mismo esquema de inmunización que emplearon los antecedentes anteriores, que 

la mortalidad de los ratones STAT6-/- fue de 100% y los niveles de IL-12, IFN-γ e IgG2a 

fueron mayores que en los ratones STAT6+/+ mostrando un perfil Th1. Mientras que 

en los ratones STAT6+/+ obtuvieron un 100% de sobrevivencia y altos niveles de IL-4 

e IgG1 perfilándose una respuesta de tipo Th2. Ambos trabajos sugieren que la 

respuesta inmune humoral es crucial para inducir protección en una vacuna candidata 

para la protección contra la infección causada por N. fowleri, por lo que un aspecto 

importante de otro trabajo (Carrasco-Yépez et al., 2014) fue evaluar el patrón de 

expresión génica de algunas citocinas probablemente implicadas en la secreción de 

anticuerpos IgA e IgG, la regulación de pIgR, así como la interacción de ambos isotipos 

de anticuerpos y las células polimorfonucleares (PMN) con los trofozoitos de N. fowleri 

en el lumen de la cavidad nasal de ratones previamente inmunización con la CT sola 

o coadministrada con extractos totales amibianos. Encontraron una correlación entre 

los altos niveles de expresión de pIgR con la producción de IgA en la cavidad nasal 

mientras que en la localización inmunohistoquímica encontraron que el anticuerpo IgG 

era abundante tanto en la lámina propia como en el lumen de la cavidad nasal del 

ratón. Sugirieron que la IL-1b puede ser un importante factor implicado en la 

sobreregulación de pIgR y que el cambio de epitelio olfatorio a uno con características 

como epitelio respiratorio (metaplasia) puede establecer las condiciones necesarias 

para una mayor secreción y movilidad tanto de IgA como de IgG. Que la SIgA puede 

prevenir la adhesión inicial de los trofozoitos a la cavidad nasal de los ratones 
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inmunizados y que el plasma anti-IgG de N. fowleri sirve de protección a manera de 

respaldo durante la fuga del anticuerpo hacia el lumen de la cavidad nasal de los 

ratones. Finalmente concluyeron que es posible que los anticuerpos de isotipo IgA e 

IgG, contribuyen a la protección contra N. fowleri pero que específicamente uno de los 

dos podría desempeñar un papel importante en la inducción de la respuesta inmune 

en el modelo de infección empleado, ya que podría involucrar a otros agregados 

linfoides como la linfa cervical y/o las glándulas submandibulares y el NALT. 

De acuerdo al antecedente anterior, lo más probable es que la IgA e IgG pertenecen 

a anticuerpos polireactivos naturales dirigidos contra algunos antígenos en específico 

de N. fowleri, ante esto, Contis en 2011 identificó estos antígenos reconocidos por los 

anticuerpos tanto sistémicos como de mucosas y relacionó el incremento tanto de IgA 

como de IgG con el porcentaje de protección obtenido en los ratones inmunizados y 

determinó que a partir de la tercera inmunización con extracto total de la amiba 

coadministrado con la CT como adyuvante se logra obtener un 100% de sobrevivencia 

a la infección, con la presencia e intensidad de las bandas correspondientes con el 

peso molecular de 37, 55, 70, 108 y 200 kDa para las cuales ambos anticuerpos son 

específicos contra N. fowleri tanto en las muestras de suero como para lavados 

nasales y general la protección del ratón. Estas proteínas de membrana altamente 

inmunogénicas e inmunodominantes en la amiba juegan un papel importante en las 

etapas iniciales de la infección ya que pueden ser las responsables de su adherencia 

e ingreso de la amiba al epitelio olfatorio.  
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Concluyendo que la respuesta inmune innata en conjunto con los anticuerpos IgG e 

IgA específicos en suero y lavados nasales son los principales protectores en el ratón 

contra la infección de N. fowleri. 

 

Figura 7. Reconocimiento de anticuerpos específicos IgA e IgG contra proteínas de N. fowleri en 
muestras de suero y lavados nasales de ratones inmunizados y retados (Contis, 2011). 
C=control, INF=infectado, 1=1ra. inmunización, 2=2da. Inmunización y 3=3ra. inmunización.  
 

En un informe posterior (Carrasco-Yépez et al., 2013) identificaron también algunos de 

estos antígenos proteicos presentes en N. fowleri que posiblemente representan un 

factor de virulencia y determinaron que estas glicoproteínas con residuos de α-D-

manosa y α-D-glucosa podrían desempeñar un papel muy importante en la adhesión 
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de los trofozoitos de la amiba al epitelio nasal lo que conduce a la infección. 

Interesantemente, la proteína de 37 kDa presentó residuos de estos carbohidratos, por 

lo que al tratarse de una glicoproteína estos carbohidratos pueden contribuir a su 

inmunogenicidad. 
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JUSTIFICACIÓN 

 

Diferentes tipos de infecciones inician en la cavidad nasal son causadas por una 

amplia gama de patógenos entre virus, bacterias, hongos y protozoarios; los cuales 

comienzan a colonizar el epitelio de la mucosa para posteriormente poder establecer 

la infección. Estas infecciones afectan a millones de personas causando muertes con 

estadísticas alarmantes (producen más de 13 millones de defunciones al año, OMS 

2011), por lo tanto, representan un enorme desafío para el desarrollo de vacunas 

específicas que puedan inducir inmunidad protectora. Basados en el modelo de 

protección contra la MEAP en ratón causada por N. fowleri, en el cual inmunizando por 

ruta intranasal con extractos totales de N. fowleri coadministrados con la CT, se logra 

inducir un 100% de protección. Sin embargo la identificación de los antígenos 

responsables del desencadenamiento de la respuesta protectora constituye el 

elemento de mayor importancia para el desarrollo de una vacuna contra la 

enfermedad. Si bien en el caso de N. fowleri, ya se conocen y han descrito algunos 

antígenos; aquellos involucrados en la protección del modelo propuesto por Rojas-

Hernández et al., 2004a no han sido identificados. Hasta el momento no existen 

vacunas contra la MEAP. Contis en 2011 detectó que hay proteínas de N. fowleri 

inmunogénicas e inmunodominantes, una de éstas es la molécula de 37 kDa, que 

además es una glicoproteína cuyo peso molecular coincide con la de otros 

microorganismos a la cual se le ha atribuido propiedades inmunogénicas e 

inmunoprotectoras a dicha proteína (Tallima et al., 2003; Kawai et al., 2004). Tomando 

en cuenta lo anterior, en este trabajo se purificó y se determinó el papel de la molécula 
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de 37 kDa de Naegleria fowleri con el fin de determinar su importancia como candidato 

a vacuna contra la infección aguda causada por N. fowleri. 

