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RESUMEN

Acanthamoeba castellanii es un parasito de vida libre y el agente causal de infecciones
como queratitis amebiana detectada en pacientes inmunocomprometidos y en pacientes
sanos que utilizan lentes de contacto, por lo que hay una necesidad de ser conscientes ante
los riesgos asociados al utilizarlos, lo que implica contar con nuevas metodologias no
invasivas para un diagnostico oportuno Yy eficaz. El mejoramiento de la sintesis y
funcionalizacién de nanoparticulas para el acoplamiento con anticuerpos anti-A. castellanii
que previamente logré nuestro grupo de trabajo, es un método propuesto para evaluar el
reconocimiento de este patdgeno in vitro. Se efectuaron cultivos de los trofozoitos de A.
castellanii para la obtencion de fracciones celulares e inmunizar conejos de raza Nueva
Zelanda para asi obtener anticuerpos policlonales. Estos anticuerpos fueron acoplados a las
nanoparticulas metalicas previamente sintetizadas y funcionalizadas al exponerlas a
aminoacidos ricos en residuos SH, tales como la cisteamina. Tras varias sintesis se
obtuvieron nanoparticulas de oro estabilizadas con BSA, nanomaterial que se caracterizd y
fue la base para los ensayos del reconocimiento inmunoldgico del parasito. Los anticuerpos
producidos anti- A. castellanii al ser acoplados con las nanoparticulas previamente
sintetizadas y funcionalizadas presentaron una mayor capacidad de reconocimiento
especifico para los antigenos de A. castellanii en los ensayos inmunoldgicos aumentando
asi la sensibilidad del método. Se realiz6 la caracterizacion de las nanoparticulas y del
complejo utilizando técnicas de espectroscopia de absorcion UV-VIS, por Microscopia de
Transmisién Electronica (TEM) y por electroforesis en geles de agarosa. A diferencia de
trabajos previos, en el que la sintesis y la funcionalizacion de nanoparticulas se realizaban
de dos etapas. En el presente trabajo se logré funcionalizar la superficie de las
nanoparticulas durante el mismo proceso de sintesis. Concluimos que se tiene una
metodologia simple para la preparacion de nanoparticulas, la cual le proporciona mas
estabilidad, evitando su degradacion y permitiendo su acoplamiento con el anticuerpo anti-
A. castellanii. Ademéas los complejos nanoparticulas-anticuerpos permiten el
reconocimiento de fracciones amebianas in vitro.



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 diagndstico no es efectivo, ya que los métodos
empleados son invasivos, lentos, algunos de alto costo y poco especificos.

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

OBJETIVO
Mejoramiento de la sintesis y funcionalizacion de nanoparticulas para el acoplamiento con
anticuerpos anti- A. castellanii, para evaluar su reconocimiento in vitro.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Obtener anticuerpos contra Acantamoeba castellanii.

2) Sintetizar y funcionalizar nanoparticulas de oro con anticuerpos anti- A. castellanii.
3) Evitar la degradacién de las nanoparticulas funcionalizadas.

METODOS

Cultivo de trofozoitos de A. castellanii.

Los Trofozoitos de A. castellanii aislados de pacientes humanos con queratitis fueron
donados por la Dra. Mineko Shibayama (CINVESTAV-IPN, Departamento de Infectdmica
y Patogénesis Molecular). Se establecié 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), segun el
método de Rivera y 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 2 mM EGTA, 150 mM
NaCl, 2% SDS y se aplicaron veinte golpes en un homogenizador Potter en bafio de hielo,
después se centrifuga a 2000 rpm, el sobrenadante fue la fraccion donde se realizaron los
ensayos.

Obtencidn de anticuerpos policlonales contra A. castellanii.

La obtencion de los anticuerpos, se realizé en conejos Nueva Zelanda de 800 g. Previo a la
inmunizacion 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 completo e incompleto de Freud,
se inyectaron en los conejos via intramuscular. Se realizaron cuatro inmunizaciones con
intervalos de quince dias segun 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 titulo para su reconocimiento contra antigenos de A. castellanii
por ensayos de ELISA.

Sintesis y funcionalizacidén de nanoparticulas metalicas.

Se empled el método de reduccidon quimica en la preparacion de soluciones coloidales,
utilizando Acido tetracloroaurico (HAuUCl;) y Borohidruro de sodio (NaBH.),
posteriormente se recubrid con cistamina y se afiadié BSA al 10 % con la finalidad de
aumentar su estabilidad ante condiciones de medio ambiente (temperatura, pH, etc.). La
gran ventaja que este método ofrece sobre otros metodos es la rapidez, sencillez y bajo
costo de preparacion.

