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Resumen: Las nanoparticulas de oro se utilizan con frecuencia en la medicina para el diagndstico y trat
amiento de enfermedades infecciosas. Su amplia funcionalidad permite conjugarlas a una gran diversida
d de ligandos organicos o biomoléculas que se emplean como reactivos en ensayos inmunocromatografi
cos. El objetivo de este trabajo fue la obtencion de conjugados de oro para el diagnéstico de la infeccién
por VIH-1/2. La conjugacion se realizd a temperatura ambiente mediante la unién oro-azufre del grupo
tiol presente en la cisteina de los ligandos biolégicos a las nanoparticulas de oro coloidal de 40 nm. Se e
mplearon como ligandos, la proteina A, proteina G e IgG antihumana, a los que se les determiné la conc
entracion minima necesaria para efectuar la conjugacion. La confirmacion de la conjugacion se demostr
6 mediante la prueba de floculacion. A los conjugados obtenidos se les determind la maxima absorcidn
a520 nmy se evaluaron en sistemas inmunocromatograficos de flujo lateral utilizando muestras positiv
as y negativos. Se obtuvieron conjugados de oro coloidal con proteina A e IgG entre 40-45 DO y para p
roteina G entre 20 - 25 DO que cumplen con los requerimientos de calidad de estas biomoléculas y que
resultaron positivos en las pruebas de floculacion. Todos los conjugados revelaron bandas de reactivid
ad de color rosado frente a las muestras positivas y ausencia de reactividad en las negativas. Los conju
gados obtenidos permiten su empleo como reactivo detector en pruebas inmunocromatogréaficas para el
diagndstico de infeccion por VIH 1/2.
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I. INTRODUCCION

Las nanoparticulas de oro coloidal conjugadas a biomoléculas a lo largo de los afios se han utilizado
con diversos fines tanto en la medicina como en la industria farmacéutica, ya que son empleados en el
tratamiento y diagnostico de disimiles enfermedades (1,3,4,5,8). Estos conjugados son empleados como
reactivos detectores en pruebas inmunocromatograficas para el diagndstico rapido de enfermedades
infecciosas, una de las que se utiliza con mayor frecuencia es en la deteccion del virus de inmunodefi-
ciencia humana tipo uno y dos (VIH-1/2). (2,4,6)

La amplia funcionalidad que presentan estas nanoparticulas de oro coloidal permiten que puedan ser
conjugadas a una gran variedad de ligandos organicos 6 biomoléculas de diversos tamafios y formas
(1,2,3), la adsorcidn de estos compuestos organicos a las nanoparticulas de oro es mediante procesos no
covalentes basados en tres fendmenos dependientes, los cuales son: 1- Mediante la interaccion ionica
presente entre las cargas positivas de los ligandos organicos y las cargas negativas de las nanoparticulas
de oro coloidal, 2- a través de interaccién hidrofébica entre la superficie del metal (oro coloidal) y la
superficie de los ligandos organicos, 3- Mediante enlace dativo entre el metal (oro coloidal) y los elec-
trones libres presentes en los atomos de azufre o nitrdgeno que poseen los aminoacidos de las protei-
nas(1,4).

En los dltimos afios la comunidad cientifica ha dirigido notables esfuerzos a la investigacion, desarro-
llo y aplicacion de nanoparticulas de oro coloidal para el diagndstico con pruebas rapidas inmunocro-
matograficas de enfermedades infecciosas (5,8,9), por lo que se objetivo del trabajo fue la obtencion de
conjugados de oro coloidal para el diagndstico de la infeccién por VIH-1/2.
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Il. METODO

La conjugacion se realizé a temperatura ambiente 25°C, utilizando nanoparticulas de oro coloidal de
40 nm, mediante la union oro coloidal — azufre presente en el grupo tiol en los residuos de cisteinas de
los ligandos organicos utilizados, para ello primeramente se calculd la concentracion minima necesaria
para que se efectle la conjugacion con los ligandos de proteina A, proteina G e Inmunoglobulinas anti-
humanas (IgG antihumana).