Los resultados de este trabajo contribuirán en el desarrollo de estrategias de 

vacunación intranasal con subunidades antigénicas bien definidas, no solo de N. 

fowleri, sino también de otros microorganismos con relevancia médica y así lograr 

inducir protección a nivel de la mucosa nasal. 
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OBJETIVOS 

 

Objetivo general. 

 

Evaluar el papel de la molécula de 37 kDa de Naegleria fowleri en el modelo de la 

meningoencefalitis amibiana primaria en ratón. 

 

Objetivos particulares. 

 

1. Identificar, obtener y purificar la molécula de 37 kDa de N. fowleri a partir de 

geles de poliacrilamida sometidos al proceso de electro-elución. 

2. Determinar la pureza de la molécula purificada de 37 kDa de Naegleria fowleri 

utilizando sueros policlonales de conejo y ratón mediante un ensayo de 

inmunoblot. 

3. Determinar el reconocimiento específico del suero de conejo (IgG policlonal) 

anti-molécula de 37 kDa de Naegleria fowleri por medio de un ensayo de 

inmunoblot. 

4. Establecer si la molécula de 37 kDa de Naegleria fowleri coadyuvada con 

Toxina del Cólera induce protección en ratones retados con la dosis letal de 

trofozoitos vivos de la amiba.  

5.  Analizar la producción de anticuerpos IgG e IgA séricos y de la mucosa nasal 

por medio de la técnica de ELISA. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

 

La cepa de N. fowleri con la que se trabajó fue ATCC-30808. 

Cultivo de N. fowleri. 

Las amibas se cultivaron axénicamente a 37°C durante intervalos de cuatro días en 

medio Bactocasitona (Difco, Le Pont de Claix, France) suplementado con suero fetal 

bovino al 10% (GIBCO, Grand Island, NY) en frascos para cultivo celular (Cellgro 

Corning). Al suero, dos veces descomplementado, se le añadió antibiótico (Antibac, 

Penicilina-Estreptomicina) en una proporción de 1 µL por cada mL de suero.  

Cosecha y obtención del extracto total amibiano. 

Las cajas de cultivo que contenían los trofozoitos de N. fowleri se colocaron en el 

congelador durante 15 min para poder despegar la monocapa celular. El producto 

obtenido después de agitar cuidadosamente las cajas de cultivo, se vació en un tubo 

cónico tipo Falcón de 50 mL; se realizaron dos lavados con solución amortiguadora de 

fosfatos (PBS 1X, ANEXO) centrifugando (Hettich Universal 32R) a 2500 rpm durante 

10 min y se obtuvo la pastilla celular, a la cual se le adicionó 1 mL de ácido p-hidroxi-

mercúricobenzoico al 10 mM (pHMB, ANEXO) como inhibidor de proteasas. El 

resultado de la resuspensión se almacenó en el congelador a -20°C para su posterior 

utilización. 

Para romper las células y obtener el extracto, se descongeló el producto de por lo 

menos cinco cosechas obtenidas durante la fase logarítmica de crecimiento de las 

amibas. Se tomaron 10 µL de la mezcla y se colocaron en un portaobjetos con 
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cubreobjetos para observarla en un microscopio óptico (PLA2010/034) a 10X y 40X 

para determinar el tiempo de sonicación de acuerdo a su visualización conforme la 

forma observada de los trofozoitos. Las amibas se lisaron con un ciclo continuo de 

sonicación de 4 seg a 100 W de amplitud (BRANSON Digital Sonifier, Model S-150D). 

Después de la sonicación se tomaron 10 µL del extracto total amibiano y se observó 

bajo el microscopio óptico para corroborar el rompimiento celular, mientras que la 

concentración de proteínas se determinó por la técnica de cuantificación de Bradford 

(reactivo en el ANEXO) con ayuda de un lector de microplacas (Benchmark, Bio-Rad) 

a 595 nm, la integridad y el patrón de las proteínas se examinó mediante electroforesis 

SDS-PAGE con un gel estándar a una concentración de acrilamida del 10%. 

Identificación y obtención de la banda correspondiente al peso molecular de 37 

kDa de N. fowleri. 

Se realizó el corrimiento electroforético SDS-PAGE de por lo menos 16 geles con una 

concentración de acrilamida al 12% en una cámara vertical (Mini-PROTEAN, Bio-Rad) 

con una fuente de poder para la técnica (PowerPac, Bio-Rad) bajo un voltaje constante 

de 120 V durante 130 min. Se utilizaron peines de 10 pozos para vidrios de 0.75 mm, 

en el primer pozo se colocaron 5 µL del marcador de peso molecular (MPM) 

(Kaleidoscope, Bio-Rad) mientras que en los otros nueve pozos se colocó el extracto 

proteico total de N. fowleri (20 µg/µL en cada pozo) bajo condiciones reductoras 

(Amortiguador de muestra 2X, ANEXO) y desnaturalizantes. 

Una vez finalizada la electroforesis, los geles se colocaron en solución fijadora durante 

un periodo de 24 hr y posteriormente se tiñeron con azul de Coomassie durante 24 hr. 

Fueron desteñidos cuidadosamente con solución desteñidora (solucion en el ANEXO)  
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hasta obtener el color deseado y lograr determinar la posición exacta de la banda 

correspondiente al peso molecular de la proteína de interés para luego poder cortar 

estas secciones de los geles. 

Purificación de la molécula de 37 kDa de N. fowleri por electro-elución. 

Los trozos de gel obtenidos previamente fueron sometidos al proceso de electro-

elución en el que se empleó un equipo Electro-Eluter (Modelo 422, Bio-Rad) con una 

fuente de poder para la técnica (PowerPac, Bio-Rad) bajo una corriente constante de 

60 mA durante 240 min. La molécula se logró retener en las tapas de membrana 

previamente remojadas en buffer de elución (ANEXO) a 60°C durante 1 hr para que la 

membrana pudiera expandirse.  

Después de la elución, la proteína contenida en el líquido por encima de la tapa de 

membrana, fue pipeteada y se colocó en un tubo cónico tipo Falcón de 15 mL 

obteniendo un volumen aproximado de 4.5 mL y se le añadió 600 µL de pHMB como 

inhibidor de proteasas. Posteriormente la muestra se sometió a diálisis de equilibrio 

para remover el SDS en un multidializador (Spectra/Por EZ1) durante toda la noche en 

solución amortiguadora de fosfatos (PBS 1X, ANEXO); la proteína se concentró en un 

dispositivo de filtro para volúmenes de muestra arriba de 15 mL dentro de un tubo para 

centrífuga de 50 mL (Amicon Ultra-15) centrifugando (PrO-Research) a 4000 rpm 

durante 30 min y la concentración de proteínas se determinó por la técnica de 

cuantificación de Bradford. 

Esquema de inmunización en conejo. 

