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ABREVIATURAS

ADN: acido desoxirribonucleico.

ADNc: ADN complementario

ARN: acido ribonucleico

AuNPs: nanoparticulas de oro.

DE: desviacion estandar

DLS: dispersion dinamica de la luz, del inglés Dynamic light scattering.
DMSO: Dimetilsulfoxido.

HiSi: hidrogel de silicona

LC: lente(s) de contacto(s)

LoD: limite de deteccion, del inglés, Limit of detection.

LSPR: plasmén de resonancia superficial localizado, del inglés Localised surface

plasmon resonance.

MBP: proteinas de unién a la manosa, del inglés mannose-binding protein
MMP: Metaloproteinasas de matriz, del inglés Matrix metallopoteinases.

MQ: Milli-Q

NEANA: amplificacion de nanoparticulas asistida por mellado de endonucleasa
PCR: reaccion en cadena de la polimerasa, del inglés polymerase chain reaction.

gPCR: reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (PCR cuantitativa) del

inglés real time polymerase chain reaction
PHMB: polihexanida, del inglés, polyhexamethylene biguanide.
PQ-1: polyquaternium-1.

PY: povidona yodada
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QA: gueratitis por Acanthamoeba.

RCF: fuerza centrifuga relativa o fuerza g, del inglés, Relative Centrifugal Force.
RGB : coordenadas rojo, verde, azul, del inglés, Red Green Blue color coordinates.
RPG: rigidas permeables al gas.

SC: sistema del complemento.

TEM: microscopia electronica de transmision, del inglés Transmission electron

microscopy.
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RESUMEN

Acanthamoeba spp. son protozoos de vida libre que se encuentran ampliamente
distribuidos en el ambiente. En contacto con la superficie ocular puede comportarse
como parasito provocando la queratitis por Acanthamoeba, considerada una de las
patologias mas graves a nivel ocular. La queratitis por Acanthamoeba cursa con dolor,
fotofobia, dafio epitelial, edemay si no se trata de manera adecuada, puede provocar
la pérdida irreversible de la vision. Aproximadamente el 85% de los casos de queratitis
amebiana est4 relacionado con el uso de lentes de contacto. El uso de las lentes
durante el bafio, las malas practicas de higiene, asi como su limpieza con agua de
grifo incrementan el riesgo de infeccion.

La limpieza y la desinfeccion de las lentes de contacto es esencial para evitar
posibles infecciones corneales, por ello, existen numerosos estudios que tratan de
valorar su eficacia frente a Acanthamoeba. Dada la ausencia de un enfoque estandar
en los estudios existentes para valorar la eficacia de los productos de limpieza en la

eliminaciéon de Acanthamoeba, se dificulta la obtencidn de las mismas conclusiones.

Un factor fundamental para el buen prondstico de la patologia es la realizaciéon
de un diagnostico diferencial rapido para que la infeccion pueda ser tratada a tiempo.
Los métodos de deteccion actuales requieren de material especial y personal
cualificado que pueden ralentizar el proceso de diagndstico empeorando asi la
patologia. Por ello, se necesitan nuevas herramientas de deteccion para un

diagndstico temprano y preciso de la infeccion.

En los ultimos afios, el uso de las nanoparticulas de oro (AuNPs) en el campo
de la biomedicina ha ido creciendo. Dadas las interesantes propiedades Opticas que

presentan se han empleado en la creacion de biosensores colorimétricos para la
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deteccion de diferentes secuencias de ADN con una amplia gama de aplicaciones,

mostrando un gran potencial de deteccion.

En la primera fase de esta tesis doctoral, se desarrollé6 un método colorimétrico
con AuNPs para la deteccion de material genético de Acanthamoeba castellanii
(A.castellanii) mediante un cambio de color visible. Este enfoque ofrece un método
sencillo, asequible y facil de monitorear. El principio de deteccion se basa en la
resonancia del plasmén superficial (LSPR) de las nanoparticulas, que es responsable
de un gran pico de extincion a una longitud de onda especifica. El sistema de
deteccion desarrollado permite la deteccion a simple vista de 0.02 y 0.009 uM del
material genético sin amplificar de A.castellanii en 20 minutos y mediante analisis de
color utilizando el mévil.

En la segunda fase de esta tesis doctoral se estudio la eficacia frente A.castellanii
de varios sistemas de desinfeccion de lentes de contacto (LC) existentes en el
mercado. Para detectar la posible presencia de la ameba, se usaron el método de
deteccion con AuNPs disefiado en la primera fase y la PCR cuantitativa (QPCR)
basada en la deteccion de ARN mensajero (ARNm) de Acanthamoeba. Las AuNPs
no detectaron la presencia de ameba en las muestras extraidas tras la limpieza de las
lentes de contacto. Los resultados obtenidos mostraron que todas las soluciones de
limpieza empleadas tuvieron efecto en la eliminacion de A.castellanii pero no es la
misma medida. Las soluciones desinfectantes que mayor eficacia en la eliminacion de
la ameba mostraron fueron las basadas en perdxido de hidrogeno y el hipoclorito de
sodio, seguido de la solucion de povidona yodada y, por ultimo, la solucidon Unica
multipropoésito. Entre los materiales de las lentes de contacto empleados, se
obtuvieron menor cantidad de resultados positivos de la presencia de A.castellanii en

las lentes rigidas permeables al gas (RPG) frente a las LC hidrofilicas. Entre los
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diferentes materiales de las LC hidrofilicas (hidrogel e hidrogel de silicona) no se
observaron diferencias significativas.

Esta tesis doctoral ofrece un nuevo enfoque para el diagndstico de la queratitis
por Acanthamoeba. Por un lado, con el disefio de un nuevo método de deteccion
basado en AuNPs, se abre la puerta a la creacion de un sistema de deteccion precoz
de la presencia del patégeno rapido y sencillo que no requiere de material ni personal
cualificado. Por otro lado, el uso de PCR cuantitativas basadas en la deteccion de
ARNmM de Acanthamoeba como alternativa a las PCR basadas en la deteccion de ADN
aportan mas informacion sobre la viabilidad de la ameba, lo que puede ser util en la

valoracion del estado de la patologia.
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ABSTRACT

Acanthamoeba spp. are free living protozoa widely distributed in the environment.
Under favourable ocular conditions, it can behave as a parasite causing
Acanthamoeba keratitis (AK), considered as one of the most serious ocular
pathologies. Acanthamoeba keratitis is an ocular infection characterized by pain,
photophobia, epithelial damage, and edema and may lead to irreversible loss of vision
if not properly treated. In developed countries, it is estimated that 85% of AK cases
occur in contact lens wearers. Poor hygiene practices, the exposure to water wearing
the contact lens, ineffective contact lens disinfection solutions as well as the use of tap

water to clean them increases the risk of infection.

Cleaning and disinfection of contact lenses is essential to prevent corneal related
infections. For this reason, numerous studies have attempted to assess their
effectiveness against Acanthamoeba. The lack of a standard approach to assess the
disinfection commercial products efficacy against Acanthamoeba, makes difficult to

obtain accurate conclusions.

An early and differential diagnosis is considered the main factor to achieve a good
prognosis of the pathology. Current detection methods rely on cultures, in vivo
microscopy, or molecular biology techniques, which require bulky equipment and
trained personnel and may delay the diagnosis and treatment and therefore, worsening
the prognosis. Therefore, there is a pressing need for the development of new

diagnostic tools are for an early and accurate assessment of the infection.

Over the last decades, the use of gold nanoparticles (AuNPs) in biomedicine has

been considerably increasing. Due to their optical properties, AUNPs have been
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employed for the development of colorimetric biosensors for different DNA sequences

detection, showing a wide range of applications.

In the first phase of this thesis, it has been developed a new method for the
detection of the genetic load of Acanthamoeba castellani (A.castellanii) genetic
material detection by a colorimetric technique using AuNPs. This approach offers a
simple, affordable and easy monitoring method. The detection system is based on the
surface plasmon resonance (LSPR) of AuNPs, which is responsible for a large
extinction peak at a specific wavelength. This colorimetric system allows, within 20
minutes, the detection of 0.02 and 0.009 uM unamplified A.castellanii genome by the

naked eye and by colour analysis using the smartphone.

In the second phase of this thesis, the efficacy of several commercially contact
lenses disinfection systems against A.castellanii has been assessed. The detection of
residual amoeba was analysed, firstly, using the designed AuNPs detection method
and secondly by quantitative PCR (qPCR). AuNPs did not detect the presence of
amoeba in the extracted samples after contact lens cleaning. The gPCR performed
was based on the detection of Acanthamoeba mRNA. All contact lenses disinfection
systems used showed to have any efficacy eliminating A.castellanii. The most effective
solutions were those based on hydrogen peroxide and sodium hypochlorite, followed
by povidone iodine solution and finally the multipurpose solution. Regarding the
contact lenses material, RPG lenses showed the best results compared to soft contact
lenses. No significant differences were observed between the two soft contact lenses

materials.

This doctoral thesis offers a new approach for Acanthamoeba keratitis diagnosis.

On the one hand, the design of a new detection method based on AuNPs, allowed the
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development of a rapid and simple early detection system for the presence of the
pathogen, requiring neither material nor qualified personnel. On the other hand,
guantitative PCRs based on the mRNA Acanthamoeba detection were an alternative
to DNA-based PCRs providing more information of the amoeba viability being useful

in the assessment of pathology status.

38



INTRODUCCION

39



40



1. LA SUPERFICIE OCULAR

La superficie ocular es una unidad funcional constituida por la pelicula lagrimal,
epitelio corneal, la conjuntiva, los parpados y las glandulas lagrimales (principal y
accesorias) (1). Todo este conjunto protege al resto de las estructuras y tejidos
oculares de lesiones y agentes externos como los patdégenos o fendmenos de

desecacion (1, 2).

Conocer las funciones de las diferentes estructuras que la componen es
importante a la hora de hacer frente a la aparicion de algunas patologias oculares,

como las queratitis.

1.1 LA PELICULA LAGRIMAL

La pelicula lagrimal es un fluido transparente que cubre la superficie ocular. Es
la primera superficie Optica del ojo y tiene la funcién de lubricar, nutrir y proteger la
superficie ocular garantizando la transparencia y la estabilidad del sistema visual (3).
Protege el epitelio de la cornea contra los agentes externos del ambiente gracias a la
secrecion de lactoferrinas, lisozimas, y defensinas, entre otras (4). Ademas, la pelicula
lagrimal es de gran importancia, ya que es la primera capa de la superficie ocular con

una funcion refractiva (5).

Tradicionalmente, la pelicula lagrimal humana se ha descrito como un modelo
estructural de tres capas: una capa mucinica, una capa acuosa intermedia y una capa
lipidica (6). Sin embargo, la investigacion sobre su estructura sigue evolucionando, y
actualmente la evidencia sugiere gue consiste en una capa mucosa hidratada cubierta

por una capa lipidica que esta en contacto con el ambiente externo (7).
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La parte mucosa de la pelicula lagrimal esta constituida por mucinas: por un lado,
mucinas transmembrana que estan adheridas al epitelio corneal formando la glicocalix
y, por otro lado, mucinas formadoras de gel. Ademas, en la parte mas acuosa se
encuentran las mucinas solubles. Las mucinas mas comunes que forman la glicocalix
son la MUC1, MUC4 y MUC16 (8-10) que tienen como funcion principal actuar de
barrera. Las células caliciformes (células de Globet) del epitelio conjuntival son la
principal fuente de las mucinas formadoras de gel MUC2, MUC5B y MUC5AC siendo
ésta ultima la méas prevalente en la lagrima. Estas mucinas contribuyen a la estabilidad
de la pelicula lagrimal siendo responsables de las propiedades reoldgicas de la
lagrima con su capacidad de retencion de agua y formacién del gel mucoso (7, 11).
Por otro lado, las mucinas solubles son sintetizadas principalmente en la glandula
lagrimal. Entre ellas se encuentra la MUC7, expresada principalmente en los acinos
de la glandula lagrimal (12). Su funcién a nivel ocular no esta clara, sin embargo, se

cree que puede tener un papel bactericida dada su funcion en otros fluidos (13).

La capa lipidica de la pelicula lagrimal actia como interfaz entre la capa acuosa
y el aire y es producida principalmente por las glandulas de Meibomio. Esta capa esta
formada por una parte polar en contacto con la capa mucosa y una capa mas gruesa
de lipidos no polares en la interfaz del aire. Entre sus funciones principales se
encuentra la de reducir la tension superficial, lubricar durante el parpadeo, evitar la
evaporacion rapida de la lagrima y mantener el fluido lagrimal en los margenes del

parpado (14, 15).
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1.2 LA CONJUNTIVA

La conjuntiva es una membrana mucosa transparente que se caracteriza por
estar muy vascularizada. Cubre la superficie del globo ocular hasta el limbo y la parte
interna de los parpados. Anatbmicamente se divide en tres regiones: conjuntiva tarsal
o palpebral, conjuntiva del fondo de saco o férnix y conjuntiva bulbar. Histolégicamente
estd compuesta por un epitelio escamoso estratificado y no queratinizado. Dentro de
esta capa se encuentran intercaladas las células de Goblet. En una capa subyacente
mas profunda esta la capa conocida como sustancia propia 0 submucosa conjuntival,
formada por tejido linfoide y fibroso. Por ultimo, hay una capa fibrosa mas profunda

gue contiene vasos sanguineos y nervios y las glandulas de Krause (16).

La conjuntiva confiere proteccion mecénica e inmunitaria a la superficie ocular.
Las células de Goblet secretan mucinas a la pelicula lagrimal que le confieren
viscosidad para humectar y proteger la superficie ocular. Ademas, liberan citoquinas
gue modulan la respuesta inmune (17, 18). El papel de la conjuntiva hace que sea un

elemento clave en el mantenimiento de la homeostasis de la superficie ocular.

1.3 LA CORNEA

La cornea humana es un tejido avascular responsable de entre tres cuartos y
dos tercios de la capacidad del sistema visual del ojo humano, siendo su transparencia
e integridad esenciales para cumplir dicha funcion (19). Ademas, la cérnea es uno de
los tejidos con mayor inervacion sensitiva del cuerpo humano (20, 21). Tiene dos
funciones importantes, por un lado, la refractiva y por otro de barrera contra los
patdgenos. Estas funciones se cumplen gracias a las uniones estrechas (tight junction,

del inglés) y la regeneracion continua de las células en division en la capa de células
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basales. Histologicamente esta formada por cinco capas: el epitelio, la membrana de
Bowman, el estroma, la capa de Dua, la membrana de Descemet y el endotelio (Figura

1),

El epitelio de la cérnea es una estructura escamosa formada por entre cuatro
y seis capas de células estratificadas no queratinizadas. Las células epiteliales de la
cOrnea tienen un promedio de vida util entre 7-10 dias (22). Mide alrededor de 50 pm
y contiene tres tipos de células; las células superficiales o apicales, las células
intermedias o alares y las células basales. Las células apicales presentan
microvellosidades y micropliegues en su superficie que garantizan el maximo contacto
con las mucinas de la pelicula lagrimal. Estas células se unen entre si mediante
uniones estrechas “tight junctions” que confieren una permeabilidad a la superficie
protegiéndola de agentes externos. La siguiente capa, la intermedia, cuenta con 2-3
capas celulares de células alares que estan conectadas entre si mediante
desmosomas, uniones adherentes y uniones gap. La ultima capa del epitelio, llamada
la capa basal, consiste en una sola capa de células con forma de columnas. Estas
células son las Unicas del epitelio corneal con capacidad de mitosis, encargandose asi
de la repoblacién de la cérnea (23). Las células basales se unen entre si mediante
uniones adherentes y uniones gap y a la membrana basal mediante hemidesmosomas

manteniendo la integridad de la cérnea.

En la parte posterior del epitelio corneal y anterior al estroma se encuentra la
membrana de Bowman. Es una capa acelular que mide entre 8 y 12 ym de espesor
y estd compuesta por fibras de colageno. La membrana de Bowman no se regenera,
ademas, algunos estudios han confirmado que su espesor disminuye con la edad (24,
25). La funcion de esta capa es principalmente ayudar a la cornea a mantener su

forma y proteger el plexo nervioso subepitelial que recorre desde el estroma,
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asimismo, esta capa facilita la recuperacion de las heridas del estroma, asi como
ayuda a mantener su transparencia (26). Curiosamente, la ausencia congénita de la
membrana de Bowman no impide la vision correcta. Asimismo, el hecho de quitar esta
membrana en algunas cirugias como la queratectomia fotorrefractiva no afecta a la

vision ni a la estructura de la cornea (27, 28).