La conjugacion se realiz6 en tres tubos de ensayo diferente uno para cada ligando utilizado. Para ello
a cada uno se le afiadié 30 ml de nanoparticulas de oro coloidal 300 uL de carbonato de potasio para
llevar a pH neutro (7.5) y afiadir 3 ml a razén de 20 y 50 pg/mL de los ligandos (proteina A, proteina G
e Inmunoglobulinas antihumanas (IgG antihumana)), los 20 min se realiz6 la prueba de floculacion para
comprobar la efectividad de la conjugacion, para ello se afiaden a 200 pL de conjugado en cada pocillo
con 20 pL de cloruro de sodio al 10% vy se utiliza como control 200 ul de oro coloidal adquirida de la
firma comercial BBI, con 20 pL de cloruro de sodio al 10%.

Después de realizado la prueba de floculacidn, se le afiaden a cada conjugado 3.3 mL tampon de blo-
queo que contiene albumina bovina al 10 % — pirrovinilpirolidona 30 al 0.5 % (BSA — PVP 30) para
bloquear los sitios vacantes que quedaron libres en la superficie del oro coloidal y se pone a agitar por
10 minutos en el mismo agitador tridimensional, pasado los 10 min se filtran por un filtro de nitrocelu-
losa de 0.2 um, se centrifugan los conjugados por 30 min, a 10,2 revoluciones por segundo a 4°C, se
elimina el sobrenadante y se les afiade igual volumen de tampon de preservo que contiene BSA al 2 %,
tris a 5mmol, PVP 30 al 0.05%, Acida zddica al 0.1%. Se les midi6 la absorbancia a una longitud de
onda de 520 nm en un espectrofotdémetro UV- visible y se llevd con tampon de BSA al 2 %, Tris a
5mmol, PVP30 al 0.05% a la densidad éptica a la cual se sensibilizaron. Se sensibilizaron el conjugado
con igual volumen de tampdn Tris-Metanol en almohadillas absorbentes para conjugado con el empleo
del equipo de bioimpresién Biodot cuanti 2000 (Biojet, UK), una vez sensibilizados se pusieron a secar
a 37°C en una incubadora por dos horas, se ensamblan en las tiras inmunocromatograficas que ya con-
tienen antigeno. Se probaron con el empleo de un panel de referencia procedente del Laboratorio de
Control de la Calidad, con muestras positivas, débiles y negativas a VIH-1/2.



Convencion Internacional de Salud, Cuba Salud 2018

I1l. RESULTADOS

En la Figura 1 se muestran las pruebas de floculacién realizadas a todos los conjugados obtenidos. El
color rosado demuestra qué ocurrié la conjugacion del oro coloidal a los ligandos empleados y el color
gris representa el control utilizado con el oro coloidal sin conjugar, demostrando la efectividad de la

prueba empleada.

Figura 1: Prueba de Floculacion.

En la Figura 2 se muestran los conjugados obtenidos de oro coloidal de 40 nm (Au 40 nm) con la pro-
teina A, proteina G e IgG antihumana. EIl conjugado de oro-proteina A y el de oro- IgG antihumana se
obtuvieron entre 40 — 45 DO respectivamente para cada uno Y el conjugado de oro-proteina G se obtu-
vo entre 20 - 25 DO. Todos los conjugados se obtuvieron segun lo reportado por Thobhani en 2010 (1)
para las conjugaciones con oro coloidal a ligandos organicos o biomoléculas.

a) c)

Figura 2: Conjugados de oro coloidal 40 nm. a) Conjugado de Au-proteina A, b) Conjugado Au- 1gG
antihumana y ¢) Conjugado de Au-proteina G.

b)
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En la Figura 3 se muestran los resultados obtenidos de los conjugados en las tiras inmunocromatogra-
ficas, en las cuales se observaron las bandas de reactividad de color rosado frente a las muestras positi-
vas y debiles del panel utilizado, y ausencia de reactividad en las negativas, en todos los casos tanto
positivos como negativos aparecié la banda correspondiente al control de adiccion de muestra para el
diagndstico de VIH-1/2.
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Figura 3: Resultados obtenidos de los conjugados en las tiras inmunocromatograficas.

IV. CONCLUSIONES

Los conjugados obtenidos permiten su empleo como reactivo detector en pruebas inmunocromatogréafic
as para el diagnostico rapido de la infeccién por VIH-1/2, y de esta manera pueden ser empleados tanto
para la pesquisa y confirmacion rapida y certera del diagndstico de la enfermedad.
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