Para la obtención de suero de conejo (IgG policlonal) anti-proteína de 37 kDa y contra 

N. fowleri total, se inmunizaron dos conejos Harlan con una concentración de 100 µg 



 34 

de proteína purificada y 100 µg del extracto total amibiano cada vez durante tres 

ocasiones en intervalos de 7 días como se muestra a continuación: 

Tabla 4. Esquema de inmunización en conejo. 
INMUNIZACIÓN DÍAS ADYUVANTE VIA SITIO 

1° 0 ACF 3 mL Subcutánea Dorso 
2° 7 AIF 3 mL Subcutánea Dorso 
3° 14 S/A Intramuscular Muslo 

Fuente: Elaboración propia del autor de acuerdo a la metodología empleada. 
 

Siete días después de la última dosis de antígeno, se realizó el sacrificio por punción 

intracardiaca, la sangre se recolectó en tubos cónicos tipo Falcón de 50 mL y se dejó 

reposar para coagular durante 2 hr a TA, posteriormente el hemolizado formado se 

rompió con ayuda de un aplicador; la muestra se centrifugó a 3500 rpm durante 20 min 

para poder recuperar el suero. 

Especificidad de la molécula de 37 kDa reconocida por los sueros de conejo y 

ratón anti-N. fowleri mediante un ensayo de inmunoblot. 

La proteína purificada, dializada y concentrada (5 µg) de N. folweri bajo condiciones 

reductoras (Amortiguador de muestra 2X, ANEXO) y desnaturalizantes se sometió a 

un corrimiento electroforético SDS-PAGE a una concentración de acrilamida al 10% 

en una cámara vertical (Mini-PROTEAN, Bio-Rad) con una fuente de poder para la 

técnica (PowerPac, Bio-Rad) bajo un voltaje constante de 120 V durante 130 min. 

Posteriormente las proteínas del gel se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa 

aplicando un amperaje de 400 mA durante 1 hr, se cortaron en tiras con un ancho de 

aproximadamente 4 mm y se bloquearon con leche descremada al 10% toda la noche 

a 4°C. Al día siguiente las tiras se lavaron con PBS-T en 3 ocasiones durante 5 min 

cada lavado con PBS-T y después se les agregó suero de conejo y ratón anti-N. fowleri 
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total en una dilución 1:100 en PBS-T incubándose toda la noche a 4°C. Después se 

lavaron tres veces con PBS-T y se incubaron con anticuerpos peroxidados de cabra 

anti-IgG de conejo y ratón en dilución 1:1000. Finalmente se le agregó la solución 

reveladora (ANEXO) para evidenciar la reacción. 

Reconocimiento específico del suero de conejo anti-molécula de 37 kDa contra 

todo el extracto de N. fowleri mediante un ensayo de inmunoblot. 

Extractos totales (20 µg) de N. fowleri bajo condiciones reductoras (Amortiguador de 

muestra 2X, ANEXO) y desnaturalizantes se sometieron a un corrimiento 

electroforético SDS-PAGE a una concentración de acrilamida al 10% en una cámara 

vertical (Mini-PROTEAN, Bio-Rad) con una fuente de poder para la técnica (PowerPac, 

Bio-Rad) bajo un voltaje constante de 120 V durante 130 min. Posteriormente las 

proteínas del gel se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa aplicando un 

amperaje de 400 mA durante 1 hr, se cortaron en tiras con un ancho de 

aproximadamente 4 mm y se bloquearon con leche descremada al 10% toda la noche 

a 4°C. Al día siguiente las tiras se lavaron en 3 ocasiones durante 5 min cada lavado 

con PBS-T y después se les añadió como suero primario el suero de conejo anti-37 

kDa en una dilución 1:100 en PBS-T incubándose toda la noche a 4°C. Después se 

lavaron tres veces con PBS-T y se incubaron con anticuerpos peroxidados de cabra 

anti-IgG de conejo en dilución 1:1000. Finalmente se le agregó la solución reveladora 

(ANEXO) para evidenciar la reacción. 

Esquema de inmunización en ratones. 

Ratones BALB/c se inmunizaron en 4 ocasiones durante un mes (intervalos de siete 

días) por la vía intranasal (i.n.). Tres grupos con diez ratones cada uno se inmunizaron 

como se menciona a continuación: el primer grupo con 10 µg de proteína de 37 kDa 
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más 1 µg de CT, el segundo grupo con la proteína de 37 kDa sola (10 µg) y finalmente 

el tercer grupo con la CT (1 µg); para la administración que tenía dos componentes, 

se realizó una mezcla.  

Siete días después de la última inmunización con el antígeno, se procedió al reto; el 

grupo control no fue inmunizado con ningún antígeno, sin embrago si fue retado.  

Reto intranasal con trofozoitos vivos de N. fowleri. 

Partiendo de una concentración proteína purificada de 37 kDa de N. fowleri de 2.5 

µg/µL se procedió al reto de los grupos de ratones previamente inmunizados, con la 

dosis letal de trofozoitos vivos de la amiba (5x104). Los ratones de los grupos 

previamente inmunizados con los antígenos, fueron ligeramente anestesiados y cada 

uno se retó por la ruta i.n. con aproximadamente 30 µL resultado del conteo de amibas 

y el aseguramiento de la dosis letal. Los ratones fueron monitoreados diariamente 

durante 30 días posteriores al desafío para determinar la sobrevivencia.  

Obtención de muestras.  

Se obtuvieron las muestras de suero y lavados nasales de ratones inmunizados y 

retados que lograron sobrevivir al reto con la dosis letal de trofozoitos vivos de la 

amiba.  

i) Suero: La sangre de los ratones se obtuvo por punción cardiaca y se centrifugó a 

3,500 rpm durante 15 min a 4°C para obtener el suero; el cual se almacenó a -20°C 

hasta su posterior uso.  

ii) Lavados nasales: Las muestras nasales se obtuvieron cortando la cabeza del ratón 

y pasando 1 mL de solución amortiguadora de fosfatos (PBS 1X, ANEXO) en dos 

ocasiones a través de la tráquea hacia la cavidad nasal con la ayuda de una cánula, 
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el medio se colecta a partir de las narinas del ratón en una caja de Petri pequeña y se 

le adiciona 100 µL de pHMB como inhibidor de proteasas. La muestra obtenida se 

almacenó en el congelador a -20°C para su posterior utilización. 

Determinación de anticuerpos IgG e IgA séricos y de lavados nasales anti-

proteína de 37 kDa de N. fowleri por el método de ELISA. 

