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INTRODUCCION

Uno de los campos de mayor actividad en medicina ha sido el desarrollo
de métodos de diagndstico efectivos para la deteccion de procesos infecciosos.
Mundialmente se invierten grandes cantidades de dinero en investigaciones para
la deteccion y el tratamiento de enfermedades como cancer y SIDA. No
obstante, existen pocos métodos de diagndstico para otros padecimientos de
gran importancia epidemiolégica, especialmente en enfermedades tropicales.
Estas enfermedades afectan a un importante sector de la poblacion mundial,
siendo las poblaciones pobres de las regiones tropicales, tradicionalmente
excluidos de los sistemas de salud publicos, el grupo mas vulnerable. Dentro de
estas enfermedades se encuentran aquellas de origen parasitario, tales como
leishmaniasis, malaria y la enfermedad de Chagas, las cuales son causantes de
altas tasas de mortalidad en paises tropicales y sub-tropicales. El presente
trabajo pretende el desarrollo de un mecanismo de deteccion de agentes
infecciosos en enfermedades parasitarias tropicales.

Existen ejemplos de mecanismos de deteccion de biomoléculas que son de uso
comun en diagnoéstico clinico, algunos de estos métodos se basan en la
utilizacion de anticuerpos como criterio de identificacion. Tal es el caso de la
prueba de ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas, ELISA (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay), la cual es usada para la deteccién de infecciones
virales, seleccion de anticuerpos monoclonales, etc. Se basa en la deteccion de

un antigeno inmovilizado sobre una fase solida mediante anticuerpos que directa



o indirectamente producen una reaccion cuyo producto, por ejemplo un
colorante, puede ser medido espectrofotométricamente. Del mismo modo, han
sido desarrollados métodos de transporte de farmacos y drogas que buscan
aumentar la calidad de vida de los pacientes que reciben los tratamientos. Estos
métodos buscan, en el caso de los agentes comiUnmente utilizados en
quimioterapias anticancer, aumentar el espaciamiento entre las dosis al
aumentar el tiempo de residencia en circulacion y disminuir los efectos
secundarios al conferir especificidad al agente terapéutico. Para esto han sido
exploradas varias vias, entre las mas estudiadas se encuentran las
nanoparticulas (poliméricas o metélicas) utilizadas como vehiculo de transporte

y entrega de drogas (drug delivery) a células blanco especificas.

ANTECEDENTES

Se ha reportado el uso de nanoparticulas poliméricas como vehiculo para
lograr el transporte efectivo de drogas a células blanco especificas (ver revision
en Hans y Lowman, 2006). De esta manera han sido desarrolladas
nanoparticulas y estructuras micelares sintetizadas a partir de polimeros, de los
cuales los mas ampliamente usados han sido el poli-e-caprolactona (PCL), el
poli-acido lactico (PLA), poli-acido glicolico (PGA) y sus copolimeros, poli-lactico-
co-glicélico o PLGA. Estos sistemas de entrega de drogas (drug delivery) han
sido desarrollados de manera de aumentar la eficiencia de la accion de la droga
y de minimizar los efectos colaterales. Sin embargo, su eficacia ha sido puesta

en duda debido a su pronta eliminacion del sistema circulatorio por fagocitosis



luego de la administracion intravenosa. Esto Gltimo ha sido resuelto, en parte, al
aumentar la hidrofilicidad de la capa externa de la particula. En su trabajo, los
autores mencionados anteriormente reportan numerosos métodos para
incorporar drogas a las particulas; asi, las drogas pueden estar atrapadas en la
matriz polimérica, pueden estar encapsuladas en el cuerpo de la nanoparticula o
estar quimicamente conjugadas con la nanoparticula o adsorbidas a su
superficie. Finalmente, los autores reportan aplicaciones del sistema de
nanoparticulas poliméricas en terapia antitumoral, en dosificacién de vacunas,
en el sistema linfatico y en tejido pulmonar.

Del mismo modo, Kim y cols. (2008) reportan el uso de nanoparticulas
poliméricas de un tamafio entre 300-500 nm obtenidas a partir de glicolquitosano
(peso molecular 250 kDa) modificado con acido colanico hidrofébico a fin de
encapsular cisplatino (cis-diaminedicloroplatino(ll), CDDP), el cual fue liberado
en un tiempo mas prolongado respecto a la inyeccion intravenosa de CDDP y
generando menos efectos citotoxicos. La visualizacion del tumor alcanzado in
vivo por las nanoparticulas se logr6 mediante el marcaje de la nanoparticula con
un fluoréforo (Cy5.5) y la observacion de la fluorescencia acumulada en el
tumor. Las nanoparticulas preparadas mostraron mayor eficacia antitumoral y
menor toxicidad comparada con la inyeccién intravenosa de CDDP tal y como lo
muestran los cambios del volumen tumoral, el aumento del peso corporal y de la
tasa de sobrevivencia. Igualmente, Sou y cols. (2008) reportan la exitosa entrega
de curcumina (1,7-bis(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-1,6-heptadieno-3,5-diona,

Cm) encapsulada en vesiculas o nanoesferas de fosfolipidos hacia el interior de



macréfagos. La curcumina es un producto natural que exhibe propiedades
antioxidantes, antiinflamatorias y antitumorales. Los autores reportan la
presencia masiva de curcumina en macréfagos de la médula 6sea y el bazo
luego de 6 horas de inyeccion intravenosa.

De igual manera, se han desarrollado liposomas multivesiculares (MVL’s)
los cuales permiten una liberacion sostenida del agente terapéutico prolongando
la duracién de la droga en la circulacién y aumentando el espaciamiento entre
las dosis, todo lo cual incrementa la calidad de vida de los pacientes sometidos a
terapia. Destacan los trabajos de Katre y cols. (1998) quienes reportan el
encapsulamiento de la proteina IGF-I (Insuline-like Growth Factor 1) la cual
posee variadas funciones metabdlicas, entre las cuales se encuentra el
desarrollo del sistema nervioso, el incremento de la entrada de glucosa a la
célula y el estimulo de la funcién renal. Estos autores reportan el aumento del
tiempo de permanencia de la IGF-1 en sangre desde 2 dias (luego de inyeccion
subcutdnea) a 7 dias (para la proteina encapsulada en el MVL) a una misma
concentracion en el suero (100ng IGF-I/ml de suero). lgualmente, Zhong y cols.
(2005) encapsularon breviscapina para el tratamiento de isquemias
cerebrovasculares y cardiovasculares. Los autores citados reportan un aumento
de 16.5 veces y 5.04 veces en el tiempo medio de residencia (MRT) con
respecto al mismo compuesto encerrado en liposomas tradicionales (liposomas
no multivesiculares) y a la inyeccion intravenosa respectivamente. Finalmente,
Tayebeh y cols. (2003) reportan la liberacion lenta y sostenida de

desferrioxamina, agente quelante de hierro, alcanzando el 57% de liberacion a



los 9 dias luego de la administracién subcutanea de la droga encapsulada en
liposomas multivesiculares.

Del mismo modo se ha reportado la utilizacion de inmunoliposomas como
agentes de transporte de drogas a células blanco particulares (drug delivery),
con el fin de aumentar la especificidad de la accion terapéutica minimizando la
accion de las drogas sobre las células normales. En este sentido, Park y cols.
(1995) reportan el uso de inmunoliposomas para lograr la inactivacion de la

proteina p185"ER2

, la cual actia como factor de desarrollo del receptor de
tirosinquinasa codificada en el protooncogen HER2 (c-erbB2, neu). Ambos
factores, oncogen y su producto proteico, juegan un papel importante en la
patogénesis de varios tipos de cancer en humanos. Esta proteina es
sobreexpresada con un fenotipo muy estable en el 30% de los casos de cancer
de mama, lo cual la convierte en un blanco interesante para tratamientos de
inmunoterapia anticancer. Los autores nombrados describen el uso de
liposomas acoplados al anticuerpo monoclonal rhruMAbHER2-Fab’ para formar el
complejo anti-p185™*2-liposoma como vehiculo para alcanzar directamente a la
célula tumoral in vitro, utilizando dos lineas celulares de cancer de mama, SK-
BR-3 y BT-474, las cuales sobreexpresan, ambas, a la proteina p185"cR2.
Encuentran que los inmunoliposomas vacios —sin agente terapéutico cargado en
su interior- exhiben un efecto antiproliferativo de la célula cancerosa superior al
mostrado por el rhuMAbHER2-Fab’ libre o por el anticuerpo intacto, lo cual

indicaria que el anclaje del liposoma al anticuerpo potenciaria la actividad

biologica de este ultimo. Finalmente, reportan que inmunoliposomas cargados



con doxorubicina son marcadamente y especificamente citotéxicos contra las

5"ER2 in vitro. Por otro lado,

células que sobreexpresan a la proteina pl8
Maruyama y cols. (1997) reportan la exitosa incorporacion de inmunoliposomas
acoplados a polietilenglicol (Fab’-PEG-inmunoliposomas) en tumores solidos in
vivo. Reportan que la incorporacion al liposoma del fragmento que enlaza al
antigeno (Fab’), en lugar del anticuerpo intacto, permite al liposoma evadir al
sistema reticuloendotelial (RES) aumentando la eficacia de la accion terapéutica
al aumentar el tiempo de permanencia en circulacién y acumulando liposomas
en el tumor solido. Los autores utilizan el anticuerpo monoclonal 21B2 (IgG1), el
cual es especifico para el antigeno carcinoembrionico humano (CEA) y la linea
celular epitelial MKN-45, la cual es CEA positiva para cancer gastrico humano,
inoculada en ratones BALB/c nu/nu. De igual manera, Pagnan y cols. (1999)
reportan el uso de drogas encapsuladas en inmunoliposomas a fin de lograr la
localizacion selectiva de tumores sdlidos. Los autores reportan el uso de
fenretinida, droga que ha sido previamente reportada como un inductor de
apoptosis en neuroblastoma (Ponzoni y cols., 1995), encapsulada en liposomas
cubiertos con el anticuerpo 14.G2a (especificamente con la variante quimérica
de humano y ratén ch14.18) el cual esta dirigido contra GD2. En este caso, GD2,
se trata de un disialoganglidsido extensivamente expresado en tumores de
origen neuroectodérmico, tales como el neuroblastoma y el melanoma, la cual se
expresa de forma muy restringida en tejidos normales humanos, principalmente
en cerebelo y nervios periféricos. Los liposomas fueron previamente

estabilizados con PEG, el cual se une -en segundo término- de manera



covalente al anticuerpo sefialado. Los autores reportan que los inmunoliposomas
preparados de la manera descrita mostraron alta especificidad y competitividad
en diez lineas celulares de melanoma (RPMI 7932; COLO 853; M 14; JR 8; PLF
2; MZ2-MEL; L.M.; L.P.; S.A. y SbCI 2), dos lineas celulares de neuroblastoma
GD2-positivas (GI-LI-N y ACN) y varias lineas celulares GD2-negativas de
origen no neuroectodérmico (A431; Hela; y una suspension de células Jurkat,
K562 y HL-60 las cuales fueron usadas para verificar la selectividad del
anticuerpo), al ser comparados con inmunoliposomas recubiertos con isotipos
no especificos del anticuerpo y con liposomas no cubiertos con el anticuerpo,
logrando, en todos los casos, una reduccion significativa del desarrollo celular. El
mismo equipo de trabajo (Pastorino y cols., 2003) reporta la inhibiciéon total del
desarrollo celular de neuroblastoma humano implantado en ratones desnudos
(nude mice) al usar inmunoliposomas cargados con doxorubicina (DXR) y
covalentemente acoplados al anticuerpo anti-GD2 completo (aGD,-SIL) o so6lo al
fragmento que enlaza el antigeno (Fab’-SIL). Los inmunoliposomas aGD,-
SIL(DXR) y Fab’-SIL(DXR) mostraron mayores efectos citotoxicos que liposomas
no acoplados a anticuerpos SL(DXR). Por otra parte, Xu y cols. (2002)
desarrollaron un inmunoliposoma catiénico el cual presenta el fragmento de
cadena sencilla de la regién variable -marcada con lipidos- del anticuerpo (lipid-
tagged anti-TfR scFv) contra el receptor humano de la transferrina (TfR). Los
inmunoliposomas desarrollados demostraron ser vehiculos eficaces en la
transfeccion de genes en dos lineas celulares de cancer humanas, la linea de

cancer de mama, MDA-MB-435 y la linea de cancer de prostata, DU 145.