El estroma, mide 500 um aproximadamente en el ser humano y representa
alrededor del 90% del volumen total de la cornea. Esta formado por una red de fibras
de colageno y una matriz extracelular compuesta por agua, sales inorganicas,
proteoglicanos y glicoproteinas (29). Las fibras de colageno estan formadas
principalmente por colageno tipo I, IV y V y estan ordenadas de tal manera que
garantizan la transparencia de la cérnea (30). Los proteoglicanos rodean estos
complejos manteniendo asi la organizacion de las fibrillas (31). Los queratocitos son
los principales componentes celulares del estroma, aunque sélo representan un 5-
10% de su volumen total. Se encuentran localizados entre las laminas y son los
responsables de la sintesis de proteoglicanos, colageno y de las metaloproteasas de

matriz (MMP) (32).

Entre el estroma y la membrana de Descemet se encuentra la capa de Dua,
descrita en 2013 (33). Esta capa es acelular y, a pesar de tener un espesor de solo
10 ym, tiene una gran resistencia mecanica debida a la presencia de lamelas de

colageno tipo | que se orientan en diferentes direcciones (31, 43).

La membrana de Descemet es la capa basal del endotelio corneal. En el ser
humano tiene un grosor de 3 um al nacer y puede crecer hasta llegar a los 10 um en
adultos (34). La membrana estd compuesta por colageno tipo IV y proteinas como
laminina y fibronectina, componentes que se encuentran en la mayoria de las

membranas basales (35). Sin embargo, a diferencia del resto de membranas basales
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encontradas en diferentes érganos, en la membrana de Descemet el colageno tipo

VIl es el mas abundante (19, 36).

La membrana de Descemet tiene un papel importante en la homeostasis
corneal y sus caracteristicas cumplen un papel fundamental en el mantenimiento de
la estructura y curvatura de toda la cérnea. Ademas, ancla el endotelio a la cérnea 'y
permite la entrada de nutrientes, factores de crecimiento, y citocinas al estroma

corneal (34, 37, 38).

En ultimo lugar, la capa mas interna y en contacto con el humor acuoso es el
endotelio corneal, formado por una sola capa de células hexagonales. Con respecto
al crecimiento de las células endoteliales, no hay evidencias de que se dividan durante
el desarrollo, de tal manera que, a los 5 afios de edad, la densidad de dichas células
es de 3500 células/mm? (39, 40). Con los afios, la densidad de las células disminuye
a un ritmo del 0.6% por afio aproximadamente, de modo que el nimero de las células
endoteliales alcanza alrededor de las 2300 células/mm? en la octava década de la vida

humana (41-43).

La capa endotelial de la cérnea tiene la funcion principal de mantener la
transparencia corneal asegurando que permanezca en un estado de deturgescencia
con el mantenimiento del contenido en agua del estroma del 78% (44). Esta funcion
se regula gracias al bombeo de iones del estroma al humor acuoso. Este proceso es
mediado por la bomba sodio-potasio de la membrana y por la via de la anhidrasa

carbonica intracelular (44, 45).
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Figura 1. Corte histolégico de la cornea en el que se identifican sus diferentes
capas. Imagen modificada de Meeney y Mudhar, 2013 (46).

1.4 INFECCIONES OCULARES

Las infecciones oculares son un problema oftalmolégico a nivel mundial,
pudiendo causar disminucion de la vision y ceguera (47, 48). Existe una amplia
variedad de infecciones oculares que pueden afectar a diferentes estructuras del ojo
provocando conjuntivitis, blefaritis, dacriocistitis, queratitis, endoftalmitis, entre otros.
Estas infecciones oculares pueden estar causadas por bacterias, hongos, virus y

parasitos.

Las queratitis microbianas son consideradas la quinta causa mas comun de

ceguera en el mundo (49). Requieren de un diagndéstico inmediato, ya que pueden
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progresar rapidamente. Existen diferentes condiciones que alteran la superficie
corneal y que se consideran factores de riesgo como el uso de lentes de contacto,
traumatismos fisicos y quimicos, abrasiones corneales, cirugia refractiva, la presencia
de diabetes, enfermedades inmunosupresoras y el uso de esteroides topicos (50). El
uso de lentes de contacto es el principal factor predisponente al desarrollo de queratitis

infecciosa en los paises desarrollados (51-53).

El tipo de organismo causante de la queratitis infecciosa varia segun la region
geografica y los factores de riesgo del paciente. La queratitis bacteriana es la forma
mas comun de queratitis en América del Norte, Europa y Australia (49). Las bacterias
causantes mas comunes son Staphylococcus aureus, estafilococos coagulasa-
negativos, Streptococcus pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa y especies de la
familia Enterobacteriaceae (54, 55). P. aeruginosa es el microorganismo mas comun

implicado en la queratitis bacteriana entre los usuarios de lentes de contacto (56).

En paises con climas tropicales, las queratitis fungicas tienen una frecuencia
igual o mayor que las bacterianas. Esto se ha comprobado en estudios realizados en
Asia, donde las tasas de queratitis fungica frente a bacterianas oscilan en un rango
del 56.1-82.0% (57, 58). Las principales especies causantes de la patologia son

Candida spp, Aspergillus spp y Fusarium spp (55, 59).

Las queratitis viricas suelen estar relacionadas con el virus del herpes simple, el
de la varicela-zoster y adenovirus (60). Estudios transversales en poblacion asiatica
estimaron que del 0.192% y 0.148% de las queratitis infecciosas, el 0.11%, y el

0.065% eran debidas a causas viricas por delante de bacterias y hongos (61, 62).

Los casos de queratitis por Acanthamoeba en todo el mundo parecen estar entre

el 1% y el 3% de todas las queratitis microbianas. Este porcentaje varia, pudiendo ser
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mayor segun la region (63-65). Es una patologia poco comun, pero devastadora. Las
especies identificadas que pueden causar queratitis son: A. hatchetti, A. griffini, A.
rhysodes, A. lugdunensis, A. quina, A. culbertsoni, A. castelaniiy A. polyphaga siendo

estas dos ultimas las mas comunes (66) .

Dada la gran variedad de patégenos que pueden provocar las queratitis
microbianas, es importante conocer las caracteristicas de cada patologia para llevar

a cabo un correcto diagnéstico diferencial y seguir un correcto protocolo de actuacion.
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2. ACANTHAMOEBA spPpP

2.1 ANTECEDENTES HISTORICOS

A principios del siglo veinte, Puschkarew aisl6 una ameba de una muestra de
polvo a la que denominé Amoeba polyphagus y que fue renombrada més tarde como
Acanthamoeba polyphaga (67) (68). En 1930, Aldo Castellani confirmé la presencia
de una ameba en un cultivo de Cryptococcus pararoseus, la cual fue denominada mas
tarde por Douglas como Hartmannella castellanii (69, 70). Un afio después, Volkonsky
dividi6 este género en otros tres nuevos segun la morfologia de sus quistes:
Hartmannella quistes con cubierta redondeada y lisa, Glaeseria quistes con divisién
nuclear y Acanthamoeba a los quistes con doble pared, la externa irregular, siendo
ésta la primera vez que se mencionaba el género Acanthamoeba (71).

En 1967, Page considerd que junto con la morfologia de los quistes, la presencia
de “acantopodos” (pseudodpodos filiformes caracteristicos del género) eran
caracteristicas suficientes para identificar el género Acanthamoeba (68).

La idea de que la Acanthamoeba puede causar enfermedades en humanos fue
desarrollada por Culbertson et al. en 1958 (72) quienes aislaron una ameba que
contamino® cultivos de células de rifion de mono mientras se buscaba una vacuna
contra el virus de la polio. Esta ameba se inocul6 en ratones y monos tratados con
corticosteroides causandoles un sindrome encefalico y su posterior muerte, por lo que
Culbertson planteo la hipotesis de que podria existir una infeccion similar en humanos.

Este aislado se denomino posteriormente Acanthamoeba culbertsoni.
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2.2 TAXONOMIA

La Acanthamoeba pertenece al subreino de los protozoos. La clasificacion
taxonomica clasica en la que se dividid a los protozoos en cuatro grupos ha sido
sustituida actualmente por una clasificacion monofilética basada en la informacion
bioquimica, morfologica y filogenética propuesta por el comité de Sistematica y
Evolucion de la Sociedad Internacional de Protistélogos. En esta clasificacion, el
género Acanthamoeba ha sido clasificado dentro del super grupo Amoebozoa:

Acanthamoebidae (73).

La primera clasificacibn de las especies que componen el género
Acanthamoeba fue definida por Pussard y Pons en 1977 (74). Las 18 especies de
Acanthamoeba descritas hasta ese momento se dividieron en tres grupos en base al
tamafio y la morfologia de los quistes (Figura 2). El grupo | engloba especies con
quistes de gran tamafio (diametro = 18 pm), con una pared externa (ectocisto)
redondeada y lisa, facilmente diferenciable de otra pared interna (endocisto) en forma
estrellada. El grupo II, el mas comun, comprende 10 especies y engloba quistes
pequefios o medianos (diametro < 18 um). La pared interna (endoquiste) es globosa,
ovoide o poligonal y la pared externa muy visible y con el tamafio del poro grande. El
grupo lll es el menos frecuente comprendiendo 5 especies. El diametro promedio de
los quistes es < 18 uym. La pared externa es fina, lisa u ondulada mientras que el
ectocisto es generalmente redondeado pero nunca estrellado o poligonal (75). Sin
embargo, esta clasificacion no es siempre fiable ya que la morfologia de los quistes

puede variar segun las condiciones ambientales y de cultivo.
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Figura 2. Quistes de Acanthamoeba vistos con microscopio de contraste.

Clasificacion A: grupo | ; B: grupo Il ; C:grupo Ill. Lorenzo-Morales et al. 2015 (76).

Por otro lado, también se han seguido criterios inmunolégicos, bioquimicos y
fisioldgicos para identificar las diferentes especies de Acanthamoeba. Sin embargo,
estos criterios tampoco son fiables para su clasificacion ya que se comprob6 que

muchas especies comparten varias de estas caracteristicas.

La busqueda de un sistema rapido, eficaz y que solventase las ambigiedades
existentes, hizo que en 1996 se propusiera una clasificacidn molecular, basada en la
secuencia del gen de la subunidad pequefia 18S del ARN ribosomal (ARNr). Se
identificaron 4 genotipos denominados T1, T2, T3, T4 con una diferencia entre
secuencias de al menos el 6% (77). Afilos mas tarde, dentro del mismo grupo de
investigacion, se identificaron ocho nuevos tipos de secuencia con una diferencia
entre secuencias del 5% (78). Hasta la fecha se han identificado un total de 23
genotipos (79-87). El genotipo T4 es considerado el mas abundante en la naturaleza

y el mas relacionado con patologias seguido por los genotipos T3y T11 (88).
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2.3 MORFOLOGIA Y CICLO BIOLOGICO

El término ameba deriva del griego amoibée (aupoifr), que significa cambio de
forma, y engloba a los protozoos que se desplazan mediante pseudopodos, entre
ellos, la Acanthamoeba. Por otro lado, el término acanto (en griego "acanto” significa
"picos") indica la presencia de prolongaciones de la membrana plasmatica
denominadas acantopodos las cuales permiten el movimiento, la adhesion y captura
de alimento.

El ciclo biolégico de la Acanthamoeba presenta dos estadios : el trofozoito, que
es la fase activa en la cual la ameba puede replicarse, y el quiste, que es la fase latente
que el microorganismo adquiere cuando las condiciones ambientales no son
favorables (Figura 3). Existe un tercer estadio que es la forma flagelada presente en
la ameba Naegleria.

Los trofozoitos de Acanthamoeba tiene un tamafio comprendido entre 14 y 40
pm. En su citoplasma podemos encontrar organulos tipicos de células eucaridticas
superiores: complejo de Golgi, reticulo endoplasmico liso y rugoso, ribosomas libres,
mitocondrias lisosomas, vacuolas digestivas, vacuolas con glucégeno y microtabulos.
Generalmente poseen una o varias vacuolas contractiles encargadas de la regulacion
osmotica (89-91). Poseen un unico nucleo con un nucleolo de tamafio grande (89).
Son organismos aerobicos, aunque se ha comprobado que pueden adaptarse a
ambientes con baja concentracion de oxigeno (92, 93). Son capaces de desplazarse
tanto en medios sélidos como acuosos mediante la formacion de pseuddépodos a una
velocidad media de 0.8 pm/segundo, bastante rapido en comparacion con otras
células. Se alimentan de particulas organicas, bacterias, algas, hongos y detritus

presentes en el ambiente mediante los mecanismos de fagocitosis y pinocitosis (94).
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La reproduccion celular es asexual y ocurre por fision binaria. Tienen un tipo de
division denominada meta mitosis caracterizada por la desaparicion del nucléolo y la
membrana nuclear y la formacién del huso mitético (95).

El proceso de diferenciacion por el cual las amebas pasan de la forma de
trofozoito a quiste se denomina enquistamiento. Este fendmeno puede ser inducido
por algunas alteraciones del entorno como la escasez de alimento, variaciones
osmoéticas, de oxigeno o de pH, la presencia de compuestos quimicos o
desinfectantes, temperaturas extremas. En este proceso, el trofozoito adquiere forma
redondeada, y se forma una pared celular doble formandose asi el quiste. Su tamafio
oscila entre 13-20 um dependiendo de la especie. La pared externa, denominada
ectoquiste, es rugosa y estd compuesta por proteinas, y la pared interna, el
endoquiste, esta formada por celulosa y puede tener forma estrellada, poliédrica o
esférica. Ambas paredes se fusionan en determinados puntos formando el ostiolo
(Figura 3). Las dos capas normalmente estdn separadas por un espacio compuesto
de fibrillas. Durante el enquistamiento se observa una disminucién de los niveles
celulares de ARN, glucégeno, fosfolipidos y proteinas, reduciéndose el volumen
celular y el peso en seco (96, 97) mientras que el ADN se mantiene. Los quistes son
muy resistentes y varios estudios han demostrado que pueden permanecer viables y
conservar su patogenicidad durante afios, por lo que son fundamentales en la
transmision de las enfermedades producidas por Acanthamoeba (98, 99). Cuando las
condiciones externas vuelven a ser favorables se produce el desenquistamiento por
el cual la ameba se activa y sale por los opérculos del quiste revertiendo a la forma de

trofozoito (68, 100).
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Figura 3. Ciclo bioldgico de las especies del Género Acanthamoeba. Trofozoito:
Imagen de Carnt et al. 2015 (101). Quiste con sus partes: Imagen modificada de

la biblioteca de imagenes de parasitos del CDC (102).

2.4 DISTRIBUCION

Las amebas pertenecientes al género Acanthamoeba se encuentran
ampliamente distribuidas en el medio ambiente habiendo sido aisladas de una gran
variedad de muestras. En el agua se ha aislado de rios, playas, piscinas, lagos, agua
embotellada mineral, agua residual, agua potable. Se ha aislado del suelo, arena,
polvo, abono; del aire en conductos de ventilacion, aires acondicionados,
humidificadores. También en vegetales, estuches de lentes de contacto, en material
de hospitales. Por otro lado, en humanos han sido aisladas en muestras tomadas de
garganta, cavidades nasales, intestinos, tejido cerebral y pulmonar infectado, lesiones

cutaneas, biopsias de cornea y liquido cerebroespinal (103-106).
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La abundancia y diversidad de Acanthamoeba spp. en el ambiente es debido a
su gran tolerancia a variaciones de pH, temperatura, osmolaridad y salinidad
especialmente en su forma quistica (98, 107) adaptandose asi a condiciones muy

extremas (108) (109).

2.5 PATOGENEICIDAD DE ACANTHAMOEBA SPP.

Acanthamoeba es una ameba de vida libre cuyo habitat principal es la
naturaleza, pero también puede comportarse como patdégeno oportunista si encuentra
un huésped. La via de entrada de Acanthamoeba puede ser a través de los ojos, las
fosas nasales o la piel daflada o con ulceras. Las patologias asociadas son la
queratitis por Acanthamoeba (QA), la encefalitis granulomatosa amebiana y la

Acantamebiasis cutanea (110, 111).
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3.QUERATITIS AMEBIANA

3.1 EPIDEMIOLOGIA

El primer caso de queratitis por Acanthamoeba (QA) se notificé en el Reino
Unido en 1974 (112) y en 1984 se describio el primer caso de queratitis amebiana
asociado al uso de lentes de contacto blandas (113). La incidencia de QA en el mundo
entre 1980 y 1990 se estima alrededor de 1-2 casos por millébn de usuarios de lentes
de contacto (LC) (114). Aunque es dificil establecer cifras exactas, la incidencia ha ido
creciendo con el aumento de usuarios de lentes de contacto y las mejoras en los
métodos de diagndstico (115-117). En Estados Unidos se estima que la tasa de
referencia de aparicion de la QA es ahora aproximadamente 10 veces mayor que
antes de 2004 (118, 119).