Placas de 96 pozos se recubrieron con 100 µL de extracto total de N. fowleri (10 µg 

proteína/mL) en regulador de carbonatos (0.1 M Na2CO3, pH 9.6) y se incubaron toda 

la noche a 4°C. Después se lavaron 3 veces con PBS-T y se bloquearon con 100 µL 

de leche descremada al 6% en PBS-T, se incubaron durante 4 hr a temperatura 

ambiente; las placas se lavaron nuevamente en 3 ocasiones con PBS-T y se incubaron 

toda la noche a 4°C con las muestras (100 µL): sueros en una dilución 1:1000 para 

todos los grupos y los lavados nasales sin diluir (100 µL). Posteriormente, las placas 

se lavaron 3 veces con PBS-T y se agregaron (100 µL) los anticuerpos peroxidados 

de cabra anti-IgG e IgA de ratón a una dilución 1:1000, los anticuerpos se incubaron 

toda la noche a 4°C. Después las placas se lavaron nuevamente 3 veces con PBS-T 

y se adicionó 100 µL de la solución reveladora (o-fenilendiamina 0.4 mg/mL, H202 

0.04% en buffer de fosfato-citrato 50 mM pH 5.2), después la reacción se detuvo a los 

10 min con 25 µL de ácido sulfúrico 2.5 M directo sobre los pozos. Por último, la 

absorbancia se midió a 492 nm en lector de microplacas (Benchmark, Bio-Rad).  

Análisis estadístico. 

En las gráficas las barras representan los valores de las medias ± SD A492 para los 

niveles de anticuerpos de cada grupo experimental. Las diferencias significativas en 
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los niveles de anticuerpos entre los diferentes grupos fue determinada usando una 

prueba de ANOVA de dos vías, seguida de una prueba de Tukey.  
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RESULTADOS 

 

Se obtuvo un 30% de sobrevida al inmunizar con la proteína de 37 kDa sola, 

interesantemente, cuando la proteína es coadyuvada con la CT se obtuvo un 70% de 

protección. Por otro lado se analizó la producción de anticuerpos específicos anti 37 

kDa, tanto en suero como en los lavados nasales de los grupos de ratones 

inmunizados y retados. Se observó que los niveles de anticuerpos de los isotipos IgA 

e IgG se incrementaron en los ratones inmunizados tanto con la proteína de 37 kDa 

sola así como en los ratones que fueron inoculados con la proteína más la CT. Este 

hallazgo permite sugerir que la proteína de 37 kDa de N. fowleri está participando en 

la inmunidad protectora mediada por anticuerpos IgA e IgG, respuesta que es inducida  

cuando los ratones son inmunizados con ambos tratamientos.  
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Identificación de la banda correspondiente al peso molecular de la proteína de 

37 kDa de N. fowleri. 

 

Para determinar el lugar correspondiente a la molécula de 37 kDa de N. fowleri, se 

corrió el extracto total amibiano (lisado celular), partiendo de una concentración de 

proteínas inicial de 3.13 µg/µl. Este paso fue evaluado mediante una electroforesis 

SDS-PAGE con un gel de acrilamida al 12% que se reveló con una solución teñidora 

de azul de Coomassie para analizar la integridad de las proteínas. La molécula de 

nuestro interés fue seleccionada y empleada posteriormente (Figura 8). 

 

Figura 8. Gel producto de la electroforesis SDS-PAGE con una concentración de acrilamida al 
12% teñido con azul brillante de Coomassie R-250. El extracto total amibiano de N. fowleri fue 
sometido a condiciones reductoras y desnaturalizantes. Se señala la banda correspondiente al peso 
molecular de 37 kDa.  MPM: marcador de peso molecular (a la izquierda). 
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Purificación de la molécula de 37 kDa de N. fowleri por electro-elución. 

 

Debido a que la elución de proteínas a partir de geles de poliacrilamida es una técnica 

que se ha utilizado para una amplia variedad de propósitos (Seelert & Krause, 2008) 

en este trabajo se decidió utilizar la electro-elución como ensayo para la obtención de 

la molécula de interés. Para lo cual se obtuvieron las secciones correspondientes al 

peso molecular de interés de por lo menos de 16 geles.   

Una vez llevada a cabo la purificación, se corrió un gel de electroforesis SDS-PAGE al 

16% con el fin de corroborar tanto la pureza como el peso molecular de la proteína de 

interés (Figura 9).  

 

Figura 9. Gel SDS-PAGE con una concentración de acrilamida al 16% teñido con azul brillante de 
Coomassie R-250. La proteína de 37 kDa fue sometida a condiciones reductoras y desnaturalizantes. 
Se señala la única banda detectada y correspondiente. MPM: marcador de peso molecular (a la 
izquierda).  
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Especificidad de la molécula de 37 kDa reconocida por los sueros de ratón y 

conejo anti-N. fowleri. 

 

Las muestras de suero de conejo y de ratones inmunizados (ver Material y métodos) 

fueron utilizadas en todos los ensayos inmunoenzimáticos.  

Al analizar el ensayo de inmunoblot, se observó que la proteína de 37 kDa fue 

reconocida por anticuerpos IgG tanto de los conejos así como también de los ratones 

previamente inmunizados con extractos totales de N. fowleri  (Figura 10). En la misma 

figura, se observa que la molécula de 37 kDa fue reconocida más intensamente 

cuando se empleó el suero de conejo anti-N. fowleri en comparación con el antisuero 

de ratón.  Claramente se observa una mayor intensidad en la banda correspondiente 

a la proteína de interés cuando es incubada con los sueros de conejo. Por otro lado, 

también se aprecia una banda tenue por debajo de los 37 kDa, probablemente se deba 

a nuestra misma molécula, ya que al ser corrida en condiciones reductoras, puede 

sufrir algunos cambios en cuanto al tamaño y consecuentemente ser reconocida por 

los anticuerpos específicos. En este mismo ensayo se utilizó como control suero de 

conejo sano y ninguna banda fue reconocida. En general, este resultado corrobora que 

cuando la proteína es electro-eluida, no sufre cambios dramáticos en cuanto a su 

estructura conformacional, ya que se mantiene el reconocimiento por los anticuerpos 

IgG específicos para N. fowleri. 
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Figura 10. Inmunoblot de la proteína electro-eluida a partir de geles con peso molecular de 37 
kDa reconocida por los anticuerpos IgG de sueros de ratón y conejo anti-N. fowleri. La molécula 
purificada, dializada y concentrada (5 µg) se sometió a un corrimiento electroforético SDS-PAGE con 
una concentración de acrilamida al 10% cuyo gel fue transferido a una membrana de nitrocelulosa. A 
las tiras de 4mm obtenidas, se le bloquearon los sitios inespecíficos en donde se pudiera pegar 
erróneamente el anticuerpo con caseína al 10%. A partir de este paso, todos los lavados se llevaron a 
cabo con PBS-T. Posteriormente, como suero primario (1:100) se les colocó suero de conejo anti-N. 
fowleri (1), suero de ratón anti-N. fowleri (2) y el suero de conejo sano como control (3). Se dejaron 
incubando toda la noche para después realizarles los lavados correspondientes. Como anticuerpo 
secundario (1:1000) se utilizó un anticuerpo anti-IgG de conejo y ratón peroxidado. Este último fue 
incubado durante toda la noche. Finalmente se le agregó la solución reveladora para evidenciar la 
reacción. MPM: marcador de peso molecular (a la izquierda). 
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Reconocimiento específico del suero de conejo anti-molécula de 37 kDa contra 

todo el extracto de N. fowleri. 