Por otro lado, se ha establecido la estrategia alternativa de utilizar
proteinas y péptidos capaces de penetrar células (cell-penetrating proteins and
peptides, CPPs) para la entrega intracelular de grandes moléculas y pequefas
particulas (ver revision en Gupta y cols., 2005). Se trata de secuencias de 10-16
aminoacidos basicos anfipaticos (Arg y Lys, las cuales presentan carga
catibnica) y en conformacion o-hélice, también llamados dominios de
transduccion de proteinas o PTDs (Protein Transduction Domains). Los factores
activadores de la transcripcion que funcionan como PTD’s mas frecuentes son
TAT (Trans-activating transcriptional activator proveniente de HIV-1), Penetratina
(proveniente de Drosophila), VP22 (proveniente de herpes simplex tipo 1), pVEC
(proveniente de cadherina vascular endotelial de murino), MAP, (Arg)7, MPG y
Transportano (Zorko y Langel, 2005), los cuales han sido utilizados para llevar
proteinas (pB-galactosidasa, peroxidasa, RNAasa A y el dominio Il de la
exotoxina A de Pseudomonas, entre otras), drogas (Bcl-xL, un activo
neuroprotector utilizado en el tratamiento de la isquemia cerebral; FNK, fue
efectivo en proteger células neuronales en cultivo contra neuroexocitotoxicidad y
apoptosis), DNA y oligonucleétidos (en cuyo caso la union al PTD lo estabiliza
impidiendo su degradacién por nucleasas) y otras macromoléculas a una amplia

variedad de células in vitro e in vivo.

Las nanoparticulas metalicas también han sido utilizadas en los sistemas
de entrega de drogas (drug delivery). Asi, Montet y cols. (2006a) emplean
nanoparticulas de hierro a modo de vehiculo para acceder a células especificas.

Los autores reportan dos ventajas principales al usar nanoparticulas metalicas
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con respecto a otro tipo de nanoparticulas; por un lado un efecto de
amplificacion de la accion farmacoldgica, referida a la geometria de la
nanoparticula la cual consiste en un nucleo compuesto por miles de moléculas
de droga o atomos detectables (oro o hierro) cubiertos de un nimero mucho
menor (de 1 a 50) de péptidos o anticuerpos dirigidos contra un blanco
especifico y por otro lado el aumento de la afinidad superficial multivalente; esto
se refiere a interacciones multiples y simultdneas que ocurren entre la superficie
de la nanoparticula y la superficie de la célula objetivo. Los autores reportan el
uso de un péptido ciclico llamado cRGD (arginina-glicina-acido aspartico)
acoplado a nanoparticulas de hierro, el cual reconoce especificamente integrinas
avp3 sobre-expresadas en células tumorales (linea celular BT-20, cancer de
mama humano, y 9L, gliosarcoma de rata) con el fin de obtener imagenes de los
tumores implantados en ratones desnudos (nude mices). La nanoparticula de
hierro utilizada est4 acoplada a dextrano (a fin de aumentar su tiempo de vida
media en circulacion), a Cy.5.5 (fluorocromo) y a cRGD el cual confiere
especificidad de accion. El arreglo de nanoparticula y sus componentes
asociados (integrin-targeted nanoparticle cRGD-CLIO Cy5.5) fue detectado por
técnicas de FRI (imagen por fluorescencia reflejada), FMT (tomografia por
fluorescencia molecular) y MRI (imagen de resonancia magnética) y con las
mismas fue posible observar la ubicacién y extension de tumores en los
animales de experimentacion. Los autores reportan la acumulacion de
nanoparticulas en los tumores, no asi en los otros tejidos y 6rganos estudiados

(pancreas, higado, muasculo, cerebro, piel y corazén, entre otros), luego de 21
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horas de la inyeccion de las nanoparticulas. Las nanoparticulas no unidas a
cRGD se acumularon en todos los érganos mencionados. Los mismos autores
(Montet y cols., 2006b) reportan que la union del péptido cRGD a la
nanoparticula aumenta el tiempo de permanencia medio en sangre de 13
minutos a 108 minutos, del mismo modo disminuye de manera significativa el
valor de ECs (concentracion efectiva 50, el cual se refiere a la concentracion de
droga a la cual se induce la mitad de la respuesta maxima) para cRGD-CLIO en
el tumor implantado con respecto a la célula endotelial in vivo, lo que indicaria un
aumento de la efectividad del tratamiento. Este hecho lo explican, como se
mencioné anteriormente, al aumento de la afinidad superficial multivalente; es
decir a las interacciones multiples y simultdneas establecidas entre la superficie

de la nanoparticula y la superficie de la célula tumoral.

Otra aplicacion de las nanoparticulas se refiere a la respuesta 6ptica que
muestran al interactuar con luz visible. Un fendbmeno fisico conocido como
Resonancia Plasmoénica de Superficie o RPS (surface plasmon resonance, en
inglés). Los plasmones superficiales son oscilaciones colectivas que sufren los
electrones de la banda de conduccion de los metales cuando sobre estos incide
un haz de luz polarizada; esta por lo general incide con un determinado angulo
de resonancia para realizar la excitacion de los plasmones del metal. Como
resultado de esto se provoca la absorcion de varias longitudes de onda dando
como resultado que se reflecta una longitud de onda caracteristica. Algunas de
estas longitudes de onda suelen encontrarse en el rango de la luz visible y son

dependientes tanto del tipo de material utilizado como del diametro de la
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nanoparticula (Nash y cols., 2010; Chuang y cols. 2010). Esta propiedad fisica
ha sido utilizada para el desarrollo de nuevos métodos de deteccion molecular
aplicados en varios campos de trabajo, incluyendo la biologia molecular. De esta
manera, un determinado didmetro de nanoparticula genera una dispersion
particular del haz, dando al medio una intensidad y coloracion caracteristicas
(Boozer y cols., 2006, Nash y cols., 2010). A partir de esta propiedad se puede
establecer una relacion entre la absorbancia del medio y un tamafio especifico
de nanoparticula, esto significa que el medio adquiere un color particular para un
tamafio dado de nanoparticula. Esta caracteristica puede ser utilizada para el
disefio de un bioensayo sencillo que sirva como diagndstico parasitologico
simple en donde la union de varias moléculas de anticuerpos acoplados a
nanoparticulas sobre un mismo parasito generaria un cambio Optico (coloracion)
equivalente a un aumento de tamafio de la nanoparticula (Chuang y cols. 2010).
De esta forma seria posible detectar la presencia del parasito al observar un

cambio colorimétrico en el medio liquido.

La caracterizacion espectroscopica de las nanoparticulas obtenidas ha
sido reportada por Chikate y cols. (2008) quienes generan nanoparticulas de o-
Fe,O3 recubiertas con oleato, las cuales son posteriormente estudiadas con
técnicas de difraccion de rayos X, infrarrojo y XPS. La morfologia y tamafio de
las nanoparticulas es estudiada mediante difraccion de electrones y microscopia
electronica de transmision convencional (TEM) y microscopia electronica de

barrido convencional (SEM).
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Podemos mencionar también el trabajo de Booxer y cols. (2006), donde
se reportan diversas aplicaciones de RPS en el estudio de interacciones
moleculares, tales como interacciones péptidos-proteinas, interacciones
proteinas-DNA, hibridacién de DNA, entre otras. Dentro de las aplicaciones los
autores comentan diversos trabajos en donde RPS es utilizado en estudios
cinéticos y termodinamicos en uniones de receptores-ligandos, acciones
terapéuticas de anticuerpos contra cancer y en la seleccion de drogas
particulares. El fendbmeno de RPS depende del angulo (o la longitud de onda)
de la radiacién que incide sobre la superficie del metal, de modo que a valores
mayores que un angulo critico se obtienen valores minimos de emision de RPS,
dado que los plasmones de superficie que se forman pueden absorber y
transferir gran parte de la radiacion incidente a otros electrones y otras
moléculas metalicas. Otra variable que influye sobre este proceso es el indice
de refraccion del medio, ya que este determina la velocidad en la que viaja el
haz de luz polarizada; las biomoléculas se ubican en la regién cercana a la
superficie de las nanoparticulas y modifican localmente el indice de refraccion,
por lo se establece una relacién directa entre cambio en el angulo de incidencia
y la sefial de RPS con los cambios moleculares, haciendo posible medir en
tiempo real los dichos procesos al registrar las variaciones ocurridas en la sefial

RPS .

La efectividad del método ha sido verificada por Chavane y cols. (2008)
los cuales realizan una medicion en tiempo de real de la concentracion de

anticuerpos bioactivos (que preservan su actividad inmunogénica) producidos en
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un biorreactor de 3.5 L usando un equipo comercial de RPS, este método fue
validado con andlisis de densitometria y Westwern blotting tomando diferentes
muestras del biorreactor a largo del tiempo. Los investigadores encontraron una
buena correlacion entre los datos arrojados por ambos métodos y los resultados
obtenidos por el analisis de RPS concluyendo que efectivamente se da una
cuantificacion de los anticuerpos por este Ultimo, no obstante se agrega que
para que ocurra una identificacion, el biochip (la nanoparticula acoplada al
ligando del anticuerpo) debe mantenerse inmovil junto con los anticuerpos para
que pueda ocurrir la identificacion positiva, sin embargo a pesar esto al
compararse las mediciones en linea (online) como las mediciones hechas fuera
del biorreactor (offline) se encontr6 que efectivamente es posible realizar

mediciones in vivo en tiempo real del proceso.