Seal et al. (120) concluyen que puede esperarse una incidencia de QA anual
de 1 por cada 30.000 usuarios de lentes de contacto de hidrogel en Inglaterra, Europa,
Hong Kong y otras areas donde la adaptaciéon de LC e higiene son similares. En paises
como Japon, donde la prevalencia de la miopia es alta y el uso de lentes de
ortoqueratologia es comun, el niumero de infecciones es 15 veces mayor que en
Estados Unidos (121). Por otro lado, en paises en desarrollo, como India,
Acanthamoeba representa el 2% de los casos de Ulceras corneales con cultivo positivo

(122).
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3.2 FACTORES DE RIESGO

Existe una variedad de factores que pueden favorecer el desarrollo de la
infeccion. En los paises desarrollados, el 85% de los casos de queratitis por
Acanthamoeba ocurren en usuarios de lentes de contacto principalmente debido a su
mal uso (123-126). Los factores que aumentan el riesgo de QA son la falta de higiene
y limpieza, falta de reemplazo de las lentes, el uso de soluciones no esterilizadas/
agua de grifo para su conservacion o el uso de las lentes durante el bafio (127).
Ademas, las lentes de contacto pueden servir como vehiculo para la entrada del
patdgeno en el ojo 0 el mismo uso de las LC puede causar lesiones corneales que

propicien que los organismos penetren.

Por otro lado, en los paises en vias de desarrollo donde el uso de lentes de
contacto no es tan comun, los traumatismos corneales y la exposicion de la cOrnea a
tierra y agua contaminadas son los factores de riesgo principales (128-131). Estas
razones también parecen ser la causa en aquellas personas que no son usuarias de
LC (122, 132).

En cuanto al clima, parece existir una mayor incidencia de QA durante el verano
y temporada de lluvias probablemente relacionado con el aumento de Acanthamoeba

en el medio ambiente y de las actividades en el agua (127).

3.2.1 Acanthamoebay lentes de contacto

El uso de LC puede producir pequeias abrasiones corneales dafiando asi la
integridad del epitelio corneal y afectando a la barrera que la protege de los
microorganismos. Ademas, las LC también pueden producir dafios indirectos al

causar hipoxia e hipercapnia corneales. Estos factores se ven aumentados con el uso
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de LC con baja permeabilidad al oxigeno y con comportamientos como dormir con LC.
La disminucion del oxigeno en las células de la cornea conduce a una acumulacion
de dioxido de carbono y a cambios importantes en las vias metabdlicas normales

(133).

La ruptura de la barrera protectora permite la adhesién de protozoos al epitelio y
el desarrollo de la invasion en las restantes capas de la cornea. Sin esta ruptura, la
infeccion no se convierte en QA. Ademas del efecto traumatico o metabdlico, las LC

pueden servir de vehiculo para la transmision de Acanthamoeba al ojo (134).

La queratitis por Acanthamoeba puede aparecer asociada al uso de todo tipo de
lentes de contacto: rigidas permeables al gas (RPG), cosméticas, lentes hibridas o
lentes blandas, siendo con estas ultimas mas frecuente (121, 135-141). La adhesion
de Acanthamoeba a las LC depende de muchos factores, como el material de la lente
(142, 143) asi como la concentracion y el tiempo de exposicién al patégeno (140). El
contenido en agua de las lentes de contacto y su ionicidad interfieren en la adhesion
de quistes y trofozoitos. Asi, algunos estudios han encontrado una mayor adhesion
en las lentes con mayor contenido en agua (142, 144-146). Otro factor que parece
influir en la adhesién del patégeno es la rugosidad de la superficie de la lente de

contacto siendo mayor la adherencia a mayor rugosidad (147-149).

Los trofozoitos parecen adherirse mas que los quistes al material de las LC (150),
y entre las LC blandas, se ha observado mayor adherencia a las lentes de hidrogel de
silicona (HiSi) que a las lentes de hidrogel convencional (151-153). Ademas, entre las
generaciones de LC de hidrogel de silicona, las lentes de primera generacion tienen
una mayor afinidad con las especies de Acanthamoeba en comparacion con las LC

de segunda y tercera generacion (151, 152). La adhesion del trofozoito a la LC se
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establece mediante filopodios ubicados en la base de la ameba (154) mientras que en
los quistes, la adhesidn se produce a través de sustancias adhesivas en el exoquiste

(155).

Las LC RPG estdn menos relacionadas con la aparicion de la QA, aunque hay
algunos casos clinicos que relacionan las lentes rigidas con la QA (133). Las lentes
de ortoqueratologia actuan como tratamiento reduciendo la progresion de la miopia,
se utilizan durante la noche y provocan un aplanamiento de la cérnea. Durante su uso

puede generarse hipoxia y se han descrito casos de QA con su uso (156).

A pesar del uso de sistemas de desinfeccion y mantenimiento de las lentes de
contacto, la QA puede desarrollarse ya que no todos son eficaces contra

Acanthamoeba (150, 157-162).

3.3 SIGNOS Y SINTOMAS

Los signos y los sintomas no siempre son especificos de la QA y pueden
confundirse con el de otras patologias oculares. En la etapa inicial de la infeccion, que
afecta al epitelio, se pueden observar signos como erosiones puntiformes,
pseudodendritas, opacidades subepiteliales o hiperemia conjuntival. En esta etapa el
paciente puede sufrir fotofobia, visidbn borrosa, enrojecimiento, lagrimeo, y dolor de
diversa intensidad. Con la progresion de la enfermedad, Acanthamoeba invade el
estroma produciendo un infiltrado en forma de anillo conocido como el anillo de
Wessely, caracteristico de la patologia. Otros signos clinicos son los infiltrados
estromales, la inflamacién central, la opacificacion corneal, la aparicién de Ulceras,

hipopion (134, 163). Normalmente la infeccion se desarrolla de manera unilateral.
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El dolor manifestado por el paciente se asocia a la progresion de la enfermedad
y a la inflamacion del estroma, siendo mas intenso en caso de que haya infiltracion
perineural. Algunas complicaciones que pueden aparecer son las sinequias
anteriores, glaucoma secundario (164), atrofia del iris, catarata (165), escleritis (166).
Algunas de estas complicaciones podrian estar asociadas a la toxicidad de los

tratamientos utilizados (167).

Figura 4. Imagenes representativas de la queratitis por Acanthamoeba. A) Defecto
epitelial y anillo de infiltrado estromal anular. B) Cicatrizacibn corneal con
neovascularizacion profunda y superficial. Imagen tomada de Varacalli et al. 2021
(168).
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3.4 PATOGENESIS DE LA ENFERMEDAD

La patogénesis de la enfermedad por Acanthamoeba estd mediada por una serie

de procesos desencadenantes descritos a continuacion (Figura 5).

3.4.1 Adhesion

El primer paso es la adhesion de los trofozoitos a la superficie del tejido. Este
proceso se realiza mediante la expresion de unas proteinas de membrana conocidas
como proteinas de unién a manosa (MBP del inglés: mannose-binding protein) que se
unen a las glicoproteinas que contienen manosa (169). También pueden unirse
mediante otras adhesinas como las proteinas de union a laminina, constituyentes de
la matriz extracelular (170).

Uno de los factores de los que depende la adhesion de Acanthamoeba al epitelio,
es el estado fisiologico de la cérnea. Modelos de experimentacion con animales han
mostrado que la abrasion o traumatismo leve en la cérnea es necesario para que haya
una infeccién corneal, asi como las lentes de contacto se comportan como vectores
qgue facilitan la transmision del patégeno a la cérnea (171). Los traumatismos o
abrasiones corneales desencadenan una mayor expresion de glicoproteinas reactivas
y, por tanto, hay una mayor adhesion de las amebas a la cérnea dafada, en

comparacion con la cornea sana (172).

3.4.2 Efecto citopéatico

Después de la union de la Acanthamoeba al epitelio corneal, se produce la
cascada patdégena con la destruccion del epitelio corneal y la penetracion en la

membrana de Bowman subyacente. Los trofozoitos de Acanthamoeba pueden utilizar
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diferentes mecanismos independientes para inducir efectos citopaticos en células
diana, como citélisis directa, fagocitosis y apoptosis. Taylor et al. (173) demostraron
gue el mecanismo de los efectos citopaticos mediados por Acanthamoeba depende
de los cambios en la estructura del citoesqueleto y de la actividad de los canales de
calcio.

Acanthamoeba expresa unas glicoproteinas en su membrana denominadas
ecto-ATPasas que hidrolizan el ATP dando como producto ADP. Este puede unirse a
receptores celulares, entre ellos los receptores purinérgicos P2 causando un
incremento en la concentracion de calcio intracelular lo que activa diferentes cascadas
de sefalizacion que llevan a la muerte de la célula por apoptosis (174).

La ameba libera enzimas hidroliticas como son las proteasas y fosfolipasas, que
producen el efecto citopatico. Las proteasas son enzimas que catalizan la hidrolisis de
proteinas y se sabe que Acanthamoeba produce tres tipos diferentes, serina
proteasas, cisteina proteasas y metaloproteasas. En la patogénesis de la
Acanthamoeba se ha observado un aumento de los niveles de proteasas que parecen
facilitar la invasion. La exposicidon a manosa estimula la produccién de una serina
proteasa de 133 kDa denominada proteina inducida por manosa (MIP133). Esta
produccion de MIP133 parece ser otro elemento crucial de la cascada patégena de la
QA que facilita la destruccion del epitelio corneal y apoptosis (175) (176) (177).

El mecanismo por el cual la Acanthamoeba absorbe sus alimentos (bacterias) se
conoce como fagocitosis y parece estar involucrado en su patogénesis. Asi, mediante
la induccion de re-arreglos en el cito-esqueleto y la formacion de amoebastomas en

su superficie celular, puede fagocitar las células epiteliales de la cérnea (178).

63



3.4.3 Invasion estromal

Después de la unién y descamacion del epitelio corneal, el siguiente paso en la
queratitis por Acanthamoeba implica la invasion del estroma corneal. Para ello,
Acanthamoeba utiliza las diferentes proteasas para degradar el estroma. Las serinas
proteasas tienen la capacidad de degradar el colageno tipo I, que representa la
principal proteina estructural que mantiene la integridad del estroma (179). Un signo
clinico caracteristico de las queratitis por Acanthamoeba es el infiltrado estromal en
forma de anillo. Se cree que las enzimas colagenoliticas podrian tener un papel en la
generacion este anillo (180) aunque también se ha sugerido que es producto del
infiltrado de neutrofilos.

Ademas, las proteasas también son capaces de degradar fibronectina, laminina,
IgA secretora, IgG, plasmindégeno, albumina de suero bovino, fibrina y fibrinégeno. La
IgA secretora es la principal inmunoglobulina en la lagrima y actia como barrera
primaria contra los microbios patégenos.

La Acanthamoeba patégena también puede usar activadores de plasmindégeno
para catalizar la escision del plasminégeno del huésped para formar plasmina, que a
su vez activa las MMP que degradan las membranas basales y los componentes de
la matriz extracelular como el colageno, las fibronectinas y la laminina (181, 182). Por

tanto, las MMP estan implicadas en la remodelacion tisular (183, 184).

3.4.4 Neuritis

Después de adherirse, destruir el epitelio corneal, penetrar en la membrana de
Bowman y descamar el estroma, la cascada patdogena de la queratitis por

Acanthamoeba parece detenerse antes de la invasion del endotelio corneal.
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A diferencia de otras infecciones oculares como queratitis por Pseudomonas, QA
rara vez produce infeccion intraocular y endoftalmitis (185-188). En estudios in vitro,
Clarke et al. (188) sugirieron que los trofozoitos usan la serina proteasa MIP-133 para
penetrar en la membrana de Descemet y en el endotelio corneal, pudiendo asi, entrar
en la camara anterior el 0jo. Sin embargo, al inyectar trofozoitos en la camara anterior,
estos trofozoitos se eliminaron debido a la formacion de un intenso infiltrado de
neutrofilos. Esta respuesta inmune que se produce podria ser la razén por la que se
controla la infeccion impidiendo que penetre a nivel intraocular.

Los datos histopatolégicos y clinicos indican que los trofozoitos a menudo
infiltran los nervios corneales, produciendo queratoneuritis radial en pacientes con
queratitis por Acanthamoeba. Los estudios in vitro han demostrado que los trofozoitos
responden gquimiotacticamente a las células derivadas de la cresta neural (189).
Ademas, los trofozoitos pueden matar las células nerviosas por citélisis directa y
apoptosis (190). Esta respuesta de los trofozoitos que provoca dafio nervioso, puede

ser la explicacion del dolor intenso asociado con esta infeccion.
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Figura 5. Proceso de patogénesis de la queratitis por Acanthamoeba. Imagen
modificada de Clarke et al. 2006 (191).

3.4.5 Respuesta inmunoldgica

La baja incidencia de queratitis por Acanthamoeba lleva al planteamiento del
importante papel que juega la respuesta inmune del hospedador en el desarrollo y
severidad de la patologia. La respuesta inmune puede ser innata o adaptativa (192,
193). Los macrofagos y neutrofilos son células del sistema inmune innato que juegan
un papel significativo en la resolucion de QA. Estudios in vitro han demostrado su
papel destruyendo a los trofozoitos y a los quistes lisados (194-198). Hurt et al. (198)
encontraron que los neutréfilos parecen mostrar mas efectividad que los macréfagos
frente a los quistes.

La exposicion a Acanthamoeba también desencadena la respuesta humoral,

aunque el papel de los anticuerpos no esta completamente definido. Los anticuerpos
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pueden prevenir la adhesion del patdgeno a las células huésped, inhibir la motilidad
de las amebas o neutralizar su citotoxicidad. Se pueden diferenciar entre anticuerpos
séricos y de secrecion de mucosas. Walochnik et al. (199) observaron diferencias en
la expresion de anticuerpos IgG y especialmente IgA en el suero sanguineo de sujetos
con QA siendo su inmunoreactividad mayor contra la cepa no patdégena que contra la
cepa patdégena. En un estudio in vitro en el que se inmunizaron intramuscularmente
hamsteres chinos con antigenos de Acanthamoeba, se observdé una produccion
elevada de anticuerpos séricos, pero el desarrollo de la QA prosiguié (200). Esto
demostré la importancia de la IgA de las lagrimas y la falta de respuesta protectora de
la IgG sérica en el caso de QA. Por otro lado, al cambiar a inmunizacién por via oral
en el mismo modelo, asi como en cerdos, si que se observo proteccion, que parecia
estar relacionada con la presencia de IgA (201, 202). Estos estudios parecen indicar
gue la respuesta inmune de mucosas con produccién de IgA es eficaz previniendo la
infeccion frente a Acanthamoeba (203). Alizadeh et al. (204) estudiaron los niveles de
IgG y de IgA en las lagrimas de personas sanas y pacientes de QA y observaron que
los niveles séricos de IgG eran similares entre ambas poblaciones mientras que los
niveles de IgA se encontraban disminuidos en los pacientes de QA. Por ello, sugirieron
gue la tnica inmunoglobulina que conferia proteccién frente a QA era la IgA secretada
independientemente de la inmunoglobulina sérica. En la lagrima, otros estudios han
observado una disminucion de los niveles de IgA y IgG en pacientes con QA debido a
su degradacion por las serinas proteasas que se generan durante la infeccion (205,
206).

Por otro lado, se activa el sistema del complemento (SC) que actia como primera
linea de defensa frente a infecciones microbianas y puede estar presente en ambas

respuestas inmunes (207, 208). Juega un papel importante en la eliminacion del
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patogeno mediante lisis de la ameba o aumentando la muerte mediada por
macrofagos. Sin embargo, su papel en la patogénesis de la QA tampoco estéa del todo
claro. La activacion del SC conlleva la aparicion de las anafilotoxinas C3a y C5a que
median la respuesta inflamatoria y el dafio tisular por lo que podrian estar favoreciendo
la destruccién de tejido favoreciendo la infeccibn en vez de la eliminacion de
Acanthamoeba. Algunos estudios in vitro confirman que los trofozoitos de
Acanthamoeba pueden sucumbir a la lisis mediada por el SC en presencia o ausencia
de anticuerpos (209). Sin embargo, otros estudios in vitro han demostrado que los
trofozoitos de Acanthamoeba puede resistir a esta lisis, posiblemente debido a la
presencia de proteinas inhibidoras en la superficie del trofozoito o a algunas proteinas
presentes en el epitelio corneal y en la lagrima (210). Las especies mas patégenas de
Acanthamoeba spp. parecen ser mas resistentes a la lisis que las menos patdgenas

(211, 212).