 

Una vez que se obtuvo el suero de conejo inmunizado con la proteína purificada de 37 

kDa de N. fowleri, se corroboró la especificidad de los anticuerpos IgG. 

 

El extracto total de N. fowleri fue separado por medio de electroforesis SDS-PAGE y 

el gel fue transferido a una membrana de nitrocelulosa. En el ensayo de inmunoblot 

(Figura 11) se aprecia que el antisuero contra la proteína de 37 kDa de N. fowleri 

producido en conejo, reconoce únicamente a la proteína de 37 kDa y no a otra 

molécula presente en la gama antigénica de N. fowleri. Claramente se observa que no 

hay reconocimiento de alguna otra proteína de la amiba (Figura 11 carril 1). Con este 

ensayo se confirma que el conejo fue inoculado únicamente con la molécula eluida, ya 

que los anticuerpos inducidos en el conejo resultaron ser altamente específicos para 

la proteína. Como control, de igual manera se corrió todo el extracto de la amiba, pero 

en esta ocasión se utilizó suero de conejo inmunizado con el extracto total de N. fowleri. 

Claramente se observa el patrón de reconocimiento de bandas que van desde 

proteínas de ~20 kDa hasta ~288 kDa, es decir, el conejo está montando una 

respuesta de anticuerpos hacia la mayoría de los antígenos presentes en N. fowleri 

cuando se inmunizan con el extracto total (Figura 11 carril 2). 
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Figura 11. Inmunoblot de la respuesta específica de anticuerpos IgG del suero de conejo anti-
molécula de 37 kDa y el suero total anti-N. fowleri sobre el extracto total de la amiba. El extracto 
total amibiano de N. fowleri (20 µg) se separó por medio de electroforesis SDS-PAGE con una 
concentración de acrilamida al 10%, el gel fue transferido a una membrana de nitrocelulosa. Las tiras 
de 4mm obtenidas, se bloquearon con leche descremada al 10% para evitar los sitios inespecíficos en 
donde se pudiera pegar erróneamente el anticuerpo; a partir de este paso todos los lavados se llevaron 
a cabo con PBS-T. Como suero primario (1:100) se colocó el suero de conejo anti-molécula de 37 kDa 
(1) y como suero control se colocó el antisuero de conejo contra lisados totales de N. fowleri (2). Ambos 
se dejaron incubar toda la noche para después realizar los lavados correspondientes. Como anticuerpo 
secundario (1:1000) se utilizó un anticuerpo anti-IgG de conejo peroxidado.  Este último fue incubado 
durante toda la noche. Finalmente se le agregó la solución reveladora para evidenciar la reacción. MPM: 
marcador de peso molecular (a la izquierda). 
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La Inmunización de ratones con la molécula de 37 kDa de N. fowleri induce 

protección.  

 

En esta parte del trabajo, se analizó si la inmunización con la molécula de 37 kDa era 

capaz de inducir protección en ratones retados con trofozoitos de N. fowleri. Se evaluó 

la sobrevida de los ratones inmunizados con la proteína de 37 kDa sola, la proteína 

coadministrada con la CT, CT sola y el grupo únicamente infectado con la dosis letal 

(5x104) de trofozoitos vivos de la amiba como control. 

 

Los datos muestran grupos de diez ratones (Figura 12) que todos los animales del 

grupo control murieron alrededor del día nueve, mientras que el porcentaje de 

protección de los ratones inmunizados con la molécula de 37 kDa más CT fue mayor 

con un 70%, lo que fue significativamente mayor (p<0.05) a los resultados obtenidos 

en los ratones inmunizados con la proteína de 37 kDa sola, los cuales tuvieron un 30% 

de sobrevida, resultado que fue diferente significativamente (p<0.05) con respecto al 

grupo control infectado no inmunizado. Como se ha demostrado en trabajos anteriores 

(Rojas-Hernández et al., 2004a), la inmunización con CT sola, induce un 60% de 

protección cuando los ratones son retados con las amibas virulentas; lo que se 

corroboró con este estudio. 
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Figura 12. Porcentaje de sobrevida de ratones inmunizados con la molécula de 37 kDa de N. 
fowleri y posteriormente retados con la dosis letal de trofozoitos vivos de la amiba. Ratones 
BALB/c fueron inmunizados en 4 ocasiones durante un mes (1 vez por semana) por la ruta intranasal 
(i.n.) con 10 µg de la proteína purificada de N. fowleri más 1 µg de CT ( ), con la molécula de 37 kDa 
( ), con la CT ( ) y finalmente el grupo control de infectados ( ), no inmunizados y retados. El reto se 
realizó siete días después de la última inmunización con la dosis letal 5x104 de trofozoitos vivos de la 
amiba. Se observó la sobrevivencia durante 30 días después del reto. 
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Respuesta de anticuerpos IgG e IgA séricos y de lavados nasales anti-proteína 

de 37 kDa de N. fowleri. 

 

Para determinar la producción de anticuerpos IgG e IgA tanto en suero como en 

lavados nasales de los diferentes grupos de ratones, se realizaron ensayos 

inmunoenzimáticos utilizando la técnica de ELISA.  

En la Figura 13 se observa que hay un incremento significativo (p<0.05) en la 

producción de los niveles de anticuerpos séricos de ambos isotipos (IgG e IgA) de los 

dos grupos de ratones inmunizados con respecto al grupo de ratones sanos e 

infectados. Cabe señalar que existe una mayor producción de anticuerpos tanto IgG 

como de IgA en el grupo de ratones inmunizados con la combinación de la proteína 

purificada de 37 kDa más la CT, esto probablemente se deba al efecto de 

adyuvanticidad que está ejerciendo la CT sobre la molécula de 37 kDa. El grupo de los 

ratones que fue inmunizado únicamente con la proteína de 37 kDa, incrementó 

significativamente (p<0.05) en la producción de IgG con respecto a la producida en el 

grupo control y en los ratones inmunizados con CT sola. En cuanto a la producción de 

IgA en este mismo grupo no se encontró un aumento significativo (p>0.05) con 

respecto al grupo control y a los inmunizados con CT sola. 