Ansari y cols. (2008) disefian un biosensor de glucosa usando nanocestas
de Oxido de estafio (SnO4) unidas covalentemente a la enzima Glucosa oxidasa
(GOx). Los autores fabrican las nanocestas a partir de SnCl,XH>O0 con Oy a
temperatura de 90 °C en tubos de cuarzo, la deposicion de las nanoparticulas de
oxido de estafio fue realizada sobre una capa porosa de alimina, una lamina de
aluminio cubierta de oxido de aluminio (Al,O3), con poros de diametro de 80nm
a una temperatura de 350 a 450°C por 15 min, a una presion de 0.2 Torr por
medio una deposicion quimica por vapor de plasma. La caracterizacion de las
nanoparticulas se realiza por Microscopia Electronica de Barrido por emision por
campo (FEEM), Espectroscopia de fotoeléctrones de rayos X y Espectrometria

de Difraccion de Rayos X. La inmovilizacion de la enzima GOx se realizo por
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adsorcion fisica sobre la pelicula de estafio (aproximadamente 1000 unidades
de enzima por 3 horas), encontrdndose covalentemente unida al SnOg4, esto se
verific6 al observarse un pico de emisién de fotolectrones en la banda de
nitrégeno. La verificacion de la presencia de glucosa no se realizé en este caso
por RPS sino midiendo la corriente eléctrica generada por la liberacion de los
electrones al ocurrir la reaccién de oxidacién, la concentracion de glucosa varié
de 10 a 360 mg/dL y se encontré6 una sensibilidad lineal entre la corriente
producida por el biosensor y las concentraciones trabajadas, por lo que los
autores concluyen que efectivamente se produce una identificacion positiva por

parte del biosensor en presencia de glucosa.

De la misma manera se presentan en otros trabajos la fabricacion de
biosensores basados en el acoplamiento de proteinas particulares a
nanoparticulas metalicas para la deteccion biomoléculas. En este caso se sigue
el mismo proceso anterior de utilizar una reaccion electroguimica para la
generacion de sefiales eléctricas. Como ejemplo tenemos a Pingarron y cols.
(2008) en donde se menciona la aplicacién de nanoparticulas de oro acopladas
a enzimas particulares como la glucosa oxidasa o la peroxidasa de radbano
(HRP) para determinacion de los niveles de glucosa y de H,O,, también se
menciona la utilizacion de arreglos de anticuerpos como la IgG con oro coloidal
acoplado a electrodos de nanotubos de carbono entre otros. Los autores
mencionan también la utilizacion de las nanoparticulas en estudios de
hibridacion de DNA, tomando en este caso que la union del oro coloidal se da en

cadenas de DNA sencillas por enlaces covalentes al azufre del grupo
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Mercaptoetano del oligonucle6tido. En esto caso la sefial generada tiene un alto
grado de sensibilidad hasta el punto de distinguir por medio de la medicion de

voltaje si esta ocurriendo o no un proceso de hibridacion.

Otro caso es el desarrollo de un biosensor de Nitrato por parte de Dai y
cols. (2008) en donde se inmoviliza una molécula de hemoglobina en
nanoesfesferas huecas de CdS unida a un electrodo de carbon. En este caso
ocurre una reaccion de reduccion de NO, a NO en donde los electrones
provinieron del atomo de hierro del grupo hemo de la hemoglobina. Se observo
un pico de de potencial eléctrico a los — 286 mV a una concentracion de 0.1 M a
pH 7 en buffer fosfato. El rango de linealidad se conservo de 0.3 a 182 uM y el
limite inferior en 0.08 uM. Al final se concluye que proteinas inmovilizadas en
una matriz metélica pueden funcionar como biosensores y contribuir al desarrollo

de nuevos de métodos de deteccidon moleculares.

Cabe destacar que también ha sido utilizado el fenémeno de resonancia
plasmonica de superficie como mecanismo de deteccion de enfermedades y de
varios agentes patdégenos. Nagel y cols. (2008) usan la sefial RPS para la
identificacion serodiagnéstica de la enfermedad de Lyme, trastorno parasitario
causado por Borrelia burgdofeli. Los investigadores trabajan con anticuerpos
especificos inmovilizados sobre una superficie para la deteccién del parasito en
el suero sanguineo. Los autores trabajaron con una dilucién 1/20 de suero en
buffer HBS al 0.05% de Tween 20 y con 1 mg/mL de carboximetil dextrano para

reducir la identificacion no especifica, trabajaron con anticuerpos contra
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Ospc/pepC10, las cuales son proteinas integrales de la membrana del parésito,
obteniéndose una sensibilidad del 92%, ademas también se trabajo con
anticuerpos contra las proteinas VISE/C6 obteniéndose una sensibilidad en este
caso de 82 y 86% respectivamente, estos resultados fueron validados contra un
Western Blotting arrojando una correlacion del 96,5% con los resultados
anteriores obtenidos por RPS. La ventaja del método RPS es que se tiene un
monitoreo sensible y directo para determinar la presencia del parasito en la
sangre y no es necesario en este caso realizar un inmunomarcaje secundario

sobre la muestra.

En su revision bibliogréfica, Skottrup y cols. (2008) investigan el desarrollo
de inmunobiosensores para la identificacion de microorganismos tales como
Salmonella sp., Escherichia coli, Streptococus mutans, Bacilus cereus, Bacilus
anthracis y Listeria monocytogenes. Mencionan que muchos de estos métodos
trabajan con el anticuerpo retenido sobre una superficie fija y por medio de
diferentes técnicas se evidencia la interaccion del anticuerpo con su antigeno
respectivo. Dentro de las técnicas que mencionan los autores se encuentra
Resonancia Plasmonica de Superficie, Microbalanza de Cristal de Cuarzo,
técnica que consiste en la medicién de los cambios de frecuencia de un cristal
de cuarzo piezoeléctrico (cristales que al ser sometidos a tensiones mecanicas
inducen una polarizacion eléctrica de su masa) el cual es muy sensible a los
cambios de masa, y por ultimo las sefiales de cantilelever, que son estructuras
fabricadas que sirven de soporte para brazos o plataformas de otras

construcciones. Estos soportes son construidos a partir de silicon, oxido de
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silicio o cualquier otro polimero, la medicion de las masas se realiza por los
cambios de deflexion de del haz incidente, generalmente las mediciones en
estas nanoestructuras son realizadas en un microscopio de fuerza atémica
(AFM). Los autores concluyen que son métodos con una alta sensibilidad

llegando a calcular incluso la masa de pequefas particulas viricas.

Por ultimo se puede nombrar el trabajo de Cui y cols. (2008), quienes
disefian un biosensor para la identificacion de inmunoglobulinas humanas
(HIgG). En este caso se utilizan dos anticuerpos, uno de ellos —el primario- esta
acoplado a una nanoparticula de oro coloidal a su vez unida a un nanotubo de
carbono soportado sobre un electrodo de carbon. El otro -el secundario- se
encuentra unido a otra nanoparticula de oro la cual, a su vez, se encuentra unida
a la HRP. En este caso, ambos anticuerpos, primario y secundario, reconocen el
mismo antigeno, la HIgG (ver figura 1). La sefal utilizada para medir el
experimento es el amperaje que se genera de la reaccién electroquimica de

degradacion del H,0..
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Figural. Biosensor para la deteccion de inmunoglobulina humana (tomado de

Cuiy cols., 2008).

Como se puede observar han sido desarrollados diferentes mecanismos
para la deteccion de sefiales generadas en sistemas bioldgicos, en primer lugar
enfocadas para el transporte especifico de drogas (drug delivery), usando para
esto liposomas, nanoparticulas poliméricas y nanoparticulas metalicas, unidas
todas estas a anticuerpos o a PTDs (dominios de transduccion de proteinas), en
segundo lugar se ha mencionado el surgimiento de nuevos métodos de
deteccibn basados en las propiedades conductoras y Opticas de las
nanoparticulas metalicas y su aplicacibn en varios estudios en biologia
molecular. Sobre la base de esto se pretende unir anticuerpos especificos a las
nanoparticulas para obtener un bioensayo que establezca la presencia de

organismos parasitarios en una muestra problema.

En nuestro caso se desea trabajar con parasitos del genero Leishmania,
protozoarios miembros del orden Kinetoplastida, de la familia Tripanosomatidae,
los cuales tienen gran importancia epidemioldgica (Kreiger, 1991; McGwire y
cols., 2010) provocando dependiendo de la especie y de la respuesta
inmunoldgica del individuo, una variedad de patologias como dafios a nivel
cutaneo, visceral 0 muco-cutdneo, un trastorno conocido como Leishmaniasis
(Kreiger, 1991; Herwaldt, 1999, Amato y cols., 2008; Mitropoulos y cols., 2010).
La familia Tripanosomatidae esta formada por endoparasitos, cuyo ciclo de vida

se caracteriza por tener un amplio rango de hospedadores. Entre ellos tenemos
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organismos vertebrados, desde peces hasta mamiferos, y organismos
invertebrados, conformados por las especies de insectos hematéfagos
Phelobotomus sspp., y Sergentomyia sspp., en el viejo mundo, y las especies
Lutzomyia sspp., y Brumptmoyia sspp., en el nuevo mundo (Herwaldt, 1999;

Mutiso y cols., 2010).

La familia Tripanosomatidae tiene la propiedad de sufrir cambios
morfolégicos claramente identificables. Estos cambios se dan a lo largo de su
ciclo de vida, siendo algunos caracteristicos solo dentro de determinados
hospedadores. En el caso de Leishmania sspp, se presentan dos estadios, uno
movil y flagelar, el promastigote que se da el intestino del vector invertebrado, el
flebotomus, el otro inmévil y aflagelar, el amastigote que se da en el interior del
hospedador vertebrado, especificamente en el citoplasma de los macréfagos del
sistema inmunitario. Estos parasitos poseen la propiedad de evadir la
respuesta inmune (resistencia al complemento) al ser capaces de sobrevivir
dentro del fagolisosoma de los macréfagos y de reproducirse dentro de la célula

viva (Herwaldt, 1999; Kreiger, 1991; Mitropulos y cols., 2010).

El proceso de infeccibn comienza dentro del intestino del flebétomo,
donde el parasito en su estado de promastigote se reproduce dentro de los
enterocitos, lo cual causa dafios al vector entre los cuales se mencionan:
pérdida de las microvellosidades, distension intestinal y dafio vacuolar y
mitocondrial en los enterocitos (Kreiger, 1991). La infeccibn en los

hospedadores vertebrados se produce cuando el vector inocula el paréasito en el
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torrente sanguineo, en este caso ocurre una regurgitacion del parasito del
intestino del vector. Una vez introducido el parasito dentro del hospedador se
produce la respuesta del sistema inmunolégico, en donde ocurre la fagocitosis
de los promastigotes por parte de los macréfagos, estos logran sobrevivir en el
interior del lisosoma gracias a la accion del lipofosfoglicano, que forma un
glucocdlix que rodea a la célula y evita la union del lisosoma primario al
fagosoma evitando la formacion del lisosoma secundario, ademas el glucocalix
permite la unién de Leishmania spp., a los enterocitos por medio de la mediacion

de lectinas especificas para galactosa (Kreiger, 1991; Matmurray y cols., 2005).