3.5 DIAGNOSTICO

El diagnéstico de la queratitis por Acanthamoeba a menudo es complejo ya que puede
ser confundida con la queratitis bacteriana, viral o micética. Por ello, un buen
diagnéstico diferencial y temprano es esencial para el buen pronéstico de la

enfermedad (213-215).

3.5.1 Cultivos de raspados corneales

La obtencion de muestras mediante raspado corneal o biopsia para la realizacion
de cultivos microbioldgicos en placa es considerada tradicionalmente como la prueba

de referencia (en inglés, gold standard) para el diagnostico de queratitis amebiana.
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Es una prueba sencilla, facil de realizar y de bajo coste en la que Acanthamoeha
se cultiva en medio agar no nutritivo con Escherichia coli (E.coli) o Enterobacter que
les sirve de alimento. Aunque las pruebas de cultivo tienen una alta especificidad
(100%) la sensibilidad oscila entre el 7 y el 66.7% (216, 217). Esto hace que su
efectividad pueda verse disminuida si existe coinfeccién con otro patdgeno siendo
poco util para diagnosticar la QA. Otro aspecto a tener en cuenta es el tiempo
requerido para la obtencién del resultado ya que tarda un promedio de 7 dias en
demostrar un resultado positivo, o que permite que la patologia siga avanzando. Para
obtener mejores cultivos en ocasiones se requiere realizar biopsias de la cérnea lo

gue hace de esta técnica un procedimiento muy invasivo (217).

3.5.2 Andlisis histopatoldgico

Como alternativa al cultivo, se pueden utilizar los raspados o biopsias de la
cérnea para su analisis histopatologico utilizando tinciones especiales. Las tinciones
mas usadas de manera rutinaria para detectar Acanthamoeba dado que no requieren
técnica o material especial son la hematoxilina y eosina, giemsa, Gram, &cido
periodico-Schiff y tricrémico (218). Otras tinciones mas especiales son el blanco de
calcofltor (219, 220), los anticuerpos fluorescentes indirectos (221) o el naranja de
acridina (222), los cuales requieren un microscopio fluorescente para su identificacion.
Tanto la destreza del observador, asi como el tipo de tincion usada influyen en la
identificacion de la Acanthamoeba. En ocasiones, los quistes amebianos pueden
confundirse con células mononucleares o epitelio degenerado. Algunos estudios
indican que la tincion blanca de calcoflior asi como de naranja de acridina son
meétodos mas fiables para detectar quistes amebianos en frotis de cornea y muestras

de biopsia (219, 222).
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3.5.3 Microscopia confocal in vivo

Es una técnica de diagndstico no invasiva que proporciona imagenes a tiempo
real del epitelio corneal, el estroma y el endotelio, y permite la identificacion y
observacion in vivo de microorganismos sin necesidad de biopsia de tejido ni tintes
(223). La sensibilidad y especificidad de la prueba es mayor del 90% (216, 224-226)
siendo mayor que la reaccidon en cadena de la polimerasa y los cultivos (216). Una
limitacion de este método es la dificultad para detectar trofozoitos, de manera que solo
identifica de manera fiable los quistes de Acanthamoeba, por lo que la enfermedad
puede estar en una etapa inactiva en ese momento. Por otro lado, para su realizacion
se necesita un equipo de altas prestaciones y personal cualificado por lo que no

siempre se considera la opcién mas accesible (227).

3.5.4 Reaccién en cadena de la polimerasa

La reaccion en cadena de la polimerasa, del inglés PCR (Polymerase chain
reaction) es una técnica molecular también usada en el diagndéstico de QA cuyo tiempo
medio para obtener un resultado es de unos 5 dias (minimo 1/2 dias). Tiene una alta
especificidad (100%) y una sensibilidad que varia del 66.7% al 100% dependiendo de
la secuencia de ADN usada (216, 217). Algunos estudios confirman la superioridad de
la PCR frente a los cultivos en el diagnostico de QA (216, 217, 228). La PCR a tiempo
real es una técnica con un rango de sensibilidad y especificidad similares a la PCR
estandar que permite obtener resultados aun mas rapidos. La realizacion de la PCR
requiere material especial y puede resultar mas costoso que otras técnicas de
diagnoéstico. Ademas, la PCR puede tener la desventaja de que aun en ausencia del

patdgeno puede dar un resultado positivo (229).
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Por otro lado, existen otras técnicas menos usadas que se plantean como
posibles opciones para el diagnostico de QA. La citologia de impresion se usa en el
diagnéstico de infecciones y enfermedades de la superficie ocular. Ademas, se ha
descrito su uso en el diagnostico de QA en corneas con afectacion superficial (230-
232) considerandose un procedimiento rapido y minimamente invasivo. Otra posible
herramienta para el diagnostico temprano de QA es la tomografia de coherencia 6ptica
del segmento anterior (AS-OCT, de sus siglas en inglés). Con la AS-OCT se puede
identificar la queratoneuritis radial que puede servir para respaldar el diagndstico y

seguimiento de QA en estadio temprano (233).

3.6 TRATAMIENTO DE LA QUERATITIS POR ACANTHAMOEBA

Actualmente no existe un protocolo estandarizado para el tratamiento de la QA.
El tipo de tratamiento varia segun la severidad y el estado de la infeccién. En el caso
de la queratitis amebiana lo mas importante es un diagndstico precoz que evite el

progreso de la queratitis.

3.6.1 Agentes antiamebianos

Las biguanidas son agentes antimicrobianos utiles porque pueden matar ambas
formas de Acanthamoeba, trofozoitos y quistes. Actllan penetrando en las amebas
provocando dafios en la membrana plasmatica y la posterior lisis y muerte celular
(234). Los dos compuestos de biguanida mas usados actualmente por su eficacia son
polihexametileno biguanida (PHMB) y la clorhexidina. PHMB, en una concentraciéon
baja de 0.02% tiene una alta actividad cisticida contra multiples cepas del patégeno
(235). Mientras que el uso de clorhexidina y PHMB por separado en monoterapia es

efectivo, su uso combinado no esta recomendado porque produce mayor toxicidad

71



(236). En la actualidad, el tratamiento general mas empleado consiste en la aplicacion
combinada de una biguanida y una diamidina (isotianato de propamidina al 0.1% o
hexamidina al 0.1%) (237, 238). Las diamidinas también provocan cambios en la
membrana celular que afectan a su permeabilidad. La propamidina y la hexamidina
han mostrado su eficacia clinicamente contra las formas de trofozoito y quiste de
Acanthamoeba (239, 240). La propamidina también se ha administrado con
medicamentos antimicGticos como miconazol tépico al 1% e itraconazol oral
obteniendo resultados exitosos frente a la QA (241-243). Por lo general, los trofozoitos
son mas sensibles a los tratamientos mientras que los quistes son mas resistentes y
pueden persistir en la superficie corneal durante mucho tiempo. La toxicidad de estos
tratamientos ha sido relacionada con la aparicion de cataratas, atrofia del iris,

glaucoma y Ulceras periféricas como posibles efectos secundarios (165, 244).

En el caso de inflamacion severa se pueden usar corticosteroides. Sin embargo,
Su uso es controvertido porque pueden provocar un empeoramiento de la infeccion
(245, 246) y la supresion de la respuesta inmunoldgica del paciente en la etapa inicial
de la infeccion inhibiendo la actividad de los macréfagos. Ademas, producen inhibicion
de los procesos de enquistamiento y escision de Acanthamoeba, que podria ser una

causa de la aparicion de problemas de resistencia.

3.6.2 Cirugia

El trasplante de cOrnea (queratoplastia) es otra opcion terapéutica cuando los
tratamientos topicos u orales han fracasado. Se recomienda esta intervencion si la
infeccion esta en fase aguda, si la cérnea esta dafiada o demasiado delgada, o si la

vision es limitada. Sin embargo, hay un riesgo de no eliminar todos los trofozoitos o
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quistes antes de la cirugia lo que podria colonizar la nueva cornea (241, 247, 248). La
queratoplastia lamelar anterior profunda tiene las ventajas de no invadir la camara
anterior y reduce el riesgo de rechazo y fallo endotelial (249, 250). Por otro lado, otra
opcion es el trasplante de membrana amniotica que se utiliza para recuperar la cérnea,

especialmente en caso de defectos epiteliales persistentes o Ulceras (251, 252).

La técnica de cross-linking combina la aplicacion de riboflavina y luz ultravioleta
que produce dafio en el ADN de Acanthamoeba retrasando la destruccion corneal

(253, 254).

La crioterapia corneal es un tratamiento adyuvante de la terapia topica. Las areas
corneales infectadas o el area receptora antes de una queratoplastia penetrante se
tratan con una criosonda fria hasta que se formen cristales de hielo en el estroma
corneal. El efecto de este tipo de crioterapia en células madre epiteliales del limbo no
ha sido aclarado hasta la fecha. Estudios in vitro han mostrado su eficacia en la
disminucién de trofozoitos, pero no de los quistes, en ausencia de tratamiento médico

en combinacion (255-258).
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4. SISTEMAS DE LIMPIEZA/ MANTENIMIENTO

Actualmente existen una gran variedad de productos en el mercado para el

mantenimiento y desinfeccion de las lentes de contacto.

4.1 SOLUCIONES MULTIPROPOSITO (UNICAS)

Las soluciones Unicas de mantenimiento son las mas empleadas por los usuarios

de lentes de contacto. Contienen cuatro componentes basicos sobre su base salina

Agentes surfactantes que recubren la superficie de las lentes protegiéndolas de la

acumulacion de los depdésitos

— Acido etilendiaminotetraacético (EDTA), compuesto que es capaz de captar iones
como el Mg?* y Ca?* impidiendo la formacién de depdsitos de calcio en la lente
(259).

— Agentes tampdn que mantiene el pH de las soluciones similar al de la lagrima
humana.

— Agentes antimicrobianos, que, con relacibn a esta tesis se describen a

continuacion con detalle.

Para la mejora del confort del usuario, algunos incluyen otros componentes como los
agentes humectantes o lubricantes Los mas empleados actualmente son
PolivinilPirrolidona (PVP), Hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), dexpantenol e

hialuronato de sodio.
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e Agentes antimicrobianos

La clorhexidina es técnicamente una biguanida (260) con efecto bacteriostatico
que presenta una formulacibn mas antigua en comparacion con las biguanidas
utilizadas en las soluciones actuales. Se demostr6 que era eficaz contra la
Acanthamoeba in vitro, contra los hongos Fusarium y Aspergillus y algunas bacterias
P. aeruginosa, S. aureus y S. marcescens (261, 262). Antiguamente se incluia en las
soluciones multipropdsito pero dada su posible toxicidad en el ojo actuando como
agente irritante actualmente no se incluye en la formulacion de las soluciones

multipropésito dejando paso a nuevos y mejores conservantes de alto peso molecular.

La polihexanida (PHMB, del inglés, polyhexamethylene biguanide) es el agente
antimicrobiano mas utilizado en soluciones Unicas en concentraciones que van desde
0.5 ppm hasta 2 ppm. Actia perforando la membrana fosfolipidica bacteriana,
provocando la destruccién de las bacterias, aunque también se ha sugerido que se
introduce en el interior de la célula mediante translocacion sin causar dafio en la
membrana y, una vez dentro, se une al ADN bloqueando potencialmente el proceso
de replicacion del ADN (263). Las soluciones a base de PHMB han mostrado su
eficacia contra las bacterias como P. aeruginosa y S. aureus (264, 265). Por el
contrario, estas soluciones no son tan eficaces contra especies de hongos, levaduras
0 amebas. Un amplio numero de estudios han confirmado que las soluciones de

PHMB son ineficaces contra Acanthamoeba (266-269).

El polyquad® o polyguaternium-1 (PQ-1) es un compuesto de amonio
cuaternario con funcion bactericida (270). Para potenciar su eficacia, normalmente se
encuentra en combinacion con otros componentes como la miristamidopropil

dimetilamina (MAPD) también conocida como ALDOX® que inhibe eficazmente los
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hongos y las amebas. El efecto de PQ-1 frente Acanthamoeba no esta del todo claro.
Algunos estudios que evaluaron su eficacia encontraron que no era eficaz contra la
Acanthamoeba (271-273). La combinacion PQ-1 con Aldox, parece ser igual de
ineficaz frente a Acanthamoeba que la PQ-1 sola segun algunos estudios (266, 274-

276), aunque existen otros que muestra su eficacia en quistes y trofozoitos (269, 270).

En el afio 2006 hubo un brote mundial de queratitis por Fusarium y en 2007-8 de
queratitis por Acanthamoeba (277, 278). Estos brotes se relacionaron directamente
con soluciones de mantenimiento concretas. Asi, la solucion de mantenimiento
Complete MoisturePlus® (Advanced Medical Optics (AMO)) fue retirada del mercado
de manera voluntaria por la empresa por su relacidn con los casos de queratitis por
Acanthamoeba en usuarios de lentes de contacto blandas (159). Ademas, se retiraron
otras soluciones Unicas Renu® MoistureLoc® (Bausch & Lomb Incorporated).

Con el fin de incrementar el poder de desinfeccion de las soluciones Unicas, los
laboratorios combinan los agentes antimicrobianos buscando el mayor espectro de
accion contra bacterias y hongos. Ademas de la mejora en la eficacia, otro factor
importante que se tiene en cuenta es el nivel de toxicidad ocular que pueden producir
los agentes antimicrobianos en los usuarios de lentes de contacto cuando se

combinan con los distintos materiales (279).

4.2 PEROXIDO DE HIDROGENO

El perdxido de hidrégeno (H202) no esta clasificado como conservante, pero se
utiliza como sistema de desinfeccion. Se basa en una solucion de peréxido de
hidrogeno al 3% que desinfecta y otra parte que neutraliza la reaccion mediante un

disco de platino o una pastilla de catalasa durante un minimo de seis horas. Aunque
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antiguamente este proceso se hacia en dos pasos, en la actualidad la mayoria de los
sistemas lo realizan en un Unico paso. Estas soluciones matan los microorganismos
produciendo radicales libres que destruyen las membranas celulares y oxidan
componentes esenciales del microorganismo. Las lentes tratadas pueden aplicarse
directamente en el ojo con un riesgo minimo de dafios en la superficie ocular, ya que
la cantidad residual de agente desinfectante tras la neutralizacion esta dentro del

rango adecuado para no causar citotoxicidad (280).

Diferentes estudios han mostrado la eficacia de estos sistemas eliminando
bacterias, virus, hongos y Acanthamoeba. La efectividad de los sistemas de peroxido
de hidrégeno frente Acanthamoeba esta relacionada con la concentracion de
desinfectante y el tiempo de exposicion. Asi, se ha demostrado la capacidad de
diferentes sistemas de limpieza con peroxido de hidrogeno eliminando A. castellanii
tanto a las 6 como a las 24 horas (158, 276). Los sistemas de peréxido de hidrogeno
muestran mayor efectividad frente Acanthamoeba en tiempos de almacenamiento
menores que otras soluciones uUnicas con PHMB y PQ-1 (268, 271, 276). Algunos
estudios concluyen que los sistemas de peroxido de dos pasos (menos comunes
actualmente) parecen ser mas efectivos contra mas cepas de Acanthamoeba y

eliminando mas cantidad de quistes (281, 282).
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4.3 POVIDONA YODADA

Dada la amplia capacidad antibacteriana de la povidona yodada (PY), es
comunmente usada como antiséptico en procedimientos quirdrgicos (283). Ademas,
su baja toxicidad hace que pueda ser usada en bajas concentraciones a nivel ocular
(284). Su capacidad de desinfeccion ha sido demostrada en lentes de contacto rigidas
y de ortoqueratologia (285). Yanai et al. (286) estudiaron la capacidad antimicrobiana
y la citotoxicidad de la povidona yodada, peréxido de hidrégeno y una solucion Unica
con PHMB. Los resultados mostraron que la solucion de povidona fue mas eficaz
contra las bacterias y los hongos y la menos citotoxica de las tres soluciones. Otros
estudios han demostrado su eficacia contra P. aeuruginosa (287, 288). En relacion
con la Acanthamoeba, las soluciones de povidona han demostrado su eficacia contra
cepas patogenas aisladas (289) y contra quistes y trofozoitos de Acanthamoeba (290,

291).
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5. NANOTECNOLOGIA Y NANOMEDICINA

El fisico estadounidense Richar Feynman, premio Nobel de Fisica en 1965,
propuso el concepto de nanotecnologia a finales de 1959, con su famoso discurso
“There is plenty of room at the bottom” en la reunion anual de la Sociedad de Fisica
Americana (292). La nanotecnologia es la ciencia que se ocupa de la sintesis,
manipulacion y aplicacion de la materia con dimensiones entre 1y 100 nm. El prefijo
-nano hace referencia a la milmillonésima parte de un metro (1 nm = 10° m). Existen
diferentes nanoestructuras como los nanotubos, nanocanales, nanoparticulas,
nanoporos, nanofibras. Los nanomateriales pueden ser disefiados para que sus
propiedades sean Utiles para el diagnostico y tratamiento de enfermedades a nivel
molecular (293). Concretamente, las nanoparticulas han cobrado un papel importante
en biomedicina. Entre la amplia variedad, se puede destacar aquellas formadas por
metales nobles como el oro, plata y cobre, cuyas propiedades Unicas las hace utiles

para diferentes aplicaciones, entre ellas, los biosensores (294).
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Figura 6. Escala de diferentes tamafios relacionada con el contexto biolégico. En

verde se resalta la zona en la que se encuentran los nanomateriales.
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5.1 NANOPARTICULAS DE ORO

Las nanoparticulas metalicas de oro (AuNPs) son de especial interés debido
principalmente a sus propiedades Opticas, quimicas y electrénicas que a su vez

dependen en gran medida del tamafio y forma de las propias nanoparticulas.