El grupo inmunizado con la CT sola no indujo producción de anticuerpos de ninguno 

de los dos isotipos (p>0.05).  Con este resultado se puede señalar que la proteína de 

37 kDa tiene un efecto inmunogénico, ya que la respuesta de IgG sérica estimulada 

por este antígeno fue fuertemente inducida (Figura 13). 
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Figura 13. Respuesta de IgG e IgA anti-37 kDa de N. fowleri en sueros de los diferentes grupos 
de ratones. Cada grupo fue inmunizado i.n con CT sola, con proteína de 37 kDa más CT y con 
proteína de 37 kDa. Se comparan los valores de absorbancia entre cada grupo. Las muestras fueron 
colectadas a las 24 hrs después de la infección con 5x104 trofozoitos de N. fowleri.  Los niveles de IgG 
(barras negras) e IgA (barras grises) fueron determinados por la técnica de ELISA. Los datos expresan 
los valores de absorbancia a 492 nm (A492) de la media  SD de cada grupo experimental (N5) Las 
muestras fueron analizadas por duplicado. Se muestran las diferencias significativas (p<0.05) con 
respecto al grupo control (*), con respecto al grupo solamente infectado (+) y con respecto al grupo 
inmunizado con la proteína de 37 kDa (++). 
 

Por último, en la Figura 14 podemos apreciar una respuesta significativa (p<0.05)  de 

anticuerpos de los isotipos IgG e IgA en las muestras (no diluidas) de lavados nasales 

de todos los grupos de ratones inmunizados con respecto al grupo control de ratones 

sanos. Cabe resaltar que existe una mayor producción de anticuerpos tanto de IgA 

como de IgG en el grupo de ratones inmunizados con la combinación de la proteína 

purificada de 37 kDa más la CT con respecto al resto de los grupos (p<0.05). Por otro 

lado, aunque los grupos infectados e inmunizados únicamente con la CT los niveles 

de anticuerpos estuvieron incrementados con respecto al grupo control (p<0.05), entre 
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ellos no se encontraron diferencias significativas (p>0.05) ya que se puede observar 

un comportamiento similar en cuanto a la producción de ambos anticuerpos (Figura 

14). 

En el grupo de ratones infectados se presentó una ligera respuesta de anticuerpos que 

incrementó ambos isotipos con respecto al control (p<0.05), esto probablemente se 

deba al estímulo producido por sí solo de la amiba. Sin embargo este aumento es 

significativamente menor (p<0.05) al producido por el grupo donde se inmunizó con 

ambos tratamientos. 

 

Figura 14. Respuesta de IgG e IgA anti-37 kDa de N. fowleri en lavados nasales de los diferentes 
grupos de ratones. Cada grupo fue inmunizado i.n. con CT sola, con proteína de 37 kDa más CT 
y con proteína de 37 kDa. Se comparan los valores de absorbancia entre cada grupo. Las muestras 
fueron colectadas a las 24 hrs. después de la infección con 5x104 trofozoitos de N. fowleri.  Los niveles 
de IgG (barras negras) e IgA (barras grises) fueron determinados por la técnica de ELISA. Los datos 
expresan los valores de absorbancia a 492 nm (A492) de la media  SD de cada grupo experimental 
(N5). Las muestras fueron analizadas por duplicado. Se muestran las diferencias significativas (p<0.05) 
con respecto al grupo control (*), con respecto al grupo solamente infectado (+) y con respecto al grupo 
inmunizado con la proteína de 37 kDa (++). 
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DISCUSIÓN 

 

En los resultados se observó (Figura 12) que la inmunización i.n. con la proteína 

purificada de 37 kDa coadministrada con CT, aumentó la sobrevida a un 70% después 

de que los ratones fueron retados con la dosis letal de trofozoitos vivos de la amiba. 

Cuando los ratones fueron inmunizados i.n. con la proteína de 37 kDa sola, se encontró 

una protección del 30%. La inmunización i.n. con CT sola también tuvo efectos 

protectores contra la infección causada por N. fowleri ya que confirió una sobrevida del 

60%, esto coincide con los datos reportados por Rojas-Hernández et al. en el 2004, 

donde sugieren que este adyuvante puede estimular mecanismos de la inmunidad 

innata. 

En el mismo trabajo de Rojas-Hernández et al.  2004a donde inmunizaron i.n. con 

extracto de N. fowleri más CT, se encontró un 100% de protección cuando los ratones 

fueron retados con las amibas vivas. Al analizar la respuesta de anticuerpos tanto 

séricos como mucosales, determinaron que la respuesta de IgG incrementada en 

suero no se correlacionó con los niveles de protección, en comparación con la 

respuesta de anticuerpos de la mucosa, los cuales podrían estar más directamente 

relacionados en la defensa del huésped contra la infección causada por N. fowleri.  

Cabe señalar que en el presente trabajo se encontró que los ratones inmunizados por 

la ruta i.n. con la proteína purificada de 37 kDa de N. fowleri sola y también 

coadministrada con CT provocaron una respuesta de anticuerpos IgG e IgA 

significativa tanto en muestras de suero como de lavados nasales respectivamente 

(Figura 13 y 14). La inmunización i.n. con CT sola, únicamente incrementó los niveles 
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de IgG e IgA en lavados nasales y su efecto adyuvante sobre la producción de 

anticuerpos fue observado principalmente sobre la producción de IgG en suero y sobre 

la producción de IgA en lavados nasales.  En conjunto, estos resultados demuestran 

por un lado, el papel inmunogénico de la proteína de 37 kDa y consecuentemente su 

papel protector; y por otro lado, se confirma la adyuvanticidad de la CT sobre 

subunidades antigénicas tal como la proteína de 37 kDa.  Por tanto, los resultados de 

este trabajo coinciden con lo establecido por diversos autores (Cano et al., 2000; 

FitzGerald & Mrsny 2000; Matsuo et al., 2000) donde mencionan que las vacunas 

subunitarias administradas por vía nasal pueden proporcionar una estimulación 

inmune efectiva en términos de respuesta humoral, especialmente si el antígeno es 

coadministrado con algún adyuvante como la CT. Además, se ha demostrado que la 

inmunización nasal en estudios con humanos y roedores produce mayor respuesta de 

anticuerpos a nivel sistémico a diferencia de otras rutas de inmunización por mucosas 

(Staats et al., 1997; Kozlowski et al., 2002). Esto lo corroboramos con el incremento 

de la IgG en suero de nuestros grupos inmunizados. 