Por otra parte se tiene la accién de la proteina GP63, una proteina de
superficie presente en todas especies de Leishmania spp., que posee actividad
proteolitica la cual inhibe la accion de las enzimas lisosomales (Kreiger, 1991,
Matmurray y cols., 2005). Una vez en el interior de la vacuola parasitofora se
efectla el cambio morfologico de promastigote a amastigote. En el estado de
amastigote el parasito se reproduce en el interior del fagosoma, para esto se
producen las enzimas superéxido catalasa y superdéxido dismutasa que
permiten al amastigote sobrevivir en medio &cido con un pH de 4-4.5 (Kreiger,
1991; Gupta y cols., 2009; Gupta y cols., 2010). El ciclo infeccioso se reinicia
cuando un fleb6tomo sano pica a un hospedador infectado en donde, como se
menciono anteriormente, se reproduce el parasito nuevamente en el intestino del

vector (Fig. 2)

22



Sandfly Stages Human Stages

a Sandfly takes a blood meal Pramasti
gotes are
(ingects promastigote stage e phagocytized by

info the skin) h
eDi-.'id& in midgut and ,—-ﬂ - ’ macrophages
migrate to proboscis ‘W (_
Promastigotes transform

Wi A
m into amastigotes inside

macrophages A
W
Amastigotes transform into

promastigote stage in midgut

Amastigotes multiply in cells

_ -‘. (\ ;— {including macrophages) of
=1 = | h wvarious tissues ﬂ

9 Ingestion of ;5,'1'
parasitized cell e
Sandfly takes a blood meal
{ingests macrophages infected

with amastigotes)
A= Infective Stage

ﬂ; Diagnostic Stage

hitp:/www, dpd cde.govidpdx
Figura 2. Ciclo de vida de Leishmania sspp. (Tomado de

http://www.dpd.cdc.gov/dpdx)

Reconocer la presencia de parasitos o de antigenos de superficie de
cualquiera de los estadios en pacientes infectados, incluso en etapas tempranas
de la enfermedad es de gran importancia para realizar un tratamiento
farmacolégico efectivo que mejore la calidad de vida de los pacientes de manera

de evitar los dafios posteriores de la enfermedad avanzada.

Mediante estudios gendmicos y protedmicos ha sido posible identificar
ambos estadios. De esta manera, el trabajo de Leifo y cols. (1989), reporta el

analisis de la expresion de 8160 genes en Leishmania major, encontrando el
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94% de estos expresados en ambos estadios, un 1.4% expresados Unicamente
en el estado de amastigote y un 1.5% exclusivos del estado de promastigote.
Los mismos investigadores hallaron en promastigotes de Leishmania infantum y
amastigotes axénicos (provenientes de un medio cultivo puro) una expresion
diferenciada de 91 proteinas identificadas, donde 72% (66 proteinas) se
presentaron en ambos estadios, un 8% (7 proteinas) se encontraron en el
estado de amastigote y un 20% (18 proteinas) se observaron en el estado de

promastigote.

Por otro lado, Sadick y Raff (1985) demostraron la expresion diferencial
de proteinas superficiales de membrana en ambos estadios de Leishmania
tropica, utilizando macréfagos susceptibles a promastigotes y macrofagos
resistentes a amastigotes. Los autores encontraron -aplicando técnicas de
inmunoblotting, SDS-PAGE y marcaje radioactivo con lodo 125 (1'*°)- la
expresion de 9 proteinas asociadas exclusivamente a la membrana plasméatica
en los promastigotes y una proteina y 3 antigenos (22, 25 y 29KDa) asociados
exclusivamente a la membrana plasmatica de amastigotes. Dichas proteinas

captaron el ion radioactivo a través de un proceso de glicosilacion.

Finalmente, Jaffe y Rachamim (1989) encontraron especificidad de cinco
anticuerpos monoclonales contra amastigotes (nombrados desde T16 a T20) de
L. major. Ninguno de estos anticuerpos reacciond contra promastigotes de L.
major o de L. donovani. El anticuerpo T16 reacciond positivamente contra

amastigotes de L. mexicana, L. amazonensi y L donovani. Los autores

24



identificaron -mediante técnicas de Western blotting (inmunoblotting) e
inmunoprecipitacion- que el anticuerpo T16 reacciona contra varias proteinas de
amastigotes de L. major (entre 12 y 180 KDa). Los investigadores concluyen que
estos anticuerpos pueden ser usados para la determinacion de la presencia de

L. major en biopsias de tejido humano.
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OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de este trabajo consiste en la inmunodeteccion de
parasitos tropicales mediante anticuerpos adsorbidos en la superficie de
nanoparticulas metélicas a fin de generar un método de deteccién de la infeccidn

gue sea sensible y efectivo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar utilizando técnicas espectroscépicas la unién de anticuerpos
contra antigenos de superficie expresados en la superficie de parasitos
unicelulares (familia Tripanosomatidae) y nanoparticulas metalicas.

2. Optimizar las condiciones de unién de nanoparticulas metalicas y
anticuerpos.

3. Evaluar la especificidad del arreglo nanoparticula-anticuerpo obtenido

como agente de identificacion de parasitos del genero Leishmania.
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MATERIALES Y METODOS

1. Obtencion de nanoparticulas de oro por ablacion por laser
Para la generacion de nanoparticulas de oro (AuNP) se empleara la
técnica de ablacién por laser (Ortega, 2007). Para ello la muestra se colocara de
manera tal que el haz del laser incida directamente sobre la placa de oro.
Para la remocion del material de la placa de oro se empleard un laser
pulsado Nd:YAG ( Continuum Surelite Q-Swiched), cuyas caracteristicas se
muestran en la tabla 1:

Tabla 1 caracteristicas Surelite I

Longitud de onda 1064 nm 532 nm 355 nm
Energia 650 mJ 300 mJ 100/160 mJ
Tamafo del pulso 5-7 ns 4-6 ns 4-6 ns
Estabilidad 2.5% 3.5% 4.0%
Frecuencia de repeticion 10 Hz

Como se muestra en la tabla 1, éste laser pulsado puede generar
radiacion laser a tres longitudes de onda correspondientes a tres regiones del
espectro electromagnético. En nuestro caso, se trabajé fundamentalmente a
520nm debido a que esta longitud de onda nos proporciona una energia
suficiente como para arrancar material y asi generar nanoparticulas de oro. Se
trabajo con agua deshionizada como solvente y se realizo tres ensayos
diferentes, el primero de ellos consistio en la sintesis de nanoparticulas solo con
el solvente, el segundo ensayo fue la sintesis de nanoparticulas a una solucion
de 10° M de dodecil sulfato sédico (SDS), y por ultimo un tercer ensayo a

distintas concentraciones de polietilenglicol (PEG) como agente emulsificante de
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las AuNP. Larazén de usar emulsificantes es que existe la tendencia de que las
nanoparticulas tanto poliméricas como metalicas interactuen entre si formando
agregados (Hans y Lowman, 2008; Nash y cols., 2010) por lo que el SDS
(Marquez, 2009) y el PEG (Hans y Lowman, 2008; Odaci y cols., 2010) son
usados para evitar la agregacién de las AuNP. El PEG es usado como
emulsificante en lugar del SDS para la formacion de los arreglos anticuerpo-
nanoparticulas, porque el SDS elimina la estructura tridimencional de las
proteinas lo que provoca su desnaturalizacion. Para los fines experimentales es
necesario conservar la conformacion nativa de la proteina para mantener la
inmunorreactividad de los anticuerpos lo cual se logra usando el PEG en lugar
del SDS. EI PEG también actia como funcionalizador de la superficie de las
AuNP al permitir la correcta orientacion de la inmunoglobulina mediante el
enlace a los extremos C-Terminales ubicados en las unidades pesadas y
livianas del anticuerpo (Skottrup y cols.,, 2008). Se trabajé con tres
concentraciones diferentes de PEG: 10*M, 10°M y 10°M para determinar la
concentracion 6ptima de trabajo. En este caso se us6 un volumen de 7mL en
cada vial, y se utilizaron tiempos de ablaciéon de 3 min., 5min y de 7 min. Los
viales y todo el material de vidrio utilizado para la generacién y caracterizacion

de las AuNP, fueron lavados y secados con etanol.

Un detalle en particular es que el laser usado en el laboratorio, posee una

fluctuacion de la energia que no se puede controlar, por lo cual debe medirse la

cantidad de energia antes y después de la sintesis de las nanoparticulas Las
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nanoparticulas en este caso fueron obtenidas en el Laboratorio de
Espectroscopia Laser de la Escuela de Quimica de la Universidad Central de

Venezuela.

2. Caracterizacion de nanoparticulas de oro.

La caracterizacion de las nanoparticulas se realiz6 midiendo el espectro
de absorbancia, observandose un pico en los 520nm el cual corresponde a las
longitud de onda de absorbancia de las AuNP (Chu y cols., 2005; Chuang y
cols., 2010). Se utilizé en este caso una lampara que cubre todo el espectro
electromagnético y un  software llamado Oobasic 32 para registrar las
mediciones de los espectros de absorbancia. Los datos obtenidos por este

programa fueron posteriormente graficados con el programa OriginPro 7.5.

Posteriormente se procedié a medir las frecuencia de aparicién de los
diferentes diametros de las AuNP utilizando una técnica llamada Dispersion
Dinamica de Luz (Dinamic Light Scattering, DLS). Esta técnica consiste en
irradiar con un haz de luz polarizada una muestra con particulas en suspensiéon
que presentan movimiento browniano; las particulas al moverse causan la
dispersion del haz de luz, siendo esto una funciéon que depende del diametro
hidrodinamico de la particula (diametro real con junto a una capa de
solvatacion). Esto se logra mediante el uso de una ecuacion conocida como
ecuacion de Stokes-Einstain :

d = kt/3rnnD
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Donde D es el coeficiente de difusidn traslacional, n es la viscosidad del
medio, t la temperatura absoluta, k la constante de Bolztman y d es el diametro
hidrodindmico.

La medicion se llevd a cabo con laser de helio-nedn el cual es enfocado
mediante un sistema de espejos hacia una cédmara en donde se coloca la
muestra problema. Se usaron dos programas para realizar las mediciones,
ambos desarrollados en el laboratorio de espectroscopia laser. El primero de
ellos, llamado power_dIs_v2.vi, mide el cambio de potencial eléctrico en el
tiempo; el segundo programa, llamado Gui-PSD, se utiliza para determinar la
distribucién de frecuencias de nanoparticulas en funcion de su didmetro. Los
datos obtenidos fueron graficados usando el programa OriginPro 7.5.

Las AuNP fueron caracterizadas mediante el microscopio electrénico de
transmision (TEM), en este caso se colocO una pequefia gota de la suspensién
en una rejilla de cobre, luego de lo cual se procedié a su observacion al TEM.
Las imagenes obtenidas fueron analizadas midiendo los diametros de las AuNP.
En base a lo anterior se seleccioné la suspensién de nanoparticulas 102 M
debido a que esta suspension presentd un menor diametro promedio de
particula determinado por las micrografias electronicas obtenidas y también por
poseer un espectro de absorbancia mayor al resto de las suspensiones

preparadas.

