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RESUMEN

INTRODUCCION.

Acanthamoeba castellanii es el agente causal de una enfermedad que ponen en peligro la vista, la
gueratitis amebiana. Esta infeccion ocular es reconocida como una de las enfermedades
parasitarias oculares mas dificiles y graves. Su diagnéstico no es efectivo, ya que los métodos
empleados son invasivos, lentos, algunos de alto costo y poco especificos. De ahi la necesidad de
contar con metodologias alternativas que permitan un método diagnostico eficiente y competente
ante los ya existentes

OBJETIVO:

Sintesis y funcionalizacién de nanoparticulas metdlicas usando anticuerpos especificos anti-A.
castellanii, para evaluar su reconocimiento in vitro.

METODOLOGIA:

La obtencién de anticuerpos anti-A. castellanii (Ac), se realizé usando como antigeno proteina total
del parasito (100ug), la cual fue inmunizada a conejos mediante protocolos estandar. Se
sintetizaron nanoparticulas (NPs) de oro, por el método de reduccidon quimica, y se modifico la
superficie con citrato y Albumina Sérica Bovina (BSA). Las NPs se bio-funcionalizaron con los Ac
en relacion 1:10 v/v, generando conjugados NPs-anticuerpos (NPs-Ac). El complejo fue
caracterizado por medio de espectroscopia de absorcién UV-Vis (540 nm) y se probé mediante
ELISA el reconocimiento de los complejos NPs-Ac contra antigenos de A. castellanii (25ug/ml).
RESULTADOS:

Los resultados muestran que los conjugados NPs-Ac son capaces de reconocer los antigenos de
A. castellanii in vitro en un titulo de 1:200. Este reconocimiento se mantiene en el mismo titulo para
dos diferentes lotes de antigenos. Al probar los complejos NPs-Ac el dia de su preparacion y
comparar con los complejos sintetizados dos semanas previas, se observd que disminuye el
reconocimiento.

CONCLUSIONES:

La metodologia desarrollada permitid la sintesis y funcionalizacion de nanoparticulas de oro
usando anticuerpos especificos anti-A. castellanii y se mostr6é su capacidad de reconocimiento in
vitro. Lo que permite proponerlos como conjugados con potencial aplicacion en la deteccion del
patégeno en muestras de interés clinico.
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ANTECEDENTES

El género Acanthamoeba comprende un grupo de amibas de vida libre, con una amplia distribucion
alrededor del mundo. Acanthamoeba castellanii es el agente causal de una enfermedad que ponen
en peligro la vista, la queratitis amebiana. Esta infeccion ocular es reconocida como una de las
enfermedades parasitarias oculares mas dificiles y graves (Narasimhan y cols., 2002). Actualmente
su diagnéstico no es efectivo, ya que los métodos empleados son invasivos, lentos, algunos de alto
costo y poco especificos.

El uso de anticuerpos permiten la deteccién de diversos patdgenos (Sendid y col., 2002). En este
sentido, la obtencién de anticuerpos dirigidos contra los trofozoitos de especies patdgenas de
Acanthamoeba como A. castellanii, es importante en la implementacién de metodologias que
logren un diagnéstico oportuno el cual se reflejara en el desarrollo de terapias especificas y
exitosas contra las infecciones causadas por estos protozoos.

OBJETIVOS

Objetivo General
Sintesis y funcionalizacibn de nanoparticulas metalicas usando anticuerpos especificos anti-
Acantamoeba castellanii, para su aplicacion en la deteccién del patégeno en muestras de interés
clinico.
Objetivos Especificos

1) Desarrollar anticuerpos contra diferentes facciones de Acantamoeba castellani

2) Sintetizar nanoparticulas metalicas de oro y plata

3) Funcionalizacién de nanoparticulas metalicas con anticuerpos anti-A. castellanii

4) Evaluar la capacidad de reconocimiento en las fracciones obtenidas de Acantamoeba

castellanii.

PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Cultivo de trofozoitos de A. castellanii. Trofozoitos de A. castellanii aislados de pacientes humanos
con queratitis fueron donados por la Dra. Mineko Shibayama (CINVESTAV-IPN, Departamento de
Infectémica y Patogénesis Molecular). Se estableci6 un cultivo axénico de amebas en medio
Chang adicionado con 10% suero fetal bovino (Gibco). Los trofozoitos se cultivan hasta el final de
la fase logaritmica (72 h) a 30°C en botellas de cultivo de 50mL (Corning), segln el método de
Riveray col. (1984).

Obtencion de Fracciones celulares de A. castellanii. A partir de estos cultivos se prepararon
homogenados totales adicionando a la pastilla celular un coctel de inhibidores de proteasas y
amortiguador con 2mM EGTA, 150mM NaCl, 2% SDS y se aplicaron veinte golpes en un
homogenizador Potter en bafio de hielo, después se centrifuga a 2000rpm, el sobrenadante fue la
fraccion donde se realizaron los ensayos.

Obtencion de anticuerpos policlonales contra A. castellanii. La obtencion de los anticuerpos, se
realizdé en conejos Nueva Zelanda de 700 g. Previo a la inmunizacién de los conejos, se obtuvo
suero mediante un corte en la vena marginal de la oreja. Este suero pre-inmune sirve como control
para descartar la presencia de anticuerpos contra A. castellanii antes de la inmunizacion. Como
antigeno se emple6 el homogenado total de A. castellanii (100ug), preparados con adyuvante



V CONGRESO NACIONAL DE TECNOLOGIA APLICADA A CIENCIAS DE LA SALUD
y 5,6y 7 de junio de 2014
TONANTZINTLA, PUEBLA, MEXICO

completo e incompleto de Freud, se inyectaron en los conejos via intramuscular. Se realizaron
cuatro periodos de inmunizacion con intervalos de quince dias segln el método de Zola (1990), al
término se obtuvo el suero inmune conteniendo los anticuerpos contra A. castellanii. La presencia
de anticuerpos en el suero inmune del conejo se titulacién por ensayos de ELISA.