En este trabajo se encontró el mayor aumento significativo en la producción de IgG e 

IgA, de suero y lavados nasales respectivamente en el grupo de ratones inmunizados 

con la proteína purificada de 37 kDa de N. fowleri más CT, en comparación con los 

otros grupos. Además de que fue el tratamiento que proporcionó el mayor nivel de 

protección. Previamente (Rojas-Hernández et al.  2004a) demostraron que, utilizando 

el mismo protocolo de inmunización, pero con extractos totales de la amiba, la IgA e 

IgG son inducidas y que aparentemente la IgA parece tener un papel más importante 

en la protección. Sin embargo, hay que tener en cuenta el papel protector del 
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anticuerpo IgG en las mucosas, contra los microorganismos que entran a través de 

éstas. De hecho, se ha observado que la inmunización i.n. con extractos de N. fowleri 

más CT ha resultado en la inducción de anticuerpos específicos IgG1 e IgG2a en 

lavados nasales (Carrasco-Yépez et al., 2014). En el presente trabajo también se 

observó un claro incremento de la IgG en lavados nasales y suero de los ratones 

inmunizados y cuya protección se vio aumentada (Figura 12). Por ejemplo, Wagner et 

al., 1987 demostró que la IgG fue la principal inmunoglobulina en la cavidad nasal de 

humanos que previamente habían sido vacunados contra el virus de la Influenza A. 

Ellos demostraron que estos anticuerpos no eran localmente producidos, sino eran 

derivados del plasma a través de un proceso llamado trasudación pasiva a lo largo de 

un gradiente de concentración. También sugirieron que la magnitud de este gradiente, 

podría tener implicaciones directas en la protección de las superficies mucosas dada 

por anticuerpos sistémicos. 

Por lo tanto, en el presente trabajo, ambas clases de anticuerpos específicos para la 

proteína de 37 kDa (IgG e IgA) producidos en los ratones inmunizados, podrían estar 

desempeñando un papel importante en el control de la infección. Donde la IgA anti-37 

kDa de N. fowleri, podría estar previniendo la adhesión inicial de la amiba al epitelio 

nasal mientras que la IgG anti-37 kDa está funcionando como un respaldo. De tal 

manera que ambos anticuerpos situados en el lumen, son capaces de inmovilizar a los 

trofozoitos, permitiendo que las células inflamatorias ejerzan su papel citotóxico sobre 

N. fowleri. 
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Cabe señalar que la vía de infección de este microorganismo es a través de la mucosa 

nasal, por lo que obtener una vacuna que confiera inmunidad protectora mediada por 

anticuerpos y por esta vía es de suma importancia. 

Patógenos tales como bacterias, virus, hongos y protozoos generan moléculas que 

proporcionan una ventaja selectiva, a menudo a expensas del huésped. Estas 

moléculas, también conocidas como factores de virulencia, permiten a los patógenos 

colonizar al huésped a través de diferentes mecanismos (Seidler, 2012). Algunas de 

estas moléculas son proteínas que se exportan a la superficie de la célula o que el 

parásito secreta como moléculas inductoras en una respuesta biológica que se cree 

que participa en los eventos fisiopatológicos e inmunológicos durante la infección 

(Jong-Hyun et al., 2009). 

Algunos estudios de antigenicidad de N. fowleri utilizando técnicas de 

inmunoprecipitación y western blots (Visvesvara & Balamuth, 1975; Powell et al., 1994; 

Shin et al., 2001) han demostrado que algunas proteínas parecen tener un papel 

importante tanto en la infección (adhesinas) y en la protección, sin embargo hasta la 

fecha, no se ha propuesto alguna de estas proteínas como candidato a vacuna.  Existe 

un par de trabajos (Kim et al., 2012; Kim et al., 2013) que proponen una vacuna de 

DNA utilizando el gen Nfa1 de virulencia contra la enfermedad en ratón, sin embargo 

dicha vacuna pudiera presentar ciertas desventajas frente a las vacunas subunitarias, 

como es el riesgo potencial de producir trastornos inmunopatológicos lo cual pudiera 

desencadenarse por la persistencia de la expresión de antígenos después de la 

inmunización con la vacuna de DNA, además de que el DNA inoculado puede 
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integrarse en la célula del huésped y causar mutaciones por inserción de dichos 

plásmidos (Robertson & Griffiths, 1998).  

En diversos trabajos, con diferentes microorganismos, se ha determinado que la 

GAPDH parece desempeñar un papel como proteína inmunogénica e 

inmunoprotectora (Tallima et al., 2003; Kawai et al., 2004). También se le han atribuido 

otras propiedades independientemente a su actividad enzimática tal es el caso de 

adhesina para algunos microorganismos patógenos los cuales se unen a través de la 

GAPDH a fibronectina, lisozima y proteínas de citoesqueleto (Pancholi & Chhatwal, 

2003).  

Diversas investigaciones han determinado las propiedades antigénicas de la GAPDH 

con el propósito de generar vacunas subunitarias; por ejemplo, en helmintos han 

evaluado péptidos correspondientes a la GAPDH y sus determinantes antigénicos para 

ver si podrían ser utilizados en una vacuna subunitaria contra la infección causada por 

Schistosoma mansoni (Argiro et al., 2000). Seis péptidos fueron seleccionados en base 

a la homología más baja con el humano para la GAPDH, los péptidos fueron derivados 

de la secuencia primaria de la proteína GAPDH de Schistosoma mansoni (SG3PDH) 

y determinaron que la naturaleza y el efecto de las respuestas inmunes varían para 

cada péptido (Tallima et al., 2003). También han caracterizado la GAPDH y la han 

relacionado con la adhesión y la invasión de células del huésped: pasos esenciales 

implicados en la infección y la difusión de los agentes patógenos tales como el hongo 

Paracoccidioides brasiliensis el cual causa una micosis pulmonar que se puede 

difundir a varios órganos y tejidos dando lugar a una grave enfermedad (Santiago et 

al., 2006), por otra parte demostraron que en el hongo entomopatógeno Metarhizium 
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anisopliae, la GAPDH se localizaba en la superficie celular y en los ensayos con alas 

de los insectos mostraron que esta proteína tiene una actividad similar en la adhesión 

(Broetto et al., 2010).  Otro estudio demostró que la GAPDH actúa como un factor de 

adherencia en Penicillium marneffei al mediar la adhesión de conidios al epitelio 

broncoalveolar durante la fase de establecimiento temprano de la infección (Lau et al., 

2013). Cabe mencionar que en bacterias también han sugerido a la proteína de 

membrana exterior con peso molecular de 37 kDa como una efectiva candidata a 

vacuna contra diferentes serotipos de Edwardsiella tarda (Kawai et al., 2004). Por otra 

parte mostraron que la GAPDH se expresa en las células de superficie de Lactobacillus 

plantarum, la cual utiliza para adherirse y colonizar la mucosa intestinal humana 

utilizando la actividad de unión de la proteína (Kinoshita et al., 2008) y también 

demostraron que una mutación de GAPDH afecta de manera significativa la capacidad 

de Neisseria meningitidis para adherirse a células epiteliales humanas y células 

endoteliales lo que sugiere un papel muy importante en la patogénesis de la infección 

meningocócica (Tunio et al., 2010). En base a estos antecedentes, y a lo encontrado 

en este trabajo; se sugiere que la GAPDH con peso molecular de 37 kDa podría ser 

una proteína candidata efectiva a vacuna contra la meningoencefalitis amibiana 

primaria causada por N. fowleri y para otros patógenos que usen esta proteína como 

adhesina.    