3. Unidén del complejo nanoparticula-anticuerpo
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Los anticuerpos primarios utilizados para acoplar a las AuNP consistieron
en Inmunoglobulinas G (IgG) policlonales, especificamente el anticuerpo anti-
gp63 de raton (ABD Serotec), una proteina que se encuentra expresada en la
superficie de promastigotes del genero Leishmania spp., involucrada en la
supervivencia del parasito en el interior del macréfago (Muskus y Marin, 2002).
Una vez que el promastigote invade al macréfago, es atacado por enzimas
lisosomales y por metabolitos reactivos del oxigeno. La glicoproteina gp63,
parece jugar un papel primordial en la supervivencia del parasito en el
macréfago. Esta glicoproteina, cuya actividad proteasa Optima se alcanza a pH 4
precisamente el encontrado en el fagolisosoma, esta involucrada en la
degradacion inespecifica de enzimas lisosomales deletéreas para el parasito
(Chaudhuri y Chang, 1988).

La reconstitucién del anticuerpo se realiz6 agregando 0.5 mL (500uL) de
agua destilada al polvo liofilizado, segun instrucciones del fabricante. Luego se
procedio a preparar soluciones blanco en diluciones de 1:100; 1:1000 y 1:10000.
La dilucion 1:100 se prepar6 tomando 20uL de la solucion reconstituida de
anticuerpo anti-gp63 y llevandola a un volumen final de 2000 pL al agregar 1980
uL de agua deionizada, segun se indica en la figura 2. La dilucion 1:1000 se
preparé tomando 200 uL de la solucién 1:100 y llevandola a un volumen final de
2000pL. La solucion 1:10000 se prepar6 de manera similar, tal y como se indica

en la figura 3.
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Figura 3. Preparacion de las diluciones de anticuerpo anti-gp63.

Estas soluciones se utilizaron como blanco en las mediciones de
absorbancia de los espectros de las suspensiones con AuNP conjugadas con el
anticuerpo anti-gp63. Seguidamente se procedid a preparar soluciones con
diluciones de 1:100; 1:1000 y 1:10000 de anticuerpo anti-gp63 y AuNP. Para
esto se realiz6 la unién del anticuerpo anti-gp63- AUNP agregando un volumen
de 20 pL del anticuerpo reconstituido a 1980 uL de la suspension de
nanoparticulas de la concentracién previamente seleccionada (102M), de esta
forma se obtuvo la dilucion 1:100. Las diluciones restantes (1:1000 y 1:10000) se

obtuvieron del modo descrito en el parrafo anterior, ver figura 3.

20 uL 200 uL 300 ul

| vl \:

500 ulL 1980 uL 1800 uL 1800 uL
Sol.Madre Au-PEG AU-PEG AU-PEG
20ul Ab 200uL Ab 200 ul Ab
Dil. 1100  Dil. 11000 Dil. 1 A10000

Figura 4. Preparacion de los complejos anti-gp63-AuNP.
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Se evidenci6 la union de los anticuerpos a las AuNP registrando la
disminucién del pico del espectro absorbancia en los 520 nm durante una hora,
un procedimiento similar es usado por Chu y cols. (2005) y por Chuang y cols.
(2010) donde miden la disminucion del pico de absorbancia por un tiempo de 20

minutos.

4. Ensayo de union del complejo anti-gp63-AuNP a parésitos de L.
major.

Los promastigotes de Leishmania major fueron cultivados en medio
Schneider de insectos a una temperatura de 27°C y un pH de 7.4 suplementado
con suero de bovino inactivado al 10 % (FBS). Las células fueron lavadas dos
veces con buffer fosfato (PBS 10mM fosfato; 2.7 mM de KCI; 137 mM de NacCl,
pH 7.4).

Se procedié a la inmovilizacion de los promastigotes de L. major de la
manera siguiente: Se tomé un frasco de cultivo Falcon® de 50ml en donde se
coloco una solucién de poli-lisina (10mM) en PBS por 30 min., lo suficiente para
cubrir la superficie del frasco. Al cumplirse el tiempo se remueve la solucion de
Poli-Lisina y se la va la superficie con PBS dos veces; 10ml de la suspension de
paréasitos fueron lavadps en PBS y colocados en el interior del frasco Falcon® y
se dejé por 15 min o hasta que toda la poblacion se adheriera a la superficie.
Después de esto, las ceélulas fueron fijadas con wuna solucidon de
paraformaldehido al 4% en PBS durante 10 min., lavadas con cloruro de

amonio 50mM en PBS por 5 min y por ultimo se lavaron dos veces con PBS.
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Se midi6 el espectro de absorcién del complejo anti-gp63-AuNP antes de
ser agregado al tubo Falcon®. Posteriormente se agreg6 2ml del complejo sobre
la superficie en donde estan fijados los parasitos y se dejo reaccionar el sistema
por 48 horas en total, luego de lo cual se midi6 nuevamente el espectro de
absorcién. En este caso se espera observar una disminucion del espectro de
absorbancia debido a la unién de las AuNP a la membrana plasmatica de los

parasitos.

5. Ensayo de unién del complejo anti-gp63-AuNP a parasitos de L.
major en suspension.

Inicialmente se procedi6 a medir el espectro de absorbancia de la
suspension de parasitos de L. major y del complejo anti-gp63-AuNP antes de la
interaccion. Luego se afiadié un volumen de 2 mL del complejo a la suspensién
de paréasitos y se dejo interactuar el sistema por 2 horas. Después de
transcurrido este tiempo se midi6 nuevamente el espectro de absorcién del
complejo, en este caso se espera observar, como en el ensayo anterior, una
disminucién de espectro de absorcién debido a la unién del complejo anti-gp63-

AuUNP a los parésitos.

6. Ensayo de unién del complejo anti-gp63-AuNP con la proteina de
gp63 aislada de la membrana plasmatica de Leishmania major.
En este caso se trabajé con un extracto de 500 uL de una solucion

purificada 1 mg/mL de proteina gp63 purificada de la superficie de Leishmania
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major. Aqui, como en los ensayos anteriores, se midié inicialmente el espectro
de absorcion de las AuNP y el espectro de absorcion del complejo anti-gp63-
AuUNP. Inicialmente se coloc6 100 uL de proteina gp63 en un volumen de 1mL
del complejo anti-gp63-AuNP y se midié el espectro a los 0 y a los 18 min.
Luego se agreg6 100 uL adicionales de la solucion de gp63 para un volumen de
200uL AuNP funcionalizadas, en este caso se registr0 el espectro de
absorbancia a los 0 y a los 8 min. Se agregd posteriormente 200 uL
adicionales de gp63 a la suspension de nanoparticulas y se midio el espectro de
absorbancia a los 0 y a los 5 min. Por ultimo se agreg6 300 uL del extracto de
proteina gp63 a la suspension y se midid el espectro de absorbancia a los 0

minutos y los 6 minutos de reaccion.
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RESULTADOS

1. Caracterizacion de las nanoparticulas oro

Inicialmente se realiz6 un ensayo de sintesis de AuNP en agua destilada
y en dos soluciones de dodecil sulfato de sodio (SDS) de de 4,7 x 10% M y de
4,7 x 10° M respectivamente, esto se realiz para corroborar lo reportado por
Hans y Lowman (2008), donde se menciona la necesidad de trabajar con
agentes emulsificantes por la tendencia de las nanoparticulas a formar
agregados. Los autores mencionan este comportamiento para nanoparticulas
poliméricas. Este mismo comportamiento se encuentra en nanoparticulas
metélicas como las AUNP como se reporta West (2009) en donde la agregacién
de las AuNP provoca un cambio de coloracion en la suspension acuosa. La
sintesis de AuNP se realiz6 en un volumen de 7mL en agua deionizada en viales
de vidrio. Para las soluciones de SDS se utiliz6 un tiempo de ablacién de 7 min.
En el caso de las soluciones de PEG se midieron distintos tiempos de ablacién
usando la solucién de 102 M de PEG para determinar el tiempo 6ptimo de
ablacion, siendo de 5 min. Se observé que luego de este tiempo, la solucién se
calienta y se evapora, salpicando en ocasiones la lente que dirige el haz del
laser sobre la muestra. La energia del laser es medida antes y después de la
sintesis de las AuNP debido a que la coherencia del haz no se mantiene
constante en el tiempo, lo que hace variar la energia incidente sobre la placa.
En este caso también se calcula la irradiancia, es decir la cantidad de radiacion

por superficie que recibe la muestra. El diametro del haz del laser sobre la
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muestra es medido usando un papel fotosensible y una regla graduada,
resultando en 1,5 cm; para el célculo de la irradiancia se utilizo la siguiente

expresion:

E

prom

A

pulso spot

t

En donde Epom €S la energia promedio, tpuso €l tiempo del pulso del laser
aplicado sobre la muestra y Aspo €l area del spot, que representa el area de una
circunferencia. En la suspensién de agua deionizada sin emulsificante se
observé la precipitacion de las AuNP en el fondo del vial; en este caso el
espectro de absorcion de la suspensién coincidié con el espectro de absorcién
del blanco (datos no mostrados). La irradianza medida en esta suspension fue
de 46,67 MW/cm?,

En las soluciones de SDS se observo la formacion de las AuNP en
suspension sin formacion de precipitados. En este caso el liquido pas6 de
incoloro y transparente a una coloracion rosada, tal como se muestra en la
literatura (Fig. 5). El espectro de absorbancia de las soluciones de 4,7 x 102 M
y de 4,7 x 10> M de SDS arroja a su vez un pico en los 521,32 nm (Fig. 6) que
corresponde con la banda de absorcion de las AuNP (Chu y cols., 2005;

Marquez, 2009).
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Figura 5. Cambio colorimétrico ocasionado por la agregacion de AuNP (tomada

de West, 2009)
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Figura 6. Espectro de absorbancia de AUNP en SDS
Los espectros de absorbancia indican una mayor cantidad de AuNP en la
solucién de 4,7 x 10°M de SDS, aunque en este caso no se estima por el
espectro de absorbancia una cuantificacién exacta del niumero de AuNP en la
suspension. Sobre la solucién de SDS en agua incidié una irradianza promedio

de 5,275 x 10™** GW/cm? en un tiempo de ablacién de 5 min. Se estimé en este

caso por Dinamic Light Scattering (DLS) la distribuciéon de la frecuencia de
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aparicion de

las nanoparticulas vs el

didmetro hidrodinamico de

las

nanoparticulas para las soluciones de concentracion de SDS correspondientes a

4,7 x10%M y 4,7 x103M (figs. 7 y 8 respectivamente).