Las nanoparticulas pueden ser sintetizadas con diferentes geometrias dando
lugar a estructuras como nanoesferas, nanobarras, nano estrellas, nanopiramides y
nanoflores. Asi, mientras que las nanoparticulas esféricas presentan propiedades

isotropicas, el resto de las formas tienen propiedades anisotrépicas.

5.1.1 Propiedades Opticas

Las soluciones de AuUNPs muestran diferentes colores dependiendo del tamafio
y la forma de las nanoparticulas. Fue Faraday en 1857 quien desarroll6 los primeros

coloides de oro y estudié las propiedades 6pticas del oro coloidal (295).

Las nanoparticulas metalicas, en este caso de oro, presentan electrones libres
en la banda de conduccién de su superficie. Al interactuar con un haz de luz incidente,
se produce la excitacion de estos electrones libres, provocando una oscilacién
coherente de los electrones de la superficie que se denomina “plasmones de
superficie”. Cuando el campo electromagnético generado esta en resonancia con el
de la luz incidente se produce el fendmeno conocido como resonancia del plasmon de
superficie (SPR del inglés, Surface plasmon resonance) . Esta resonancia se origina
cuando el tamafio de las nano particulas es menor que la longitud de onda del haz

incidente d<<A.
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Figura 7. llustracion del efecto de resonancia de plasmon superficial (SPR).
Oscilacion colectiva de los electrones con el campo electromagnético incidente en

una nanoparticula de oro. Imagen modificada de Juan et al. 2011 (296).

La resonancia de plasmon de superficie (SPR) tiene un papel vital en la absorcion y
la dispersion de la luz que es responsable del color de las suspensiones coloidales de
AuNPs. La frecuencia de resonancia del plasmon depende de varios factores como
son el tamafio y composiciéon de las nanoparticulas, la constante dieléctrica, el tipo de
disolvente, del tipo de ligando, la distancia entre particulas y la temperatura (297).
Asi, por ejemplo, a medida que aumenta el tamafio, el color de las suspensiones
coloidales de AuNPs cambia de rojo a azul o purpura y viceversa. Esto es debido a un
desplazamiento en el pico de absorcion (Figura 8). En el caso de las nanoesferas de
oro la resonancia del plasmon de superficie localizado (LSPR) presenta una fuerte
banda de absorcion de resonancia de plasmoén en la region visible, normalmente entre
500 a 550 nm con un pico de absorcion maxima alrededor de 520 nm. Las AuNPs
tienen un coeficiente de extincion elevado que permite la observacion visual de las

AuNPs a bajas concentraciones de nM e incluso pM (298).
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Figura 8. Apariencia visual de las nanoparticulas de oro esféricas de diferentes
tamafios en solucion (arriba) y su espectro visible (abajo). Se observa un
desplazamiento de la banda de absorcion hacia longitudes de onda mas largas
cuanto mayor es el tamafio, acompafiado de un cambio de color desde el rojo al

violeta. Imadgenes modificadas de Njoki et al. 2007 (299).

5.1.2 Sensores

Junto con sus propiedades épticas, la biocompatibilidad de las nanoparticulas de
oro les confiere una gran cantidad de aplicaciones en biomedicina en los campos de
diagnéstico, terapia e inmunologia. Una de las aplicaciones mas importantes de las
AuNPs en el diagnéstico, es su uso en la creacién de biosensores para diferentes

iones 0 moléculas quimicas y biolégicas (300). Un biosensor es un dispositivo que
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permite la deteccion de un analito mediante la conversion de una respuesta biologica
en una sefial medible (301). Los biosensores en general se componen por tres

elementos fundamentales (Figura 9).

e Bioreceptor: es una biomolécula especifica que reconoce el analito/objetivo de
interés.

e Transductor: es el elemento encargado de convertir el reconocimiento biologico
en una sefial medible.

e Detector: dispositivo que capta la sefial emitida por el transductor y permite el

procesamiento de datos.

[ anauto | [ BiORECEPTOR | | TRANSDUCTOR | | PROCESADO DE LA SENAL
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Figura 9. Componentes basicos de un biosensor.
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Muchos tipos de nanoparticulas se han empleado en la creacion de los
biosensores, siendo las nanoparticulas de oro las nanoparticulas metalicas mas
utilizadas como transductores. Estos biosensores pueden ser utilizados para
identificar diferentes analitos de una muestra. En particular, en relacion a esta tesis,

nos enfocamos en su uso para la deteccion de acidos nucleicos.

Por otro lado, segun la estrategia de deteccion, los sensores con AuNPs pueden
ser: sensores basados en fluorescencia (302, 303) , sensores electroquimicos (304-
306) o sensores colorimétricos. Dado que los métodos de deteccion basados en
fluorescencia o electroquimicos suelen requerir material especializado, los ensayos
colorimétricos basados en nanoparticulas de oro ofrecen una alternativa menos

costosa.

5.1.2.1 Sensores colorimétricos con nanoparticulas de oro

Debido al fendbmeno de LSPR, las AuNPs exhiben propiedades Opticas que
dependen del tamafio de la nanoparticula (307, 308), la forma (309), la distancia entre
particulas (310, 311) y las propiedades del ambiente dieléctrico de las particulas (297,
312, 313). Cualquier circunstancia que cambie alguno de estos factores, provoca un
cambio en la intensidad del LSPR lo que lleva a un cambio visual en el color de la
solucion. En el caso de la agregacion de AuNPs, se produce un acoplamiento de
plasmon de superficie entre ellas que da como resultado un desplazamiento en la
banda de absorcion provocando el cambio de color visible del rojo al azul. EI cambio
de color producido es una herramienta practica para la deteccion colorimétrica de
cualquier analito objetivo que desencadene la agregacion de las AuNPs. Asi, se

pueden desarrollar sensores plasmoénicos de deteccion que evalian el cambio de
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color de las soluciones de nanoparticulas en funcion de su estado de agregacion o
estado de dispersion, observandose facilmente a simple vista. El uso de AUNPs como
sensores colorimétricos se ha empleado para la deteccién de acidos nucleicos, iones
metalicos (314), proteinas (315, 316) y otras moléculas pequefias que se pueden
comportar como biomarcadores especificos para determinadas enfermedades (317-

320).

Los sensores colorimétricos son métodos simples, rapidos y econémicos que
permiten la deteccidn a simple vista. Por otro lado, una desventaja que presentan es
su limitada sensibilidad. En general, el limite de deteccibn usando AuNPs esta
alrededor del orden nanomolar, que es mucho mas alto que el necesario para muchos
diagnoésticos (321). Los sensores colorimetros con AuNPs para la deteccion de
secuencias de ADN generalmente se basan en la estrategia de agregacion. Las
estrategias de agregacibn mas comunes son crosslinking, non-crosslinking e

hibridacion de superficie.

e Agregacion crosslinking

La agregacion crosslinking se produce cuando las nanoparticulas se encuentran
lo suficientemente préximas entre ellas para agregarse. Para ello, primeramente, las
AuNPs se modifican en su superficie con ADN que se une de manera covalente
mediante grupos funcionales quimicos, principalmente tioles. De este modo, el
proceso de agregacion crosslinking esta mediado por la hibridacién de tres elementos.
Por un lado, dos grupos de AuNPs funcionalizadas con sondas distintas de ADN
monocatenario modificado con tiol (ADN-AuNP). Por otro lado, una secuencia de ADN
de cadena simple (target) que es complementaria a ambas sondas adheridas a las

AuNPs. Asi, en presencia del target, se produce la hibridacion especifica por

85



complementariedad de secuencias de las sondas y actia como elemento de union
entre las ADN-AuUNPs provocando su agregacion (Figura 10). En consecuencia, se
produce un cambio en el espectro de absorcion de la solucién, que se traduce
visualmente en un cambio de color de rojo a azul. Este cambio puede detectarse
visualmente, fotométricamente o mediante dispersion dinamica de la luz (322). La
sensibilidad de esta estrategia esta determinada por la cantidad minima de ADN target
gue es necesario para que la agregacion de las nanoparticulas sea apreciable a simple

vista (323, 324).

En 1996, Mirkin y colaboradores demostraron por primera vez que se podia usar
este método colorimetro para la deteccion de ADN. Utilizaron nanoparticulas de 13nm
y mediante la técnica de agregacion crosslinking obtuvieron un cambio de color visible
de rojo a azul (325). Ademdas, este método, al estar basado en la hibridacién entre
acidos nucleicos, es un proceso reversible. Al aumentar la temperatura por encima de
la temperatura de fusion se produce la desnaturalizacion del ADN y, en consecuencia,
la disociacion de los agregados de AuNPs, volviendo al color inicial de la solucion

(325).
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con ADN
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Agregaciodn crosslinking Agregacidn non-crosslinking

Figura 10. Esquema ilustrativo de los tipos de agregacion que se pueden
desarrollar con AuNPs funcionalizadas. Imagen modificada de Wang et al. 2017
(326)

e Agregacion non-crosslinking

La agregacion non-crosslinking se produce cuando las fuerzas de repulsion entre
las AuNPs que estan negativamente cargadas no son suficientes para mantener la
dispersién coloidal, de manera que las fuerzas atractivas de Van der Waals conducen
a la agregacion. Normalmente, la agregacion ocurre por un aumento en la fuerza
i6nica del medio ocasionado por la adicion de sal o por cambios en el pH de la
disolucién (327, 328). Este tipo de agregaciéon puede ocurrir tanto con las AuNPs

modificadas o sin modificar. En el primer caso, cada molécula de ADN hibrida por
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complementariedad con una sonda de ADN monocatenario inmovilizada en la

superficie de la nanoparticula (Figura 10).

En el segundo caso, el ADN es adsorbido por la superficie de la nanoparticula.
El ADN monocatenario libre se absorbe en la superficie de las AUNPs no modificadas
a través de los atomos de nitrégeno de sus bases, creando una capa eléctrica con
efecto repulsivo, aportando estabilidad a las AuNPs incluso frente a concentraciones
altas de sal (329, 330). Sin embargo, en el caso del ADN bicatenario, la doble hélice
impide la adsorcién de los atomos de nitrégeno, y no se consigue la estabilizacién
electrostética, lo que lleva a la agregacion de las nanoparticulas provocado un cambio
de color de rojo a purpura (329). Esta técnica es muy sencilla porque no requiere la
modificacion de la superficie de las AuNPs con el ADN. Sin embargo, existen otros

inconvenientes como la baja especificidad o agregacion inespecifica.

5.1.3 Aplicaciones de las Nanoparticulas de oro

Los biosensores con AuNPs se han utilizado principalmente en la deteccién del
ADN de diferentes organismos patdégenos. Asi, se ha logrado detectar diferentes
agentes patégenos como Mycobacterium tuberculosis (331), hepatitis B (332),
Salmonella spp (333), el virus del papiloma humano de alto riesgo (334) o el virus
SARS-CoV (335), entre otros. También se han desarrollado biosensores con

nanoparticulas de oro para la deteccion de queratoconjuntivitis infecciosas (336).

A nivel ocular, el uso de las nanoparticulas de oro esta principalmente enfocado
en el tratamiento. Una de sus aplicaciones mas estudiada es la liberacion de farmacos
para el tratamiento de diferentes patologias. Estudios de liberacion de farmacos

antiglucomatosos como el timolol y bimatoprost demostraron que la incorporacion de
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nanoparticulas de oro en la matriz de las lentes de contacto mejoraba su liberaciéon
(337, 338). También se han utilizado las AUNPs combinadas con hidrogel de agarosa
para la administracion de anti angiogénicos en el tratamiento de la degeneracion

macular asociada a la edad (339).

Ademas, las propias nanoparticulas de oro presentan propiedades
antiangiogénicas y antiinflamatorias. Asi, pueden ser empleadas en el tratamiento de
enfermedades como son la retinopatia del prematuro, retinopatia diabética,
degeneracion macular asociada a la edad (DMAE) y enfermedades reumaticas (340,
341). Ensayos in vitro y en animales in vivo, han demostrado que las AuNPs pueden
ser conjugadas para su uso en terapia génica mostrando buena biocompatibilidad
(342, 343). Las nanoparticulas de oro conjugadas con polietilimina han mostrado su

eficacia reduciendo la fibrosis corneal en ojos de conejo (344).

Otra aplicacion estudiada de las nanoparticulas de oro es la mejora del contraste
en el diagnostico mediante OCT. Asi, se obtiene una mejor observacion de diferentes
tejidos oculares, como la retina o la cérnea, contribuyendo al diagnéstico precoz de

patologias oculares (345-348).
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II. JUSTIFICACION, HIPOTESIS Y
OBJETIVOS
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1. JUSTIFICACION

La queratitis microbiana es una de las patologias mas peligrosas en usuarios de
lentes de contacto, siendo las causadas por Acanthamoeba spp las que presentan
mayor gravedad (103, 163). Existen diferentes factores de riesgo para el desarrollo de
la QA, entre los que se encuentran traumas, dafios de la superficie ocular y el uso de
lentes de contacto (130, 277). Numerosos estudios han demostrado la asociacion
entre el uso de lentes de contacto y el desarrollo de la QA, siendo considerado el
principal factor de riesgo (123). El uso de las LC durante el bafio, las malas practicas
de higiene, asi como su limpieza con agua de grifo incrementan el riesgo de infeccion

(127).

La QA es mas frecuente asociada al uso de las lentes de contacto blandas,
aunque puede aparecer con el uso de todo tipo de materiales de lentes, incluyendo
las rigidas permeables al gas (RPG) y lentes hibridas (141, 349, 350). Por ello, el uso
de productos adecuados para la desinfeccion y conservacion de las lentes de contacto
es esencial para evitar posibles infecciones corneales. Sin embargo, segun las
directrices de la Organizacion Internacional de Normalizacion (ISO 14729:2001) no es
esencial probar la eficacia de las soluciones contra Acanthamoeba. Pese a ello,
existen numerosos trabajos que tratan de valorar su efectividad frente a
Acanthamoeba, aunque la ausencia de un enfoque estandar dificulta la comparacion

y valoracion de la eficacia relativa de los productos.

Un factor clave para el buen prondstico de la QA es la realizaciébn de un
diagnéstico rapido y diferencial. Sin embargo, las técnicas de diagndéstico actuales
requieren equipos complejos y/o personal capacitado, lo que puede ser costoso y

llevar mucho tiempo, ralentizado el diagnéstico y tratamiento adecuado. Actualmente
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las técnicas de PCR empleadas se basan en la deteccion del ADN de Acanthamoeba.
Dada la estabilidad quimica de las moléculas de ADN, las PCRs basadas en su
deteccion impiden diferenciar entre la presencia de ameba viva o muerta y, por tanto,

conocer si la patologia esta en fase activa.

Por estas razones se plantea la necesidad de nuevas herramientas de
diagndstico para una evaluacién temprana y precisa de la infeccion. En este sentido,
mientras que existen muchos trabajos centrados en la blusqueda de nuevas opciones
de tratamiento de la queratitis amebiana, hay pocos estudios enfocados en el

desarrollo de nuevas técnicas diagnosticas mas sencillas y asequibles.