La GAPDH, enzima implicada en una de las actividades catalíticas más importante de 

la glucólisis (Sirover, 1999) ahora es considerada una proteína de superficie. En el 

presente trabajo se ha logrado purificar esta proteína por medio del proceso de electro-
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elución (Figura 9) (Seelert & Krause, 2008), y esto es muy importante para futuros 

estudios de caracterización.  

Hay varios aspectos de la proteína que tienen que ser aclarados, por ejemplo, la 

manera por la que la GAPDH es transportada a la superficie exterior, la manera en que 

se une a la membrana y el papel que desempeñan como proteína inmunogénica en 

los microorganismos patógenos (Seidler, 2012). Por tanto el tenerla en condiciones de 

pureza, permitirá poder llevar a cabo tales estudios en N. fowleri. 

En este trabajo, podemos concluir que la proteína con peso de 37 kDa de N. fowleri 

(GAPDH) es un antígeno el cual es reconocido por anticuerpos específicos, los cuales 

son inducidos después de la inmunización tanto con la proteína sola o coadyuvada con 

CT; y que muy probablemente, epítopes de la proteína que no son compartidos por la 

GAPDH de humano, sean los responsables de la inmunidad protectora. De tal manera 

que en este trabajo se sugiere que la proteína de 37 kDa de N. fowleri debe ser 

considerada como un candidato a vacuna subunitaria en el modelo de la 

meningoencefalitis en ratón. 

Estudios posteriores son necesarios en el diseño de algunos epítopes quiméricos de 

la enzima GAPDH de N. fowleri a través de predictores in silico para posteriormente 

evaluar sus propiedades inmunogénicas e inmunoprotectoras y de esta manera 

validarlos como candidatos a vacunas. 
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CONCLUSIONES 

 

 Se logró obtener y purificar la molécula de 37 kDa de N. fowleri a partir de 

geles de poliacrilamida sometidos al proceso de electro-elución. 

 Se confirmó la pureza y especificidad de la proteína de 37 kDa de N. fowleri 

purificada por electro-elución. 

 La Inmunización de ratones con la molécula de 37 kDa de N. fowleri 

coadministrada con la CT indujo un 70% de protección en los ratones infectados 

con trofozoitos, mientras que la inmunización con la proteína de 37 kDa sola 

indujo un 30 % de protección. 

 Se encontró un incremento en la producción de los niveles de anticuerpos 

séricos de ambos isotipos (IgG e IgA) en los ratones inmunizados tanto con la 

proteína coadministrada con la CT como con la proteína sola. 

 Hubo una mayor producción de anticuerpos séricos tanto IgG como de IgA en 

el grupo de ratones inmunizados con la combinación de la proteína purificada 

de 37 kDa más la CT. 

 El grupo inmunizado con la CT sola no indujo producción de anticuerpos séricos 

de ninguno de los dos isotipos. 

 En cuanto a los anticuerpos de los isotipos IgG e IgA en las muestras de lavados 

nasales de todos los grupos de ratones inmunizados hubo un incremento con 

respecto a los controles. 

 Existió una mayor producción de anticuerpos tanto de IgA como de IgG en el 

grupo de ratones inmunizados con la combinación de la proteína purificada de 

37 kDa más la CT con respecto al resto de los grupos. 
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 La proteína de 37 kDa es inmunogénica, ya que la respuesta de anticuerpos 

tanto séricos como de los lavados nasales es fuertemente inducida después de 

la inmunización tanto con la proteína sola como coadyuvada con la CT. 

 Epítopes de la proteína que no son compartidos por la proteína de 37 kDa 

(GAPDH de humano), muy probablemente sean los responsables de la 

inmunidad protectora.  

 La proteína de 37 kDa de N. fowleri debe ser considerada como un candidato a 

vacuna subunitaria en el modelo de la meningoencefalitis amibiana primaria en 

ratón. 
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ANEXO 

 

PBS 10X 

REACTIVO 1 LITRO 
NaCl (Cloruro de Sodio) 80 g 

Na2HPO4 (Fosfato de Sodio Dibásico Anhidro) 14.4 g 
KCl (Cloruro de Potasio) 2 g 

KH2PO4 (Fosfato de Potasio Monobásico) 2.4 g 
 

1.- Se disuelven todos los reactivos en 800 mL de agua destilada y se ajusta el pH a 

7.4 usando HCl. Después se afora al volumen final y se esteriliza en autoclave. 

PBS 1X 

100 ml. de PBS 10X + 900 mL de agua destilada. 

PBS Tween  

100 mL de PBS 10X + 900 mL de agua destilada, agregar 500 µL de Tween 20. 

pHMB “Inhibidor de proteasas” 

REACTIVO CANTIDAD 
Trizma base 150 mMol 0.9 g 

4-(Hydroxymercuri) benzoic 
acid sodium salt 10 mMol 0.18 g 

Agua destilada 50 mL 
 

Amortiguador de muestra 2X 

REACTIVO 8 ml. 
Agua destilada 800 µL 

Triz pH 6.8 (0.5M) 2 mL 
Gricerol 1.6 mL 

SDS 10% 3.2 mL 
Azul de Bromofenol (0.5%) 1.6 mL 

 Adicionar 400 µl de β-mercapto-etanol al 14.2M y hacer alícuotas para congelar. 



 61 

Soluciones fijadora, teñidora y desteñidora 

RACTIVO (1 LITRO) FIJADORA TEÑIDORA DESTEÑIDORA 
Metanol 500 ml. 500 mL 400 mL 

Ácido Acético 100 ml. 100 mL 100 mL 
Azul de Coomassie Brillante R-250  1 g  

 

Bradford 

  

 

Aforar al volumen final y filtrar. 

Solución Reveladora 

 

 

 

Buffer de Elución y Transferencia 

RACTIVO (1 LITRO) ELUCIÓN TRANSFERENCIA 
Tris base 3 g 3.3 g 
Glicina 14.4 g 11.5 g 
SDS 1 g  

Metanol  200 mL 
 

 

  

REACTIVO 100 ml. 
Azul Brillante G-250 0.050 g 

Etanol 95% 25 mL 
H3PO4 50 mL 

REACTIVO 20 ml. 
4-Chloro-1-naphthol 0.01 g 

Metanol 3.5 mL 
PBS 1X 16.5 mL 

H2O2 10  µL 
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