Figura 7. Determinacion del didmetro hidrodinamico promedio de las AuNP

mediante DLS en la solucién de 4,7 x 10°M SDS
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Figura 8: Determinacién del diametro hidrodinAmico promedio de las AuNP

mediante DLS en la soluciéon de 4,7 x 10°M SDS
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La distribucion de AuNP observadas en las Figura 7 y la Figura 8
contiene errores en los calculos de los didmetros hidrodindmicos debido al

montaje experimental del equipo de DLS. En este caso el equipo registra el

doble de la intensidad real del haz dispersado por las particulas en suspension,

dando como resultado el doble del diametro de las AuNP. En la soluciéon de 4.7

x 102 M SDS (fig.7) se obtuvo un didametro hidrodinamico promedio de AuNP de

375.6082nm, el cual al ser corregido resulta en un diametro aproximado de

187.80nm. Para la solucién de 4.7 x 10> M SDS (fig.8) se obtuvo un diametro

hidrodinamico promedio de AuNP de 436.0295nm, el cual al ser corregido

resulta en un diametro aproximado de 218.01nm.
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A partir de los datos obtenidos se verifica lo mencionado en la bibliografia
por Hans 'y Lowman (2008) y Marquez (2009), quienes indican que es necesaria
la presencia de agentes emulsificantes para evitar la agregacion de las
nanoparticulas generadas. En nuestro caso no es posible usar SDS para
ensayos biolégicos ya que tiende a alterar la estructura terciaria de las proteinas,
la cual es fundamental para que la molécula mantenga su actividad bioldgica.
Esto puede verse en algunas técnicas experimentales comunes en biologia
celular molecular, como en el caso de la electroforésis en gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE), donde el SDS es usado para desnaturalizar las proteinas de
manera de estimar los pesos moleculares del polipéptido mediante la
comparacion de las bandas obtenidas con bandas de referencia (Alberts y cols.,
2002).

En el caso de ensayos biolégicos han sido usados otros compuestos
como agentes emulsificantes entre los cuales se puede mencionar brevemente
el suero de albumina de bovino (Chu y cols., 2006), el dextrano (Montet y cols.,
2006; Skottrup y cols., 2008); la fosfatdilcolina, el dimetil amonio bromida,
amfifila D-a-tocoferil polietilenglicol (Hans y Lowman, 2006) y por ultimo se
menciona el mercaptoetanosulfonato (Ros y cols., 1998). En nuestro caso se
utilizo para la fabricacion del biosensor de Leishmania spp el polietilenglicol
(PEG) como agente emulsificante, dado que este compuesto no compromete la
estructura terciaria de los anticuerpos a la concentracién utilizada, lo cual es
fundamental para garantizar el reconocimiento del antigeno, ademas el PEG

actia como agente funcionalizador de la superficie de las AuNP (Skottrup y cols.
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2008). Esto garantiza la correcta orientacion de los anticuerpos (IgG) debido a
que el PEG se une a la inmunoglobulina a través de los extremos C-terminal
tanto de las subunidades de cadenas ligeras como de las cadenas pesadas,
exponiendo la region multivariable hacia la solucion, es decir hacia el antigeno
(region Fab, Fig. 9), mientras que la region conservada permanece unida a la
superficie de las AuUNP.

(9a).

antigen-

binding .
S / \ heavy chain
L
‘@
R,

loops that bind antigen
N antigen

light chain

variable domain
of light chain (V)
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PEG ————>
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Figura 9. Estructura de una inmunoglobulina G tipica. Se muestra la posicion de
los extremos C-terminal en las cadenas livianas (fig 9a, tomada de Alberts y
cols., 2002), asi como el arreglo IgG-PEG-AuNP en la nanoparticula

funcionalizada (fig 9b).

Luego se procedié a estimar la concentracion Optima de PEG para los
ensayos posteriores de unién de las AuNP con el anticuerpo anti-gp63. Para
esto se sintetizaron las AuNP a diferentes concentraciones de PEG por medio
de la técnica de ablacion con laser, el tiempo de ablacion utilizado fue de 5 min.
A continuacién se presenta la energia promedio y la irradianza que incide sobre

las soluciones (tabla 2):

Tabla 2. Energia promedio e irradianza utilizadas en la generacion de AuNP

durante la determinacion de la concentracion 6ptima de PEG:

Concentracion de PEG | Energia promedio Irradiancia
(M) (mJ) (mW/cm2)
107 42,75 45,36
107 55,10 58,46
10 53,80 57,08
107 49,10 52,10
10° 54,10 57,40
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En la tabla 2 se muestra la energia promedio del ldser antes y después de las
sintesis de las AuNP. Se observa que la energia del haz varia
considerablemente en el tiempo, variando por lo tanto la irradiancia que incide
sobre la muestra, esto da como resultado que no siempre se tengan condiciones
constantes en la sintesis de las nanoparticulas de oro, haciendo dificil obtener
resultados reproducibles. Seria recomendable estabilizar la energia del haz o

utilizar un laser en donde se mantenga un haz coherente en el tiempo.

A continuacion se presentan los espectros de absorcién de cada una de
las suspensiones de AuNP. En este caso se observa un pico de absorcion en
518,92 nm encontrdndose que conforme aumenta la concentracion de PEG se
obtiene una mayor absorciéon por parte de las AuNP en suspension, lo que

evidenciaria una acumulacién de nanoparticulas de oro en la fase liquida.

1,0+

——10-2 M de PEG
o ——10-3 M de PEG
S ——10-4 M de PEG
s ——10-5 M de PEG
S 037 ——10-6 Mde PEG
e}
<
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Figura 10. Espectros de absorbancia de las AuNP en las soluciones de PEG.

En general se observa una disminucién del nimero de AuNP conforme
disminuye la concentracion del surfactante, este es el efecto esperado cuando
se varia la concentracion del surfactante obteniéndose en el proceso
nanoparticulas de diametros mucho menores (Marquez, 2009).

A continuacion se presentan los datos obtenidos a partir del programa
Gui-PSD vy de la observacion al TEM de cada una de las suspensiones de AuNP
preparadas en concentraciones de PEG de 107 a 10°M. Las gréficas muestran
la frecuencia de nanoparticulas en funcion de su diametro hidrodinamico en
cada solucion. Las condiciones de medida usadas en el programa son las
siguientes: temperatura: 300°K; viscosidad del medio: 1; indice de refraccién del
medio: 1,497; longitud de onda del laser de He-Ne: 632,8nm; angulo de
incidencia del haz: 106.6° grados. El volumen usado en las mediciones fue de
aproximadamente 2 mL. Hay que reportar que no se presenta la micrografia
correspondiente a la solucién de 10° M PEG debido a que no se pudo lograr la

correcta deposicion de las AuNP sobre la rejilla de cobre.
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Figura 11: 11a) Frecuencia de AuNP en funcion del didmetro hidrodinamico para

la solucion 102 M de PEG.
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Figura 11b) Micrografia electrénica (TEM) para la solucion 10-2 M de PEG +
AUNP.

Au NP + PEG 10-2 M 5 min ablacién
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Figura 12: 12a) Frecuencia de AuNP en funcion del didmetro hidrodinamico para

la solucion 10°M de PEG.

Figura 12b) Micrografia electronica (TEM) para la solucién 102 M de PEG +
AuNP

Au NP + PEG 10-3 M 5 min ablacién
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Figura 13: 13a) Frecuencia de AuNP en funcion del didmetro hidrodinamico para

la solucion 10*M de PEG.

Figura 13b) Micrografia electronica (TEM) para la solucién 10* M de PEG +
AUuNP

Au NP + PEG 10-4 M 5 min ablacién
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Figura 14: 14a) Frecuencia de AuNP en funcion del didmetro hidrodinamico para

la solucion 10° M de PEG.

Figura 14b) Micrografia electrénica (TEM) para la solucién 10° M de PEG +
AuNP

Au NP + PEG 10-5 M 5 min ablacién
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Figura 15. Frecuencia de AuNP en funcion del didmetro hidrodinamico para la

solucién 10° M de PEG.
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Hay que reportar que se presenta un error en el montaje experimental del equipo
de Dispersion Dinamica de Luz (DLS), obteniéndose en éste no solo el haz de
luz dispersado sino también otros procedentes directamente de la fuente de
emisién. En este caso se obtiene una sefal el doble de la magnitud esperada

por lo que los diametros hidrodinamicos estimados deben ser corregidos.
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Dichos valores son presentados en la tabla siguiente:
Tabla 3. Comparacion del diametro hidrodindmico promedio con el didmetro

promedio obtenido al TEM.

Solucion de Diametro Diametro
PEG (M) hidrodindmico promedio de
promedio (nm) particula por TEM

(nm)
107 72,07 13,23
107 22,07 26,43
10* 16,84 14,05
10° 14,69 31,25

En la tabla 3 se observan los diametros hidrodinamicos promedio de las
concentraciones de 102 M a 10° M de PEG. Debemos mencionar que ambos
métodos no son comparables entre si. En primer lugar el diametro hidrodinamico
de las nanoparticulas no corresponde con el diametro real de las mismas pues
como ya se menciond, el didmetro hidrodinAmico corresponde al tamafio de la

nanoparticula con una capa de solvatacion. En segundo lugar el volumen
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utilizado en la medicién de DLS es mucho mayor que el utilizado en la rejilla para
el TEM, el cual es una pequefia gota depositada sobre la superficie, por lo que
desde el punto de vista estadistico el didmetro medido por la micrografia no es
muestra significativa de la poblacion total de AuNP.

Hay que considerar que en todas las muestras se encuentra una
poblacion de nanoparticulas con didmetros diferentes, esto puede deberse a que
la energia del haz varia durante la sintesis por ablacion con laser, otro fenébmeno
qgue puede influir en la diferencia observada entre los didmetros hidrodinamico y
el obtenido al TEM es el apantallamiento producido por las nanoparticulas en
suspension, impidiendo el paso del haz hacia la placa de oro, en este caso la
energia incidente se ve disminuida causando que se obtengan AuNP de un
diametro menor.

En caso de la solucién de 10° M se obtuvo un error experimental durante la
medicion con el DLS, obteniéndose un valor demasiado elevado a los
encontrados con respecto a los obtenidos en las otras soluciones por lo que no
fue colocado en la tabla 2. Esto puede deberse a que el método de DLS detecta
el didmetro hidrodinamico de cualquier particula en suspension, por lo que si las
muestras se encuentran contaminadas, ya sea por ejemplo, de particulas de
polvo estas también seran detectadas por el equipo de DLS, generando en este
caso resultados erroneos al presentarse como nanoparticulas de mayor

diametro.
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2. Union del complejo nanoparticula-anticuerpo.

Se seleccioné la concentracién de 102 M de PEG para la unién AuNP
por presentar una mayor cantidad de nanoparticulas de oro de acuerdo a lo
observado en los espectros de absorbancia de la figura 10. Para registrar la
unién del anticuerpo sobre la superficie de las nanoparticulas se midio la
absorbancia en cada solucién por 1 hora (figura 16). En este caso se deberia
observar una disminucién significativa de la absorbancia después de que las
proteinas se unen a la superficie de las nanoparticulas (Chu y cols., 2006). A los
datos obtenidos se le realiz6 la prueba de Andlisis de Varianza (ANOVA) de una
via, usando un nivel de significancia de 0.05, arrojando que no hay cambios
significativos en la absorbancia durante el proceso de union de los anticuerpos

en ninguna de las soluciones.