En los ultimos afios, se han desarrollado biosensores colorimétricos basados en
nanoparticulas de oro para la deteccion de diferentes patégenos mostrando buenos
resultados. Por este motivo, se propone el desarrollo de un sensor colorimétrico con
AuNPs rapido, asequible y facil de usar para la deteccion temprana de la queratitis por
Acanthamoeba y el seguimiento de la Acanthamoeba. De este modo, puede ser
accesible para el personal sanitario a la hora de realizar un diagnéstico rapido y
tratamiento adecuado y para los usuarios de lentes de contacto para un diagnostico

preventivo.

Por otro lado, se plantea el uso de PCR basadas en la deteccién de ARN, para
hacer un diagndstico mas preciso del estado de la queratitis amebiana y su uso para

una valoracion mas fiable de la eficacia de los productos de limpieza de las LC.
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2. HIPOTESIS

La dos hipotesis principales del presente trabajo son:

Las nanoparticulas de oro podrian ser empleadas para el desarrollo de un
dispositivo de deteccion de Acanthamoeba, comportandose asi, como un sensor
colorimetro ante el patégeno.

Existen diferencias en la capacidad de limpieza desinfeccion de los diferentes

sistemas de mantenimiento de lentes de contacto.
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3. OBJETIVOS

Objetivos generales

1. El disefio de un método de deteccion de Acanthamoeba castellanii con
nanoparticulas de oro.

2. Aplicacion de PCR cuantitativa basadas en la deteccion de ARN de A.castellanii.

3. La evaluacién de la capacidad de desinfeccion de diferentes sistemas de limpieza
de lentes de contacto frente a A.castellanii mediante las AUNPs y qPCR basadas

en deteccion de ARN.

Objetivos especificos

1. Disefar y optimizar protocolos para la funcionalizacion e hibridacién de las
nanoparticulas de oro con secuencias especificas de Acanthamoeba.

2. Evaluar la eficacia del sistema de deteccion con AuNPs con muestras de
Acanthamoeba reales y establecer los limites de deteccion.

3. Validacién del sistema de deteccién con AuNPs junto con la PCR cuantitativa
para la deteccion de posibles amebas residuales tras el uso de sistemas de
limpieza de lentes de contacto.

4. Seleccion de secuencias especificas de ARN para la deteccion de A.castellanii

mediante gPCR.
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. MATERIAL Y METODOS
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1. MATERIAL

1.1 PRODUCTOS QUIMICOS

A continuacion, se enumeran los reactivos y productos quimicos utilizados (Tabla 1)

asi como las soluciones tampon empleadas para realizar los experimentos (Tabla 2).

Tabla 1. Reactivos y productos quimicos

uso REACTIVO CASA COMERCIAL

Acido tetracloroaurico(lll) trihidrato (HAuCls-3H,0)
Citrato de sodio

Sintesis Hydroxilamina
Nanoparticulas |
Acido nitrico (HNO3)
Acido clorhidrico (HCI)

Hidroxido de sodio (NaOH)

Sigma-Aldrich
Dodecilsulfato sddico (SDS)
Dihidrégenofosfato de sodio dihidrato
(NaH2P04-2H,0)

Fosfato de sodio dibdsico (Na;HPOa)
Cloruro de Sodio, MgS04-7H,0
CaCly:2 H20 KH2PO4

Para Buffers

Acido citrico (CeHsO7)

Citrato de sodio dihidrato (CsHoNazOos)

Invitrogen,

., . 0 o
Solucion azul tripan (0.4%) (del inglés, trypan blue) Thermo Fisher

. . . . PanReac
Cultivos Dimetilsulféxido (DMSO)
Agar purificado CONDA
Buffer RLT Quiagen
.. B-Mercaptoetanol Sigma-Aldrich
Extraccion
RNeasy 96 Kit (codigo: 50974181) QIAGEN
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Tabla 2. Soluciones tampon

SOLUCIONES TAMPON COMPOSICION

Tampodn fosfato: PB 0.1M, pH 7 NaH;P04 -2H,0; Na;HPO4

Tampon citrato: 80 mM, pH 3 CsHoNa30s9 (0.0819 M); CeHsO7 (0.0181 M)
Buffer para salt-aging NaCl (2 M) ; SDS (0.01%) ; PB (10 mM)
Buffer para hibridacion NaCl (2 M); PB (10 mM)

NaCl (1.20 g) ; MgS04-7H,0 (0.04 g) ; CaCl>-2 H,0
(0.04 g); NazHPO4(1.42 g) ; KH2PO4 (1.36 g); 1 Litro
de agua destilada

Solucion salina de Neff's
Modificada (PAS)

1.2 INSTRUMENTOS Y EQUIPOS

En las siguientes tablas se describen los programas informéticos empleados (Tabla 3)

y los materiales e instrumentos usados para el desarrollo de la tesis (Tabla 4).

Tabla 3. Herramientas informaticas utilizadas

HERRAMIENTAS INFORMATICAS uso

Image J (National Institutes of Health) Analisis de imagenes

Motor de busqueda en bases de datos

Pubmed (National Institutes of Health) Ol
bibliograficas
GenBank (National Institutes of Health) Base de datos para acidos nucleicos

Programa informatico de alineamiento

BLAST .
de secuencias

QuantStudio Real Time PCR (Applied Byosystems) | Software para el andlisis PCR

SPPS 23.0 (SPSS Inc.) Analisis estadistico

IrfanView Anilisis imagenes (valores RGB)
Origin 2022b Gréficas

Matlab Max./Min. de graficas
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Tabla 4. Equipos e instrumentos utilizados.

uUso MATERIAL/EQUIPOS CASA COMERCIAL

Autoclave Trade Raypa
Balanza de precisién Arpival SA
Centrifuga de sobremesa Biofuge® pico Heraeus
Centrifuga Labofuge 400 Heraeus
Centrifuga refrigerada KUBOTA 6500 Kubota Corporation
Espatula de microprecision JP. selecta
pH-metro GLP-21 Cultek

GENERAL Pipetas estériles (5, 10 y 25 mL) Thermo Fisher
Pipetas automaticas Eppendorf
Tubos Eppendorf (1.5/2 mL) Eppendorf
Tubos Falcon (15/25 mL) Thermo Fisher
Sonicador ultrasénico JP selecta
Vértex Heidolph
Eppendorf Low bind Eppendorf
Espectrofotdmetro LAMBDA 950 PerkinElmer
Dynamic light scattering (DLS) instrument Horiba
Camara de Neubauer GmbH & Co
Campana de flujo laminar Heraeus
Criotubos Thermo Fisher Scientific
Placas de 24 pocillos Thermo Fisher Scientific

CULTIVOS | Asa de siembra Thermo Fisher Scientific
Placas Petri Thermo Fisher Scientific
Rasqueta, “Scrapper” Thermo Fisher Scientific
Portaobjetos Linealab
Microscopio labophot Nikon
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2. METODOS

En la actualidad, la deteccion de la presencia de Acanthamoeba se lleva a cabo
principalmente mediante la realizacion de cultivos o la realizacion de técnicas PCR.
La técnica de PCR permite detectar en tiempo real secuencias especificas del genoma
de Acanthamoeba, resultando util en el diagnéstico de queratitis por Acanthamoeba.
Actualmente, los métodos de PCR que se utilizan en la identificacion de
Acanthamoeba se basan en la deteccion de ADN. Dada la gran estabilidad quimica
que presentan las moléculas de ADN, la PCR basada en deteccion de ADN no permite

diferenciar, en muchas circunstancias, entre la presencia de parasito vivo y muerto.

En este sentido, en el grupo de investigacion de Bioquimica y Biologia molecular
de la Facultad de Optica y Optometria de la UCM, se desarroll6 un sistema de
deteccion PCR mediante retrotranscriptasa basado en la deteccion de secuencias
especificas de ARN. A continuacion, se describe como se realiz6 el proceso de

seleccién de las secuencias y su uso en las siguientes fases de la tesis.

2.1 SELECCION DE LAS SECUENCIAS DE ACANTHAMOEBA

Se eligio la especie Acanthamoeba castellanii perteneciente al genotipo T4 debido a
que es la mas relacionada con casos de queratitis. En base a la literatura, se
seleccionaron dos secuencias ARNm de reconocimiento especificas: la proteina de
choque térmico70, hsp70 y la proteina de activacion de la secuencia especifica de
transcripcion del gen TBP, TPBF (351). Las secuencias de estos ARN mensajeros se

obtuvieron de la “Nucleotide datebase” (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore).
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Para la identificacion de las regiones altamente conservadas, se realizaron
alineamientos de multiples secuencias mediante el programa CLUSTAL W2. Los
cebadores especificos (primers) se disefiaron mediante el programa Primer Express®
v2 Software (Thermo Fisher Scientific, Madrid, Spain). Finalmente, la especificidad de
los cebadores disefiados se comprobé mediante PCR y secuenciacion en la Unidad

de Gendmica de la UCM.

2.2 FASE 1. DESARROLLO DEL SISTEMA DE DETECCION DE

ACANTHAMOEBA CON AUNPS

Para la realizacion de los experimentos in-vitro de deteccion mediante AUNPs,
se disefié una secuencia ADN complementaria a la secuencia correspondiente del
mensajero objetivo de deteccidn (“target”) que habia sido seleccionado. La eleccion
de este target artificial en ADN es debido a que el ADN muestra mas estabilidad que
el ARN para la realizacion de los experimentos in-vitro.

Complementarias a esta secuencia de target se disefiaron las sondas
(denominadas en la tesis como ADN1 y ADN2) para unirse a las AuNPs. Fueron
modificadas en sus extremos 3" y 5" respectivamente, con la adicion de un grupo tiol

(-SH) para favorecer su unién a las AuNPs (Tabla 5).

103



Tabla 5. Secuencias de ADN Acanthamoeba seleccionadas para la realizacion

de los experimentos con AuNPs.

SECUENCIAS (5’-3’)

Target = A.castellanii GAGCCCACCGCCGCTGCCATCGCGTACGGTCTCGGCAAGAAGTC

ADN1/AuNP ATGGCAGCGGCGGTGGGCTCTTTAAAA-SH

ADN2/AuNP SH- AAAATTTTGACTTCTTGCCGAGACCGTA

Para verificar que el sistema con AuNPs a desarrollar es especifico para la
deteccion de nuestro target : A.castellanii, se realiz6 un estudio de similitud de
secuencias con otras especies también relacionadas con queratitis utilizando el
software BLAST (National Institutes of Health, Bethesda, MD, Estados Unidos). En el
sistema de deteccion desarrollado basado en AuNPs, el target debe unirse a ambas
sondas (ADN1 y ADN2) consecutivamente en la misma molécula para promover la
agregacion de AuNPs e inducir el cambio de color (Figura 11). Por lo tanto, el estudio
de alineacion se realiz6 para ambas secuencias de sonda juntas y la busqueda se
realiz6 para las especies de hongos y bacterias mas comunes relacionadas con las
QA. Entre ellas: Fusarium spp, Aspergillus spp, Candida spp, E.coli, Staphylococcus

aureus y Pseudomona aeruginosa. No se encontr6 similitud para ninguno de ellos.

2.2.1 Disefio del sistema de deteccidn

Se disefid un sensor colorimétrico con nanoparticulas de oro basado en la
agregacion crosslinking para la deteccion de secuencias especificas de

Acanthamoeba. Las nanoparticulas de oro se modificaron con dos sondas diferentes
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de ADN monocatenario (ADN1 y ADN2) complementarias a la secuencia especificas
de los mensajeros de Acanthamoeba (funcionalizacion). En presencia de la secuencia
especifica de Acanthamoeba (“target”), las sondas ADN1 y ADN2, que se encuentran
unidas a la superficie de las AuNPs, hibridaran con ésta mediante complementariedad
de las bases nitrogenadas. Esto hace que las AuNPs queden a la distancia optima
para que se den los fenomenos de transferencia de energia de resonancia y la
agregacion de las AuNPs. El resultado de esta agregacion es un cambio de color de

la muestra que nos indica la presencia de la secuencia diana del patdgeno.

D

ADN1

ADN2 Target = A.castellanii

Figura 11. Esquema de las nanoparticulas de oro funcionalizadas con el ADN de
Acanthamoeba (izquierda). La adicion de la sonda de reconocimiento (Target) de
Acanthamoeba a una muestra de nanoparticulas de oro funcionalizadas promueve

la agregacién cross-linking, produciendo un cambio de color visible (derecha).
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A la hora de disefiar un sistema de deteccion colorimétrica con nanoparticulas
de oro, el tamafio de éstas es un factor importante a considerar ya que el fendbmeno
de resonancia del plasmén de superficie localizado se produce cuando la distancia
entre las nanoparticulas es menor que su tamafio (303). En este caso, las secuencias
de oligonucledtidos constituyen una longitud de 18 nm por lo que el diametro de las
nanoparticulas debe ser mayor que dicha distancia para la deteccion colorimétrica

(Figura 12). Por ello, se emplearon nanoparticulas de un tamafio en torno a 25-30 nm.

Tamano >18 nm
4 —p

18 nm

Figura 12. Esquema representativo de la distancia a la que se encuentran las
AuNPs separadas por la union del target con las sondas de ADN1 y ADN2

complemetarias.

2.2.2 Nanoparticulas de oro

Sintesis de las Nanoparticulas de oro

La sintesis de nanoparticulas de oro (AuUNPS) esféricas se realiz6 siguiendo el
meétodo de reduccidon con citrato introducido por Turkevich en 1951 (352). Este
procedimiento quimico sigue la técnica conocida como “bottom-up” (de abajo hacia
arriba) basada en la reduccion quimica de los iones metalicos a atomos metalicos,

seguido por la nucleacion o agregacion controlada de estos atomos formando las
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nanoparticulas de oro. Esta técnica permite controlar el tamafio de las nanoparticulas

gue va a depender de la relacion molar entre el oro y el citrato.

Todo el material de vidrio utilizado en la sintesis de AUNPs se limpio previamente
con agua regia durante 30 minutos seguido de un enjuague minucioso con agua
ultrapura filtrada con sistema milli-Q (MQ). El agua regia se preparé utilizando acido
clorhidrato concentrado y acido nitrico concentrado con una relaciéon de volumen de
3: 1 respectivamente. El lavado con agua regia hace que los recipientes queden libres

de iones, evitando asi, la formacién de agregados en el proceso de sintesis.

Para un didmetro tedrico de 25 nm, se prepard una solucién de acido cloroaurico
(HAuUCls) 0.25 nM que se llevo durante 5-10 min a ebullicion con agitacion magnética.
Una vez alcanzado el punto de ebullicién, y en continua agitacion, se afiadieron
12.5 mL de citrato sodico 40 mM previamente calentado a 50-60°. En este paso el
citrato sodico se convierte en &acido citrico. Durante el proceso, la disolucion,
previamente amarilla, pasa primero a ser transparente y durante un tiempo de
aproximadamente 20 minutos, cambia de color a negro/purpura para finalmente
terminar con un color rojizo indicativo del fin del proceso. La suspension de AuNPs se

dejé enfriar a temperatura ambiente (22°C) y se almacené en oscuridad a 4°C.

Las AuNPs sintetizadas se preconcentraron mediante centrifugacién a 3000 rpm
(857 rcf) durante 15 minutos. A continuacion, se eliminé el sobrenadante quedandonos

s6lo con el pellet obtenido.
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Caracterizacion de las AuNPs

Las nanoparticulas de oro se caracterizaron mediante espectroscopia visible,

microscopia electronica de transmision y dispersion dinamica de luz.

La caracterizacion Optica de las AuNPs se realizé mediante el espectrofotometro
Lambda 950 (PerkinElmer; Waltham, Massachusetts, Estados Unidos) obteniendo el
espectro visible desde 400 nm a 800 nm. En el caso de que las nanoparticulas
estuviesen muy concentradas se diluian con agua MQ. Las muestras se afadieron a
una cubeta de cuarzo Hellma 104 Suprasil (Fisher Scientific, Hampton, Nuevo
Hampshire, Estados Unidos) de un paso 6ptico de 10 mm. El agua MQ se us6 como
blanco. El pico de absorbancia de los espectros se midi6 con el programa informatico

MATLAB R2018b (MathWorks; Natick, Massachussets, Estados Unidos).

Las dimensiones de AuNPs se evaluaron utilizando un microscopio electrénico
de transmision (TEM) mediante el sistema JEOL JEM 2100-HT que funciona a un
voltaje de aceleracion de 200 kV (JEOL Ltd.; Tokio, Japdén). Las muestras se
prepararon centrifugando las AuNPs sintetizadas (500 ul) a 3000 rpm (857 rcf) durante
15 minutos, seguido de la redispersion del sedimento en 1 ml de MQ. Seguidamente
se coloco 5 pl de esta solucion en una rejilla de visualizacion del microscopio (malla
Formvar / Carbon 200, cobre, TED PELLA) y se dej6é secar durante la noche, en un
entorno protegido, un dia antes de la obtenciéon de imagenes. Las imagenes TEM
fueron analizadas por el software Image J (NIH; Bethesda, Maryland, Estados Unidos).
Los diametros se estimaron en base al analisis de al menos 100 particulas haciendo

una media del tamafio vertical y el horizontal.