Sintesis y funcionalizacion de nanoparticulas metélicas. Se empleé el método de reduccion
guimica en la preparacion de soluciones coloidales, la gran ventaja que este método ofrece sobre
otros métodos es la rapidez, sencillez y bajo costo de preparacién. Nuestro grupo de investigacion
cuenta con experiencia en sintesis nano-particulas metalicas coloidales, actualmente fabricamos
nano-particulas de diversas morfologias con gran reproducibilidad (Sanchez-Hernandez, 2011;
Cardoso-Avila, 2011).

Bio-funcionalizacion de las nanoparticulas con anticuerpos. Primeramente se procedié a modificar
la superficie de las nanoparticulas con la finalidad de aumentar su estabilidad ante condiciones de
medio ambiente (temperatura, pH, etc.), y la bio-funcionalizacion mediante el uso de anticuerpos
anti-A. castellanii. Las nanoparticulas se recubrieron con citrato de sodio el cual deja a la particula
cargada negativamente y  expuesta en su superficie por el grupo funcional carboxilo
(Vasudevanpillai, 2014), permitiendo asi realizar la funcionalizacion, mediante la preparacion de
nanoparticulas y anticuerpos en una relacion 1:10 v/v las que se incubaron toda la noche a 4°C.
Posteriormente, se centrifugd a 7000 rpm durante 20 min a 4°C para eliminar el exceso de
anticuerpo no unido y la pastilla resultante se resuspendié en PBS 0.25 mM, resultado un
conjugado nanoparticula-anticuerpo (NPs-Ac). La caracterizacidon optica de las nanoparticulas
funcionalizadas (NPs-Ac), se realiz6 mediante espectroscopia de absorcion UV-Vis (400-700 nm),
asi como por electroforesis en geles de agarosa al 0.5% para determinar el grado de movilidad de
las particulas y la carga eléctrica que éstas adquieren en su superficie. También se realiz6 TEM
(Microscopia de Transmision Electrénica) para determinar el tamafio y forma geométrica de las
particulas.

Evaluacion del reconocimiento de fracciones celulares de A. castellanii con las nanoparticulas
funcionalizadas. Se realiz6 la deteccion de antigenos de A. castellanii en homogenado celular por
el método de ELISA empleando 25ug/ml de las fracciones celulares de A. castellanii. Se incubé
durante 24 h a 4°C en una microplaca de ELISA. Posteriormente se bloquea con gelatina (0.2% en
PBS) durante 2 h. Se realizaron tres lavados con PBS-Tween 20 al 0.05% y se incubé durante 90
min usando como anticuerpo primario los conjugados NPs-Ac (se evaluaron diferentes diluciones).
Posteriormente se realizaron tres lavados para retirar el conjugado no unido. Después, se adicion6
Silver enhancement (INVITROGEN) en cada uno de los pozos (50ul), excepto en el blanco y se
incuba durante 10 min a 37°C y 7 min a temperatura ambiente (Sanchez-Hernandez, 2011). La
lectura se realizé en un espectrofotometro a 540nm.

RESULTADOS.

Usando como antigeno la proteina total del parasito (homogenado), se logré la obtencién de
anticuerpos anti-A. castellanii en conejos. El antigeno fue inmunizado a los animales de
experimentacion mediante protocolos estandar. Se probo6 el reconocimiento de los anticuerpos (Ac)
hacia antigenos parasitarios, mostrando un titulo de 1:200.

Asimismo, se sintetizaron nanoparticulas (NPs) de oro recubiertas con citrato, las cuales fueron
modificadas en su superficie con Albumina Sérica Bovina (BSA) y un aminoacido, en este caso
cisteina usando el método reportado por nuestro grupo de investigacion (Sanchez-Hernandez,
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2011; Cardoso-Avila, 2011). Esto Gltimo con la finalidad de proceder a realizar la correspondiente
funcionalizacion.

Finalmente se procedié a bio-funcionalizar las nanoparticulas con anticuerpos anti-A. castellanni
obtenidos previamente, generando conjugados NPs-anticuerpos (anti-A. castellanii) (NPs-Ac). El
complejo fue caracterizado por medio de espectroscopia de absorcion UV-Vis (540 nm).

Una vez concluida la funcionalizaciéon se procedié a probar el reconocimiento de los complejos
NPs-Ac. Los resultados actuales muestran que los conjugados NPs-Ac son capaces de reconocer
los antigenos de A. castellanii in vitro, en la Figura 1 se muestran las curvas del reconocimiento
para diferentes concentraciones de anticuerpos. El reconocimiento se evalué para dos diferentes
lotes de antigenos HT1 y HT2. Para la prueba se evaluaron las NPs-Ac el mismo dia de su
preparacion usando ambos lotes, asi como dos semanas después de su preparacion, esto Ultimo
para determinar la estabilidad de la funcionalizacion.
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Fig.1. Curvas de reconocimiento de antigenos de A. castellani

CONCLUSIONES

La metodologia desarrollada permitié la sintesis y funcionalizacién de nanoparticulas de oro
usando anticuerpos especificos anti-Acantamoeba castellanii. Los complejos nanoparticulas-Ac
(NPs-Ac) mostraron la capacidad de reconocer antigenos de A. castellanii in vitro y permiten
considerarlos con utilidad potencial para su aplicacién en la deteccién del patégeno en muestras de
interés clinico.
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