Figura 16. Estudio de estabilidad de la interaccién anticuerpo-AuNP en solucion

10°M PEG
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3. Unidn del complejo anti-gp63-AuNP a parasitos de Leishmania major
en suspension.

Este primer ensayo consistié en unir el complejo anti-gp63-AuNP (3mL)
del complejo a una suspension de parasitos de Leishmania major. Por otra parte
se agreg6 también unos 3mL del complejo al interior de un frasco de cultivo
Falcon® con parasitos de L. major adheridos sobre su superficie cubierta con
poli-lisina. En el ensayo se midio el espectro de absorbancia de la fase liquida
para observar si ocurrié algin cambio espectroscépico en el complejo anti-gp63-
AuNP.

Para todos los ensayos se mididé el espectro de absorbancia de las
AuNP antes de interactuar con el anticuerpo anti-gp63 y del complejo anti-gp63-
AuNP, no encontrandose diferencias significativas entre ambos espectros. En
segundo lugar se midi6 el espectro de absorbancia de la suspensién de L.
major. En este caso se obtuvo un espectro de dispersidon ya que las células en el
liquido se comportan como particulas en suspensién (resultados no mostrados).
Los datos obtenidos son mostrados en la figura 17 luego de ser normalizados

utilizando el programa Origins.
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Figura 17. Interaccion de promastigotes de L. major en suspension y el complejo

AuNP-PEG-anti-gp63.

En este caso se observa una cambio notable en los espectros de
absorcibn de las AuNP funcionalizadas en la suspension de pardsitos,
obteniéndose curvas que son una combinacién del espectro de absorbancia de
las AuNP con el espectro de dispersion de los parésitos. Los espectros de
absorcién del complejo anti-gp63-AuNP presentan una disminucién notable en
comparacién con el espectro de absorcion de las AuNP solas, la union del
biosensor a los parasitos es inmediata y no ocurren cambios en la actividad del
complejo en el tiempo. Esto se evidencia al observar las curvas de 0; 45 y 55
min de reaccion del complejo con los promastigotes de L. major. Para verificar
esto ultimo, se realizo un ANOVA de una via y no se observaron diferencias
significativas en los datos. Al realizarse la normalizacién de las curvas se

observa que el espectro de absorcién tiende a desplazarse hacia la derecha
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indicando que el cambio de coloracibn debido a la agregacion de las
nanoparticulas ocurre fuera del rango de la luz visible.

En la Fig. 18 se observa la union del complejo anti-gp63-AuNP a
promastigotes de L. major adheridos a la superficie de frascos de cultivos
Falcon®, en este caso no se realizé una normalizacion a las curvas y se observa

claramente la disminucion del pico de absorcion de las AUNP en los 521nm.

falcon con L. major
0,5+ — AuNP

Pikpger” \
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Longitud de onda
Figura 18. Interaccion del complejo AuNP-PEG-anti-gp63 con promastigotes de

L major adheridos a la superficie interna de frascos de cultivo Falcon®.

4. Unién del complejo a parasitos Leishmania mexicana
Se repitio el ensayo con parasitos adheridos a la superficie interna de frascos de
cultivo Falcon® pero utilizando parésitos de la especie Leishmania mexicana.
En este no se colocé el espectro de absorcion de las AuNP debido a que se
presentaron errores experimentales durante la medicion, no obstante al medir la

agregacion de las nanoparticulas en el tiempo se observé una disminucién
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significativa en el espectro de absorbancia del complejo anti-gp63-AuNP (Fig.
19). Esta disminucion observada en el espectro de absorbancia se debe a la
agregacion de las nanoparticulas sobre la superficie interna del frasco de cultivo
Falcon® lo que interpretamos como una disminucion del nimero de
nanoparticulas en suspension por la union del biosensor a la superficie de la

membrana plasmatica de L. mexicana.

1,0

—— Falcon de L. mexicana O h
—— Falcon de L. mexicana 1h
—— Falcon de L. mexicana 2 h.
—— Falcon de L. mexicana 3h.
—— Falcon de L. mexicana 4h.
—— Falcon de L. mexicana 19h.

Absorbancia

0,0

400 ' 560 ' 660 ' 760 ' 860
Longitud de onda (nm)
Figura 19. Interaccidon de promastigotes de L. mexicana adheridos a la superficie

interna de frascos de cultivo Falcon® con el complejo anti-gp63-AuNP.

5. Unién del complejo AuNP-PEG-anti-gp63 a un extracto de proteina
gp63 extraida y purificada de la superficie de Leishmania major.
Los espectros de absorbancia fueron corregidos mediante célculos

matematicos debido al aumento del volumen por la adicion de cantidades
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adicionales del extracto de gp63. Los datos obtenidos fueron normalizados para
colocar las curvas a un mismo nivel para asi comparar los resultados
experimentales. En la Fig. 20 se presentan los espectros de absorbancia del
extracto de gp63 y del complejo AuNP-PEG-anti-gp63 para diferentes
volumenes de extracto y tiempo de interaccion con el complejo (100uL a 0y 18
min; 200uL a 0 y 8 min; 600 uL a 0 y 8 min y 900 uL a 0 y 6 min), aqui se
observa claramente una disminucion del espectro de absorbancia de las AUNP
unidas a la inmunoglobulina anti-gp63 en comparacion con el espectro de
absorbancia de las AuNP funcionalizadas en suspension.

En las figuras siguientes se evidencia mucho mejor lo anteriormente
observado en el ensayo con promastigotes de L. major en suspension, sobre
todo después de aplicar la prueba de ANOVA se observa que al transcurrir el
tiempo en cada volumen afiadido no hay cambios significativos en el espectro de
absorbancia, pero si se evidencia un cambio en el espectro cuando se agregan
nuevas cantidades de solucién. Esto puede significar que la unién de las AuNP

a la superficie de los parasitos es instantanea.
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Figura 20. Espectros de absorbancia del extracto de gp63 y del complejo AUNP-
PEG-anti-gp63 para diferentes volumenes de extracto y tiempo de interaccion
con el complejo (100pL a 0 y 18 min; 200puL a 0 y 8 min; 600puL a 0 y 8 min y

900uL a0y 6 min)
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Discusién

En general, la sintesis por ablacién por laser es una técnica sencilla y de
facil aplicacion. Las consideraciones que en este caso hay que tener en cuenta
para la sintesis de las nanoparticulas metalicas son, en primer lugar, la
naturaleza de los compuestos usados en la solucion, el tiempo de ablacién y la
energia aplicada sobre la placa metalica. En nuestro caso para un volumen de 6
mL de PEG el tiempo maximo de irradiacion que la solucion puede soportar sin
gue ocurra evaporacion del solvente es de 5 min., y para un volumen de 8 mL el
tiempo de ablacion maximo sin evaporacion fue de 7 min. Si se desea continuar
con la sintesis de nanoparticulas lo mas recomendable es dejar enfriar la
solucion al menos por unos 2 min., para luego continuar la sintesis.

Otros solventes ya han sido previamente usados en la técnica de ablacion
por laser, en este caso tenemos el SDS, el cual fue utilizado en ensayos de
sintesis de nanoparticulas de oro por Marquez (2009). El autor trabaja con
tiempos de ablacion que van desde 2 min., hasta 26 min., sin que se produzca
pérdida del volumen de la solucién por evaporacion. Para realizar la sintesis de
nanoparticulas se recomienda en este caso una mezcla de solventes,
preferiblemente una mezcla de PEG y/o Dextrano con albumina de suero de
Bovino segun ha sido reportado (Montet y cols., 2006a). Estos autores reportan
el uso de dextrano como agente funcionalizador y como emulsificante de las
nanoparticulas de o6xido férrico. Del mismo modo, Hans y Lowman (2008)
mencionan varios compuestos emulsificantes, entre ellos un derivado del PEG,

el amphiphile D-a-tocopheryl polyethylene glicol 1000 succinate vitamin E o
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TPGS. Estos agentes podrian conferir un mayor grado de estabilizacion de las
nanoparticulas en suspension, asimismo la adicidbn nuevos solutos tiende
aumentar el punto de ebullicién del liquido (Castellan, 2002) lo que permitiria
aumentar el tiempo de ablacién sobre la muestra evitando la perdida de
volumen, no obstante hay que determinar cuales emulsificantes se utilizaran y
las proporciones optimas de trabajo.

El didmetro de las AuNP disminuye cuando se incrementa la
concentracion del surfactante o se incrementa la irradianza incidente sobre la
placa de oro; no obstante, esto ultimo ocurre so6lo hasta un cierto valor limite de
irradiaza, ya que al aumentar el nimero de nanoparticulas se satura la solucion
hasta el punto en que la cantidad de surfactante presente no es suficiente para
evitar la segregacion de las AuNP, formando agregados de nanoparticulas con
diametros mayores (Marquez, 2009; Nash y cols., 2010).

En el caso de las soluciones de PEG, se esperaba que a mayor
concentracion de este compuesto, los didmetros hidrodindmicos de las
nanoparticulas fuesen cada vez menores, tal como fue reportado para el SDS
por Méarquez (2009). Esto no ocurrio, por el contrario encontramos que los
diametros hidrodinamicos de las nanoparticulas fueron mayores para las
mayores concentraciones de PEG. Este hecho lo atribuimos a las variaciones de
la energia del haz utilizado para realizar la ablacion.

La obtencion de nanoparticulas de diferentes diametros en una solucion
particular, se debe, por un lado, a la segregacion de algunas de estas durante

las sintesis y, por otro lado, al apantallamiento generado por las AuNP en la
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suspension al momento de la irradiacion del haz sobre la placa metélica. Esto
provoca que el haz incida con una menor energia y que se desprendan
nanoparticulas con un diametro menor.

La razon por la cual no se puede trabajar en un tiempo mayor de 5 min.,
para un volumen de 6 a 7 mL en las soluciones de PEG es que este compuesto
contiene un gran numero de grupos alcoholes los cuales son altamente volatiles,
por esto se recomienda una mezcla de solutos preferiblemente el PEG y el BSA
los cuales ya han mostrado su efectividad como agentes emulsificantes. Un
problema similar se presenta con el etanol, el cual también es usado como
emulsificante de nanoparticulas y, al ser un compuesto altamente volatil, se
calienta rapidamente durante la sintesis por ablacién con laser, evaporandose y

perdiendo volumen durante el proceso de sintesis.

En todos los experimentos se evidencié la union del arreglo anti-gp63-
AuNP tanto en los promastigotes adheridos a la superficie interna de frascos de
cultivo Falcon® como a la proteina gp63 y a los promastigotes en suspension.
Estos ensayos fueron disefiados aprovechando los cambios espectroscépicos
gue se dan por la agregacion de las nanoparticulas metalicas (West, 2009;
Yonzon y cols., 2005; Sanvicens y Marco, 2010) para medir la funcionalidad del
complejo anti-gp63-AuNP como biosensor. En general se observé en todos los
ensayos cambios en los espectros de absorbancia por la unién de las AuNP a la
proteina gp63. En todos los ensayos ocurrid una disminucién del espectro de
absorbancia de las AuNP, sobre todo en el ensayo utilizando L. major en

suspension y en el ensayo de unién con el extracto puro de gp63, donde ocurre
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un desplazamiento del pico de absorbancia en los espectros normalizados de los
520 nm a una longitud de onda por encima de los 800nm.