La dispersion dinamica de luz permite medir el tamafio y la distribucion de

moléculas y particulas en suspension. Esta técnica se basa en la dispersion de la luz
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(laser) a través de la disolucion, debido al movimiento browniano de las particulas. La
cantidad de luz dispersa es directamente proporcional al tamafio de una
nanoparticula. Esto significa que los tamafios mas pequefios inducen una menor
intensidad de luz dispersa (353). Se utilizo el equipo NanoPartica SZ-100Z (Horiba;
Kioto, Japon) y se utilizaron cubetas de cuarzo Hellma de paso 6ptico 10 mm. Todas
las mediciones se realizaron con muestras diluidas hasta alcanzar una concentracion
final de oro metalico ([Au®]) de 0.03 mM. Se realizé un promedio de cinco medidas por
muestra durante 160 segundos bajo una temperatura de 25°C vy fijando un angulo de
medida de 173°. Todas las medidas tuvieron un contaje inferior a 10° cps (conteos por
segundo). Las concentraciones de oro metdlico [Au®] se estimaron basandose en
datos de UV-vis asumiendo que la correlacién Absaoo de 1.2 corresponde a [Au®] = 0.5

mM (354).

A
v

Radio Hidrodinamico

Figura 13. Diagrama esquematico del tamafio hidrodinamico de la AUNP y el ADN

unido, medido mediante DLS. Con la union del ADN el tamafio medido es mayor.
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Funcionalizacién de las AuNPs

Las nanoparticulas de oro se modificaron en su superficie con dos secuencias
de oligonucleétidos tiolados (sondas), ADN1 y ADNZ2, un tipo por cada nanoparticula
de oro. Este proceso se conoce como funcionalizacion. La union de la sonda en la
superficie de oro depende de las interacciones covalentes oro-tiol. Ademas, los
oligonucledtidos estan cargados negativamente, lo que genera repulsiones
electrostaticas entre las propias hebras y también con la superficie de la nanoparticula
lo que dificulta la inmovilizacion de las sondas en la AuNP (355). Para favorecer una
correcta unién y en proporciones adecuadas, se emplearon dos estrategias: el método

“salt aging” y el método de reduccion del pH.

e Método “salt aging”

El método de sal fue descrito por Mirkin y colaboradores (324) y se basa
principalmente en reducir la repulsion entre las cargas negativas de las nanoparticulas
y el ADN mediante la adicion de sal. Sin embargo, esta adicion debe hacerse

lentamente para mantener la estabilidad de las nanoparticulas (356).

El protocolo con sal se optimizé para lograr la maxima unién de ADN en las
AuNPs. Se probaron varios protocolos para realizar el “salt-aging”, variando la
concentracion de sal y sus formas de afadirla, la adicion de tensioactivos (SDS), y

variando la relacion AuNPs/ADN como se detalla en la Tabla 11 de resultados.

Una vez optimizado, el protocolo seleccionado fue el siguiente: una mezcla
compuesta por una solucién que contenia 5 yL de AuNPs concentradas (10 nM), 10

pL de PB (10 mM), 1 pL de SDS (10 %), 44 yL de ADN1 (100 uyM) y 40 yL de MQ se
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incubo durante 20 minutos a temperatura ambiente (22°C). La relacion ADN/AUNP fue

de 4055.

Transcurrido este tiempo, se afiadi6 la solucion con 2 M NaCl+ SDS 0.01% +
PB 0.01 M en incrementos de 1 pl (10 mM) hasta conseguir una concentracion final
de NaCl de 0.18 M. Tras cada adicion, la solucion se sonicé durante 10 segundos y
se incubd durante 20 minutos en un mezclador a 22°C y 350 rpm, en posicion
horizontal y protegida de la luz. Tras la ultima adicion de sal, la solucién se incub6
durante la noche (12 horas) en las mismas condiciones. El exceso de ADNL1 libre se
eliminé mediante centrifugacion a 8000 rpm (1523 RCF) durante 10 minutos y el pellet

obtenido se disperso6 en 100 ul de SDS al 0.01%.

e Meétodo de reduccion del pH

Este método se basa en la protonacién de bases del ADN a pH acido para reducir
la repulsion entre las cadenas de ADN y AuNPs. Se realiz6 para funcionalizar las

nanoparticulas con el ADN2.

El protocolo realizado se describe a continuacién: se prepara una solucion que
contiene 138 uL de tampdn citrato, pH: 3, (Cf: 9 mM) y 10 uL de ADN2 preparado en
agua MQ (Cf: 6.7 uM). La solucién se sonicé durante 3 minutos seguido de la adicion
de 13 pl de AuNPs 4.6 nM y se incub6 durante 2 horas, en un termo-mezclador, en
posicion horizontal a 450 rpm y 22°C. La relacion de concentracion de ADN2-AuNPs

usada fue 1400.
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Se repitid el mismo procedimiento para diferentes relaciones de ADN por
nanoparticula (ADN/AuNP) de 658, 690, 800, 1391. Las concentraciones finales de

tampon de citrato probadas fueron 7.4 ; 7.5; 7.6; 54y 9 mM y pH de 3.

Se elimind el exceso de ADN2 mediante centrifugacion a 4000 rpm (1523 RCF)
durante 10 minutos y el sedimento se redispersé en 100 pl de PB 10mM. La solucion
de ADN2-AuNPs se diluy6 hasta una concentracion final de 13.3 nM de AuNPs (JAu]

de 4.91 mM).

Las optimizaciones mostraron que la mejor condicién fue la relacion ADN/NP 1400, el

pH de 3y la concentracion de tampon citrato de 9 mM.

2.2.3 Hibridacion- estrategia de deteccion colorimétrica

La estrategia colorimétrica se bas6 en la agregacion (crosslinking) especifica de
las AuNPs inducida por la hibridacién entre el target con los dos conjuntos de AuNPs
funcionalizadas con ADN1y ADNZ2. De esta manera, la presencia del target, secuencia
especifica de Acanthamoeba castellanii, es detectada por un cambio colorimétrico de
rojo a morado. La estabilizacién de las AuNPs funcionalizadas con ADN se evalué
estudiando su agregacion inespecifica, para lo cual se probaron concentraciones
crecientes de NaCl que iban de 0.25 a 0.4 M con una concentracion constante de
AuNP de 1 nM para cada conjunto de ADN-AuUNP. La intensidad del color y, por tanto,
la perceptibilidad a simple vista del cambio de color se ajustd probando diferentes
concentraciones de AuNPs de 1 a 0.4 nM manteniendo constante la concentracion de

target (0.02 uM).
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Para la deteccion del target, se mezclaron las AuNPs funcionalizadas con el ADN1 y
ADN2 (2.3 pyL de ADN1-AuNPs y 4 pL de ADN2-AuNPs) con el target (volumen
ajustado a cada concentracion final probada) y 2.5 yL de NaCl 2 M preparado en
solucion PB 10mM, pH 7 para obtener una concentracion final de NaCl de 0.25 M. La
adicion de sal es para minimizar la repulsion electrostatica entre AUNP y ADN y
favorecer la agregacion. Se probaron diferentes concentraciones de target desde
0.005 hasta 0.2 uM. Las muestras control se prepararon de la misma manera,
utilizando el volumen equivalente de 10 mM de PB, pH 7 en lugar del target. Tras la
adicidn del target, las soluciones se mantuvieron a temperatura ambiente (22°C) hasta

gue se produjo un cambio de color visible.

Anadlisis de la respuesta colorimétrica

La respuesta colorimétrica se evalué directamente a simple vista comparando el
color de la muestra con target con la muestra sin target (control). Ademas, las
muestras se fotografiaron a 15 cm de distancia con un smartphone Samsung S8

(Suwon, Corea del Sur) con una resolucion dual de 12 MP, 2960 x 1440 pixeles a 507

ppi.

Con las fotografias tomadas de las muestras se empled un enfoque colorimétrico
alternativo basado en el analisis de las coordenadas de color rojo, verde y azul
(coordenadas RGB) de cada muestra. Estas coordenadas se tomaron de 5 puntos
diferentes para cada muestra dentro de la misma imagen y se midieron utilizando el
software Irfan view. Se analizaron al menos tres imagenes. Se calcularon los datos

promedio de las coordenadas y la relacion R/B, y los valores se normalizaron sobre
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los valores de la muestra control (sin target) sin agregacion. Se represento la
correlacion de la concentracion de ADN frente a la relacion R/B y se realizo su ajuste
utilizando el software Origin 2021 (OriginLab Corporation, Northampton, MA, Estados

Unidos).

2.2.4 Cultivos de Acanthamoeba

Un cultivo monoaxénico de Acanthamoeba castellanii (CCAP 1501/1A; genotipo

T4) fue obtenido de Culture Collection of Algae and Protozoa (Cumbria, Reino Unido).

Para el crecimiento de la ameba, se realizaron cultivos monoxénicos en medio
s6lido AGAR no nutriente en placas Petri. En este tipo de cultivos, la ameba crece en
presencia de un Unico organismo, en este caso, Escherichia coli (E.coli) (ATCC:PTA-
1980). Esta bacteria sirve de alimento para la Acanthamoeba, permitiendo asi,

mantener a la ameba en su fase activa de trofozoito.

En primer lugar se prepar6 el medio AGAR no nutriente en una solucion PAS
(del inglés, Page’s amoeba saline) descrita anteriormente y fue autoclavado (357).
Con el medio aun en estado liquido, se plaqued y se esperdé a que se enfriase y
solidificase. Por otro lado, para preparar E.coli se sembraron placas con E.coli en agar

sangre un dia antes de la realizacion de los cultivos.

Para asegurarnos de que la ameba estd en fase activa de trofozoito, en las
placas con el AGAR no nutritivo se distribuy6 la E.coli en forma de Z (Figura 14.A).
Para ello, la E.coli se levantd directamente con el asa de siembra del agar sangre
donde estaba sembrada. Se cortd con un bisturi un trozo rectangular del cultivo inicial

de Acanthamoeba y se puso en la nueva placa en un extremo de la “Z”.
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De esta manera, la ameba para alimentarse de la E.coli debe avanzar por la
placa siguiendo el camino de la Z dejando un rastro como se muestra en Figura 14.B
y confirma que la ameba se encuentra en fase activa de trofozoito. Las placas se
almacenaron en la estufa a 30°C durante una media de 3 dias para permitir el
crecimiento de la ameba. Transcurrido ese tiempo, las placas se observaron con
microscopio Optico a 10X para comprobar el crecimiento de la ameba en la placa. La
identificacion de los trofozoitos y/o quistes se hizo en base a su morfologia (Figura

15).

Estos cultivos de Acanthamoeba se emplearon para la realizacién de los

experimentos posteriores.

Figura 14. A. Placa con E.coli distribuida en forma de ‘Z’ en medio AGAR. E un
extremo de la ‘Z’ se encuentra un corte de agar con Acanthamoeba. B. Tras un
periodo de 3 dias, la ameba se alimenta de la E.coli siguiendo el camino de la ‘Z’.
E.coli desaparece y se ve el rastro de la ameba por la placa.
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Figura 15. Imagen de un cultivo de Acanthamoeba vista con microscopio 6ptico,
10X. En laimagen de la izquierda se obersvan predomidantemente quistes y en la

de la derecha se puede observar algunos trofozoitos.

Cuantificaciéon de amebas

Las placas de cultivo con Acanthamoeba se lavaron por arrastre con 1mL de
solucion PAS y asa estéril, recogiendo el lavado en un tubo eppendorf. La dilucion
extraida se mezcld con solucion de azul tripan en proporciéon 1:1. Para cuantificar la
cantidad de ameba, se pipetearon 10 uL de la mezcla en cada lado de una camara de
recuento Neubauer mejorada (Paul Marienfeld GmbH & Co., Lauda-Kénigshhofen,
Alemania). Seguidamente, se coloc6 en un microscopio éptico modelo labophot (Nikon
Corp; Tokio, Japon) donde se observaron con un aumento de 10x y se cuantificaron
las células de los cuatro cuadrantes ubicados en las esquinas de la camara de

recuento obteniendo un promedio del nimero de células (Figura 16).
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Figura 16. Representacion de la cuadricula de conteo del hematocimetro.

El calculo del nimero total de células se hizo como se indica a continuacion.

(A+B+C+D)+(E+F+G+H) = x *10% cel/ml

2

Sabiendo ese valor se pudo ajustar las concentraciones de Acanthamoeba para

posteriormente contaminar las lentes de contacto.
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2.3 FASE 2. EFICACIA DE LAS SOLUCIONES DE LIMPIEZA |/

MANTENIMIENTO

2.3.1 Contaminacién de las lentes de contacto

Para la realizacion del estudio de la contaminacion de lentes de contacto con
Acanthamoeba y la evaluacion de la eficacia de las soluciones de
limpieza/mantenimiento se utilizaron tres tipos de lentes de contacto de materiales

diferentes descritos en Tabla 6. Se eligié un n=8 por cada tipo de lente.

Tabla 6. Caracteristicas de las lentes de contacto empleadas en el estudio.

PARAMETROS LENTES DE CONTACTO BLANDAS LC RPG
Nombre comercial Biofinity Biomedics 55 Paragon CRT
Material (USAN) Comfilcon A Ocufilcon D Paflufocon D
Material Hidrogel de Silicona Hidrogel Gas permeable
Grupo FDA Y v I
Dk/t (at -3.00D) 116 27 100
Contenido en agua (%) 48% 55% <1%

Potencias negativas:

8.6/8.9
Curva base (mm) 8.7 8.5
Potencias Positivas:
8.8
Diametro (mm) 14.5 14.2

Potencia (D) -0.50 a -3.00
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En primer lugar, en condiciones de esterilidad, dentro de una cabina de flujo
laminar, las lentes de contacto se colocaron en placas de 24 pocillos sumergidas en
solucion salina durante las 24 horas previas a la realizacion de los experimentos para

igualar las condiciones de partida de todas las lentes.

LC
. LC Hidrogel-
Hidrogel Silicona

000000
000000
000000

1000000,

Figura 17. Disposicion de las lentes de contacto en la placa de 24.

Pasadas las 24 horas, las lentes de contacto se colocaron en una placa nueva con la
cara anterior de la lente hacia arriba. En cada pocillo se afiadié 1 ml de una disolucion
de Acanthamoeba preparada como se indico previamente y se ajusté para tener una
concentracion final de 1x10° amebas/ml por pocillo. Cada placa se dej6é incubando

durante 24h en la estufa a 30°C.

Para comprobar la adhesion de la Acanthamoeba a las lentes de contacto
transcurridas 24 horas, se hizo una prueba con cada tipo de lente de contacto con un
n=3 y se observaron con microscopio optico. Las lentes de contacto se cogieron con

pinzas y se sumergieron en solucion salina con el fin de eliminar posibles amebas que
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estuviesen flotando y no estuvieran adheridas a la superficie de la lente. Ademas, a
las LC blandas se les realiz6 un pequefio corte para poder colocarlas aplanadas en

un portaobjetos y poder observarlas al microscopio.

Figura 18. LC Hidrogel de silicona tras la contaminacion con A.castellanii. En los

cuadros se sefala la presencia de quistes.

120



2.3.2 Desinfeccioén de las lentes de contacto

Transcurrido el tiempo de contaminacion con Acanthamoeba, para cada placa
de 24 pocillos se realiz6 un tratamiento diferente. El disefio de los experimentos

realizados se resume en la siguiente tabla.

Tabla 7. Disefio de estudio realizado por cada placa.

LIMPIEZA-TRATAMIENTO
o 1" PASO 2° PASO
Contaminacioén
Acanthamoeba Aclarado Sistema de
Limpiador limpieza/
Aguade NaCl | mantenimiento
grifo 0.9%
Control ) ) ) i )
negativo
Control Positivo si - - - -
Control
aclarado con si - - si -
salina
Placa X si - - si Clorhexidina
Placa 1 Solucion Unica
Placa 2 o ) o ) Povidona
Placa 3 Progent
Placa 4 Ever clean
Placa 5 Solucién Unica
Placa 6 , , Povidona
Placa 7 3! ) ) St Progent
Placa 8 Ever clean
Placa 9 Solucion Unica
Placa 10 o o o ) Povidona
Placa 11 Progent
Placa 12 Ever clean
Placa 13 Solucion Unica
Placa 14 , , , Povidona
Placa 15 St St ) St Progent
Placa 16 Ever clean
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Para la realizacion de la placa de control negativo, las LC no se contaminaron
con Acanthamoeba y se conservaron en medio PAS. Como control positivo, las LC

fueron contaminadas sin utilizar ningun tipo de tratamiento posterior.