Biofuncionalizacion mediante el uso de anticuerpos anti- A. castellanii.

Las nanoparticulas de oro se recubrieron con cisteamina y BSA obteniendo una molécula
cargada negativamente y en su superficie expuesto el grupo funcional amino, permitiendo
asi la union con los anticuerpos en una relacion 1:10 v/v, las cuales fueron 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 complejo nanoparticula-anticuerpo (NP-Ac). La caracterizacion
Optica del complejo (NP-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 la caracterizacion por Microscopia de Transmision
Electronica (TEM) para determinar el tamafio y forma geométrica de las particulas.
Evaluacion del reconocimiento de fracciones celulares de A. castellanii con las
nanoparticulas funcionalizadas.

Se realizo la deteccidn de antigenos de A. castellanii en homogenado celular por el método
de ELISA empleando 25 pg/mL de las fracciones celulares de A. castellanii. Se incubd
durante 24 h a 4 °C en una placa 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 incub6
durante 1 h usando como anticuerpo primario el complejo NP-Ac (se evaluaron diferentes
diluciones). Posteriormente se realizaron tres lavados para retirar el conjugado no unido,
para enseguida adicionar Silver enhancement (INVITROGEN) en cada uno de los pozos
(50 ul), excepto en el blanco y se incuba durante 10 min a 37 °C y 7 min a temperatura
ambiente. La lectura se realizo en un espectrofotometro a 540 nm.

RESULTADOS



Usando como antigeno la proteina total del parasito (homogenado), se logro la obtencion de
anticuerpos anti- A. castellanii en conejos. El antigeno fue inmunizado a los animales de
experimentacion mediante protocolos estdndar. Se probd el reconocimiento de los
anticuerpos (Ac) hacia antigenos parasitarios, mostrando una densidad dptica optima de
0.06.

Asimismo, se sintetizaron nanoparticulas de oro recubiertas con cisteamina y Albumina
Sérica Bovina (BSA) para biofuncionalizarse con los anticuerpos anti-A. castellanii
obtenidos previamente, generando un complejo nanoparticula-anticuerpo (NP-Ac). El
complejo fue caracterizado por medio de espectroscopia de absorcion UV-Vis y TEM
(Figura 1). Una vez concluida la funcionalizacion se procedié a probar el reconocimiento
del complejo NP-Ac hacia las fracciones amebianas. Los resultados actuales muestran que
el complejo fue capaz de reconocer los antigenos de A. castellanii in vitro. En la Figura 2 se
muestran el reconocimiento para diferentes concentraciones de anticuerpos, se evaluo para
dos diferentes lotes de antigenos HT1 y HT2, mostrando un reconocimiento mayor de un
orden de magnitud, haciendo mas sensible el método.
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Figura 1. Caracterizacion del complejo (NP-Ac) por espectroscopia de absorcion y TEM.



Reconocimiento de A. castellanii mediante Anticuerpos Anti-A.
castellanii y el complejo NP-Ac
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Figura 2. Reconocimiento del primer lote de homogenado con el anticuerpo (HT1/Ac, linea
azul). Reconocimiento del segundo lote de homogenado con el anticuerpo (HT2/Ac, linea
roja). Reconocimiento del primer lote de homogenado con el complejo NP-Ac (HT1/C,
linea verde). Reconocimiento del segundo lote de homogenado con el complejo NP-Ac
(HT2/C, linea violeta).

CONCLUSION

El uso de la proteina BSA en la sintesis de nanoparticulas de oro recubiertas con cisteamina
mejoré la estabilidad con respecto al tiempo, factor importante al momento de la
conjugacion con los anticuerpos anti- A. castellanii aumentando la sensibilidad por el
reconocimiento del trofozoito in vitro. Esta metodologia permitié que el proceso de sintesis
y la funcionalizacion de las nanoparticulas se realizara en una sola etapa haciendo el
proceso de produccion mas sencillo a diferencia de trabajos previos. Con esta nueva
metodologia podemos generar nanoparticulas para probar su capacidad de deteccion en
muestras bioldgicas con sospecha de la presencia de A. castellanii, posibilitando tener
alternativas Utiles para diagnodsticos oportunos y no invasivos en la deteccion de
Acanthamoeba castellanii.
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