Los cambios espectroscopicos debidos a la agregacion de las
nanoparticulas metalicas ya han sido previamente reportados en la bibliografia,
Anker y cols. (2008) hacen mencion al desarrollo de métodos de deteccion de
biosefales con la utilizacion de nanosensores plasmonicos. Los autores trabajan
en este caso con los espectros de extincion de nanoparticulas de oro y plata,
definiendo la extincion como la capacidad de opacar o extinguir una determinada
longitud de onda. Los autores reportan cambios en los espectros de extincion de
AuNP en estudios de hibridacion de ADN, la unién de los arreglos ADN-AuNP
genera el corrimiento del pico de extincion desde los 575nm a los 600nm. Los
autores también mencionan que existe relacion entre la forma geométrica de las
nanoparticulas y sus propiedades espectrales, se observan picos maximos de
extincién en nanodiscos entre 426nm y 497nm y en nanoprismas entre 565nm y
782nm.

Yonzon y cols. (2005) observan el corrimiento de los picos en los
espectros de extincién en ensayos experimentales con AuNP funcionalizadas.
Sanvincens y Marco (2010) reportan que los cambios espectrales por la
agregacion de las AuNP se usan en el desarrollo de métodos de deteccion
clinico. Kaittanis y cols. (2010) reportan el desarrollo de nanotecnologia aplicada
para la deteccion de organismos microbianos, uno de los métodos que nombran
los autores son los cambios espectrales por la agregacion de las nanoparticulas

metélicas y que este método puede usarse para la deteccion directa de células
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en suspension, de virus o moléculas provenientes de los microorganismos. Por
altimo nombramos los trabajos de Chuang y cols. (2010) en donde se usa el
cambio colorimétrico de la segregacion de las AuNP para observar la actividad

de enzimas proteasas en un zimograma.

En general la agregacion de las nanoparticulas metalicas genera un
cambio en la forma geométrica de éstas. Al obtenerse una forma tridimensional
diferente se produce un cambio en el angulo de incidencia del haz de luz sobre
la banda de conduccion del metal haciendo que un haz de luz distinto sea
refractado causando el cambio colorimétrico debido a la agregacion de las AUNP
(Skottrup y cols., 2008; West, 2009; Nash y cols., 2010). Esto es de interés para
este proyecto de investigacion, dado que el objetivo es aprovechar estas
propiedades espectrales para el desarrollo de un bioensayo para la deteccién
temprana de enfermedades parasitarias tropicales. En este estudio se ha
verificado la capacidad de las AuNP funcionalizadas de unirse a parasitos fijados
y en suspension, también se ha observado su capacidad de enlazarse a
antigenos en solucién, como es el caso de la proteina gp63 de Leishmania
major. Tomando esto en cuenta para el disefio de bioensayo en campo,
observariamos una decoloracion de la suspension de nanoparticulas en
presencia de parasitos en el paciente. La ventaja de este bioensayo es que no
se necesita obligatoriamente la presencia de parasitos en la muestra problema,
dado a que el arreglo del biosensor se une a los antigenos de superficie
provenientes del parasito, como el caso de la proteina gp63 aislada de

Leishmania major, formando grandes agregados, l0 que genera una respuesta
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apreciable en la magnitud del cambio espectroscopico. La union de un par de
nanoparticulas genera solo un ligero corrimiento del espectro (Yonzon y cols.,
2005; Anker y cols.,, 2008, Nash y cols.,, 2010), en nuestro caso el
desplazamiento va del espectro visible hacia el infrarrojo, esto nos indica que el
tipo de arreglo se conforma por la uniébn de dos o0 mas nanoparticulas a un
parasito y/o una proteina gp63 ademas de que un biosensor se une a dos o0 mas

antigenos formando un gran conglomerado (Fig. 21).

Leishmania sspp.

\)\\ %K //£,<———-IgG(antLgp63)

PEG ——>7

. . ) iéf_—<:
anct|onallzed /7/ /J\ \(\

bionanosensor

AuNP

Functionalized
bionanosensor

g
(anti-gp63)

AuNP  Functionalized
bionanosensor

Figura 21. Representacién de la unién de la nanoparticula funcionalizada al

parasito o al antigeno de interés.
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En nuestro caso es de interés determinar el numero de AuNP que se
unen a cada molécula de gp63 asi como el tipo de interaccién que se presenta
entre el anticuerpo y la superficie de las nanoparticulas. Se menciona que la
union entre las biomoléculas y la superficie de las nanoparticulas puede darse
por enlaces covalentes, interacciones electrostaticas, interacciones dipolo-
dipolo, puentes de hidrégeno y por fuerzas de Van der Waals (Rusmini y cols.,
2007; Skottrup y cols., 2009) siendo los enlaces covalentes los de mayor fuerza
de union entre la biomolécula y la superficie funcionalizada. Torrance y cols.
(2006) y Ros y cols. (1998) trabajan con el anticuerpo scFv uniéndolo a un
residuo de cisteina para formar un enlace covalente entre el grupo thiol (R-SH)
y la superficie de la AuNP. Por otra parte, Suprun y cols. (2010) diseiian un
biosensor electroquimico para la mioglobina, aqui los autores utilizan un
anticuerpo anti-mioglobina cardiaca humana (anti-HMb) unido covalentemente a
AuNP usando didodecildimetilamonio bromida (DDAB) como funcionalizador y
estabilizante de la superficie de las nanoparticulas.

En el caso del anticuerpo anti-gp63 es una inmunoglobulina G (IgG), se
desconoce el tipo de interaccion que une al anticuerpo a la nanoparticula pero
considerando la conformacion espacial de la molécula la union se daria por el
extremo C-terminal de la proteina (Fig. 22), esto esta reportado en el trabajo de
Rusmini y cols. (2009) en donde los autores brindan una tabla informativa de los
aminoacidos y de los grupos funcionales que forman los enlaces covalentes de

las proteinas con las superficies funcionalizadas (Fig. 23).
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Figura 22. Representacion esquematica de una inmunoglobulina G (IgG)
mostrando las cadenas ligeras (claras) y pesadas (oscuras), los extremos Ny C-
Terminales y las regiones hipervariables en las cuales se enlaza el antigeno

(encerradas en circulo discontinuo).

side groups amino acids surfaces
—NH- Lys, hydroxyl-Lys carboxylic acid
active ester (NHS)
Epoxy
aldehyde
—5H Cys maleimide

pyndyil disulfide
vinyl sulfone
—COOCH Asp, Glu amine
—0OH Ser, Thr epoxy

Figura 23. Grupos funcionales mas comunmente disponibles en las proteinas y

los requerimientos funcionales de las superficies a utilizar como soporte.

Otra cosa que habria que determinar es el rango 6ptimo de deteccion del
biosensor, en este caso se utilizaria el indice medio de inhibicién (ICsp), que es

la medida en donde un compuesto alcanza la mitad de la inhibicion (Florez y
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cols., 2003). El ICsy es usado en farmacologia como un criterio para evaluar la
actividad de las drogas, este indice es usado por Montet y cols. (2006) para
evaluar la actividad de un biosensor consistente en nanoparticulas de o6xido
férrico funcionalizadas con un péptido ciclico de arginina-lisina-acido aspartico
(RGD) el cual presenta afinidad por integrinas expresadas en la superficie de
células tumorales de raton ( células BT-20).

A nivel general los resultados obtenidos muestran que efectivamente las
nanoparticulas funcionalizadas pueden ser consideradas como biosensores
Opticos, ya que son capaces de interactuar tanto con biomoléculas en
suspensién como con parasitos vivos inmovilizados o en suspension. En la
literatura encontramos que el desarrollo de biosensores es un campo en intenso
desarrollo con importantes aplicaciones en la medicina y las ciencias biologicas
Esto dltimo se evidencia en el desarrollo de sensores bioquimicos (Ansari y
cols., 2008; Boozer y cols., 2006; Pingarron, 2008; Singh y cols., 2008), en su
uso como sistemas de transporte de drogas (Hans y Lowman, 2008; Montet y
cols., 2008; Wolfbeis, 2008; Sanvincens y cols., 2010), como nuevo método de
diagndstico clinico (Torrance y cols., 2006; Nagel y cols., 2008; Wolbeis, 2008;
Suprun y cols., 2010; Sanvincens y cols., 2010), en su uso como nanosensores
genéticos (Pingaron y cols., 2008; Daniel y Astruc, 2004; Wolbeis, 2008; Wang y
cols., 2010), y en nuestro caso como un bioensayo para la deteccion de

parasitos del género Leishmania.
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1.

2.

4.

CONCLUSIONES
La sintesis de nanoparticulas por ablacion con laser es método sencillo,
simple y préactico, las principales variables a tomar en cuenta son el tipo
de solvente, el emulsificante usado, la energia del haz y el tiempo de

ablacion.

Al realizar la sintesis de las nanoparticulas se debe trabajar con un haz
gue se mantenga estable en el tiempo para que la energia del laser no

fluctie y se obtengan resultados reproducibles.

Los solventes SDS y PEG actian como buenos estabilizantes de las
nanoparticulas en suspension. La concentracion optima de trabajo para la
sintesis de AUNP en PEG es de 10°M con el tiempo maximo de ablacién
para un volumen de 6 mL de 5 min. y para un volumen de 8mL de 7 min.,
después de este tiempo se observa pérdida del volumen de la solucion

por evaporacion.

Si se aumenta el volumen del solvente se observa un aumento del tiempo
de ablacion. Se recomienda también realizar la sintesis de AuNP en una
mezcla de surfactantes en agua, tales como PEG con albumina de suero
de bovino o con PEG/dextrano para aumentar el tiempo de ablacion y

evitar las pérdidas de volumen durante la sintesis.
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5.

8.

El PEG actia como emulsificante y como funcionalizador de la superficie
de las AuNP. De esta forma las nanoparticulas se mantienen en
suspension y no forman grandes conglomerados, ademas de registrarse
una positiva interaccion del biosensor a la proteina gp63 en solucién y a

los promastigotes de L. major y L mexicana.

El reconocimiento del biosensor anti-gp63-AuNP fue positivo en todos los
ensayos experimentales resultando en un cambio espectroscépico desde
los 520nm, longitud de onda de absorcién de las AUNP, a un pico de
absorcion por encima de 800nm, banda del espectro infrarrojo, indicando
gue la agregacion ocurre por la unién de méas de una nanoparticula a la
proteina gp63 y por el enlace de una nanoparticula a mas de una
proteina. Este mismo comportamiento fue observado durante la union del

biosensor a los parasitos en suspension.

El enlazamiento del biosensor a la proteina gp63 aislada y a los
promastigotes de Leishmania sspp es instantanea y no sufre grandes

cambios en el tiempo.

Seria conveniente la realizacién de un estudio sobre la naturaleza del tipo

de interaccion que une al anticuerpo anti-gp63 a la superficie de la AUNP.
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