Como sistemas de aclarado, desinfeccion y mantenimiento de las lentes de
contacto se utilizaron diferentes productos con diferentes principios activos descritos

en la tabla 8.

Tabla 8. Soluciones de limpieza empleadas en el estudio.

PRODUCTO CASA COMERCIAL COMPOSICION

Peréxido de hidrégeno al 3% y comprimidos
con agentes biotecnoldgicos para limpieza,
humectacion y neutralizacion.

Avizor S.A;

Ever Clean Plus Madrid, Espafia

Solucion tamponada isoténica y estéril con

SOIu;g)chgn'ca M eﬁjvrlifjorEipgﬁa Poloxamer, Edetato disddico y Polihexanida
=P (PHMB) 0.0001%
Progent Menicon; Hipoclorito de sodio y Bromuro de Potasio

Nagoya, Japon

lodopovidona 0.05%
Comprimido: sulfito de sodio, enzima
proteolitica

Opthecs;

Cleadew Tokyo, Japon

Sigma-Aldrich;

Clorhexidina St. Louis, MO, EE.UU

Clorhexidina digluconato, 20% en H20

Acido bérico, tetraborato sédico,

Limpiador: Disop S.A; hidroxietilcelulosa, cocoamphodiacetato
Duolens Madrid, Espafia disédico, alcohol isopropilico 20% y edetato

disddico 0.1% en agua purificada.
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2.3.3 Limpieza- tratamiento de las lentes de contacto

Primer paso

Previo al tratamiento de las lentes con los sistemas de limpieza/mantenimiento:
Solucién Unica, solucion de povidona yodada, Progent, Ever Clean se incluyé el uso

de un limpiador y/o el aclarado de las lentes con solucion salina y con agua de grifo.

El limpiador empleado, Duolens, se uso tanto con las lentes de contacto blandas
como con las lentes RPG. Para ello, las lentes de contacto se sacaron de la placa
donde se encontraban con la ameba, se colocaron en la palma de la mano con el uso
de guantes de proteccidon, y se frotaron siguiendo instrucciones de fabricante.

Seguidamente, se aclararon por inmersién con solucién salina o con agua de grifo.

El siguiente paso de aclarado de las lentes ya sea con solucién salina o con agua
de grifo se realizé cogiendo con pinzas las lentes de contacto tras su contaminacion y
aclarandolas por inmersion antes de aplicar el tratamiento posterior. Para evaluar el
efecto que tiene solo el aclarado de las lentes con la solucién salina se realizé un
control. Para ello, tras su contaminacion y transcurridas las 24 horas, las lentes se

aclararon por inmersién con la solucién salina Unicamente.

Por otro lado, también se utilizaron muestras de agua del grifo y de la marca
comercial Bezoya para analizar individualmente la posible presencia de ameba
mediante la gPCR. El agua se filtré6 mediante la técnica de filtracion al vacio. Un
volumen de agua de 500 ml se hizo pasar través de un papel de filtro circular en cuya
superficie se quedan retenidos los microorganismos. El papel del filtro se troce6 con
bisturi en una placa de cultivos y los trozos se introdujeron en un eppendorf al que se

afiadio 300 uL del buffer RLT. Las muestras se agitaron en el vortex y se centrifugaron
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a 1000g durante 3 minutos. El liquido restante, se extrajo a otro eppendorf y se

conservo a -80°C hasta la realizacion de la gPCR.

Segundo paso

A continuacion, se describen los productos que se utilizaron en el segundo paso

para la limpieza y desinfeccion de las lentes de contacto.

e Clorhexidina

La clorhexidina es un compuesto biguanidico utilizado como agente antiséptico
y que tiene actividad antibacteriana tépica. Se utiliz6 una solucion de Clorhexidina
digluconato (20% en H20) que se diluyé en agua MQ para obtener una concentracion

final de 0.02% como Unico tratamiento de las lentes.

e Ever Clean Plus

Se utiliz6 el sistema peréxido Ever Clean® de Avizor con las lentes blandas y las
RPG. La lente de contacto se introdujo en el portalentes con la solucion Ever Clean®.
Esta solucion contiene perdxido de hidrégeno al 3% con alto poder oxidante para la
desinfeccién. Los radicales libres que se liberan son capaces de romper las paredes
celulares bacterianas. Acto seguido se aflade el comprimido, que actia en
combinacion con el perdxido de hidrégeno desinfectando. Como componente
principal, contiene catalasa, una enzima que actua neutralizando el peroxido de
hidrogeno. Este proceso provoca la liberacion de oxigeno gaseoso que se expulsa al
exterior a través de una valvula que dispone el portalentes. Al final del proceso en el
portalentes queda una solucion salina formada por el agua proveniente de la

neutralizacion del peréxido de hidrogeno junto a otros componentes del comprimido.
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e Cleadew (lodopovidona)

La solucién de povidona yodada (PY) empleada cuenta con dos versiones
distintas segun sean lentes de contacto blandas o lentes permeables al gas. Las lentes
de contacto de estudio (blandas y RPG) se introdujeron en el portalentes al que se
afiadié un comprimido Cleadew junto a la solucién Cleadew. ElI comprimido contiene
povidona yodada encargada de destruir los microorganismos nocivos, acido ascorbico
para neutralizar y una enzima proteolitica para eliminar los depdsitos de proteinas. La
solucion afadida se utiliza para disolver el comprimido. Al principio, la solucion tiene
color naranja que cambia a transparente cuando acaba el proceso de limpieza. Tras
un minimo de 4 horas, se retiran las lentes y se enjuagan con la solucién Cleadew. En

el caso de las lentes RPG, se aclaran las lentes con solucion salina.

e Progent

Es una solucién de desproteinizacién y desinfeccion para lentes de contacto
RPG cuyo uso estad contraindicado para lentes de contacto blandas por posible
decoloracion del material. Sin embargo, por cuestiones de metodologia experimental
en esta tesis se empled también con las lentes de contacto blandas. Se afiadi6 al
portalentes con las lentes de contacto dos soluciones: una solucion A compuesta por
hipoclorito de sodio y una solucibn B compuesta por Bromuro de Potasio que en
conjunto actuan destruyendo las cadenas de proteinas. Por recomendacion del

fabricante, las lentes se retiraron a los 30 minutos y se aclararon con solucién salina.

e Solucidén Unicaclasica

Esta solucion multipropdsito estd indicada para la desinfeccion, aclarado y

conservacion de lentes de contacto blandas. Como agente antimicrobiano contiene
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PHMB, perteneciente al grupo de las biguanidas. Para asegurar la completa
aseptizacion, el fabricante recomienda conservar las lentes de contacto con la
solucion unica un tiempo minimo de 4 horas. En este estudio se conservaron durante

24 horas.

2.3.4 Extraccion de Acanthamoeba de las lentes de contacto

Transcurrido el tiempo de tratamiento, las lentes de contacto se sacaron de las
placas con las soluciones de tratamiento y se metieron en eppendorfs con 1 ml de
solucion salina helada. Se incubaron las muestras con hielo durante 15 min y
posteriormente se agitaron en el vortex durante 10 segundos para promover la
liberacién de ameba unida a las LC. Estudios previos han mostrado la efectividad de
este método para extraer los trofozoitos o quistes adheridos a la superficie de la lente
de contacto (358) .Se extrajo la lente de contacto y el liquido restante se centrifugo a
1000 g durante 3 minutos. Se eliminé el sobrenadante, y el precipitado se resuspendio
en RLT. Finalmente, las muestras con el buffer RLT se almacenaron a -80° hasta la

realizacion de la PCR.

2.3.5 Deteccion de la presencia de Acanthamoeba residual

Para detectar la presencia de ameba residual en las muestras se utilizé el

sistema de deteccién con AuNPs y la técnica de PCR cuantitiva.
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Nanoparticulas de oro

Para el uso de las AuNPs con las muestras de Acanthamoeba real, que estaban
conservadas en RLT, se realiz6 previamente un protocolo de purificacion de los acidos
nucleicos basado en el procedimiento tradicional fenol-cloroformo (359). 266 uL de la
muestra de A.castellanii, se mezclé con 133 uL de fenol saturado de agua y 133 uL de
cloroformo: alcohol isoamilico 24:1 y se agité por inmersion. Se incubd durante 10
minutos con hielo y se centrifugd 10 minutos a 9000 rpm. El sobrenadante extraido se
conservo y se le afiadié 1/10 de su volumen de acetato sédico 3 M y 2 veces su
volumen de etanol absoluto. Se incubé 10 minutos en hielo y se centrifugo
posteriormente en las mismas condiciones. Eliminamos el sobrenadante y se

resuspendio el sedimento en PB 10mM.

La muestra restante se mezclé con las nanoparticulas de oro funcionalizadas en
las proporciones optimizadas con anterioridad para la deteccion del material genético

de ameba residual.

PCR cuantitativa

El objetivo de la PCR cuantitativa (QPCR) fue detectar la presencia de ARNm de
Acanthamoeba residual tras el tratamiento de las lentes de contacto. Las extracciones
se hicieron con el kit “RNeasy 96 kit” (QIAGEN), siguiendo indicaciones del fabricante,
con lavados y dos eluciones de 70 pL La sintesis del ADN complementario (ADNc) se
hizo con el kit “PrimeScript RTR Master Mix ( Perfect Real Time)” de TAKARA,

partiendo de 8 pL de ARN total y en 10 pL de volumen final.
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La PCR cuantitativa se hizo por duplicado para cada gen utilizando el kit “FastStart
Universal SYBRGreen Master (ROX)” (MERCK-Sigma). Los primers disefiados y
utilizados se muestran en la Tabla 9. Las reacciones qPCR se hicieron en placas 384,
usando el termociclador “QuantStudio 7Flex” (Applied Biosystems). La programacién

de los ciclos fue la siguiente: 10 min a 95°C, 40 ciclos de 15 s a 95°C, 1 min a 65°C.

Por ultimo, la extraccion y analisis de datos se hizo con el software “QuantStudio Real

Time PCR”.

Tabla 9. Secuencias de los diferentes primers especificos analizados mediante

PCR cuantitativa.

PRIMER SECUENCIA (foward / reverse)
hsp70 | 5-GACTTCTTGCCGAGACCGTA-3/ 5-CCCGCCTACTTCAACGACT-3’
TPBF |5-TTCTTCCGCGTCTACTTCACC-3' / 5-CATCGCATTCCTCGCAATC-3’

2.4 ANALISIS DE LOS DATOS

El andlisis estadistico de los resultados presentados se realiz6 utilizando el
software SPSS Statistics 23 (IBM; Chicago, lllinois, Estados Unidos). La normalidad
de las distribuciones se comprobé mediante el test de Shapiro-Wilk dando como
resultado la no normalidad. Por ello, para el analisis estadistico se utilizaron test no

paramétricos.
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En la primera fase del estudio, para las optimizaciones y pruebas del sistema de
deteccidon con AuNPs, se utilizd el test no paramétrico U de Mann-withney para

comparar el cambio colorimétrico respecto a la muestra control.

En la segunda fase del estudio se analizaron los resultados obtenidos de la PCR
cuantitativa con el software “QuantStudio Real Time PCR” (Applied Byosistems;
Waltham, Massachusetts, Estados Unidos). Los resultados obtenidos en la PCR se
expresaron, por un lado, de manera cualitativa con el porcentaje de resultados
positivos y negativos obtenidos y, por otro, de manera cuantitativa con los valores de
Ct obtenidos representados con la media y su desviacion estandar (DE). La eficacia
de los diferentes tratamientos respecto de los controles se evaluo para las variables
cualitativas con el test chi cuadrado con la prueba exacta de Fisher en los casos donde
el recuento esperado fue menor que 5 en mas del 20% de la muestra. Para evaluar la
eficacia entre los diferentes tratamientos con las variables cuantitativas se utilizo el
test U de Mann-Withney para muestras independientes. Para todos los casos, se fijé

un nivel de significacion estadistica del 95 % (p < 0.05).
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V. RESULTADOS
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1. FASE 1. SISTEMA DE DETECCION CON AUNPS

A continuacion, se describen los resultados obtenidos en la Fase 1, con la discusion

de los mismos.

1.1 SINTESIS Y CARACTERIZACION DE LAS AUNPS

La sintesis de AuNPs se realizé por el método de reduccion de citrato que
permite ajustar el tamafo de las nanoparticulas esféricas de oro cambiando la

concentracion de citrato afiadida a la solucién acuosa de HAuCl4 (352).

El espectro visible de las nanoparticulas de oro sintetizadas se muestra en la
Figura 19, donde se observa un pico de absorbancia para una longitud de onda de
524.95 + 0.04 nm. El tamafio de las nanoparticulas de oro sintetizadas se puede
estimar a partir del espectro visible con el método propuesto por Haiss et al. (360),
gue relaciona la longitud de onda del pico de absorbancia con el cociente entre la
absorbancia de dicho pico y la de 450 nm (Amax/Aaso). Tedricamente, la disminucion
de la relacion (Amax/A4so) resulta en la disminucion del tamafio de las AuNPs. Mediante
este método, se estimaron tamafios en torno a 30 nm para un pico de absorbancia
entre 524-525 nm y de 20 nm para un cociente Amax/A4s0 de 1.73. Mediante UV-vis
también se evalud la concentracion de oro metalico [Au®] de las AuNPs basandonos
en la correlacion teérica de que un valor de 1.2 para la absorbancia a 400 nm
corresponde a una concentracion de Au®de 0.5 mM (354). En este caso la [Au°] fue

de 0.26 mM.

La concentracion de las AuNPs se estimo a partir de los datos obtenidos en el
espectro visible utilizando la ley de Lambert- Beer. Para ello es necesario conocer el

valor del coeficiente de extincion molar que se obtiene a partir de estudios que han
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correlacionado dichos valores con el tamafio de las nanoparticulas (360). Utilizando
un coeficiente de extincion de ~ 1.10Ex 10° M-lcm™ (para nanoparticulas de ~25 nm
de didmetro) se estimd una concentracion de AuNPs sintetizadas de 0.4 nM. Una vez
gue las nanoparticulas sintetizadas fueron caracterizadas, se preconcentraron antes
de unir el ADN a las nanoparticulas con el objetivo de trabajar con concentraciones
mayores. El espectro visible mostré una buena dispersion de las nanoparticulas con
una posicion del pico de absorbancia maximo de 524.72 £ 0.07 nm; [AuNP] =207 nM

y [Au% = 104mM.

A) B)
2 524.95 + 0.04 nm =
18 4 524.72 +0.07 nm :
1.6 A Sintetizadas

Concentradas

Absorbancia normalizada

400 500 600 700 800
Longitud de onda, nm

Figura 19. Espectro visible de las nanoparticulas de oro sintetizadas y las
nanoparticulas concentradas (diluidas 1000 veces). B) Imagen de las

nanoparticulas de oro sintetizadas.
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El analisis por TEM de las AuNPs sintetizadas mostré particulas de forma
esférica con buena dispersion como se muestra en la Figura 20.B. En cuanto a su
tamafo, las medidas de la microscopia electrénica de transmision, cuyo histograma
de frecuencias se muestra en la Figura 20.A, ofrecieron una media de 25.86 + 3.50
nm. Las mediciones mediante DLS mostraron un didmetro hidrodinamico de 28.91 +
0.43 nm para las AuNPs sintetizadas y de 30.12 + 0.72 nm para las AuNPs
preconcentradas una diferencia insignificante entre ellas de 1.21 nm que indica que
las AuNPs permanecieron estables. La diferencia de tamafio entre las medidas
realizadas mediante TEM y DLS es esperable. Esta diferencia se debe principalmente
al hecho de que mediante TEM se miden las nanoparticulas en estado seco, mientras
gue mediante DLS se miden las nanoparticulas en disolucion. Por lo tanto, se espera
que el tamafio de las nanoparticulas fuese mayor mediante DLS, debido a las
moléculas de disolvente unidas a la superficie de oro (361). Ademas, hay que
considerar que la microscopia ofrece una medida directa del tamafio, mientras que la

dispersién lo mide indirectamente.
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Figura 20. A) Histograma de frecuencias del tamafio de las nanoparticulas de oro
sintetizadas medido a partir de las imagenes obtenidas mediante microscopia

electronica de transmision. B) Imagenes de las AUNPs tomadas mediante TEM.

1.2 FUNCIONALIZACION DE LAS NANOPARTICULAS DE ORO

Las secuencias de ADN complementarias a la sonda que se quiere reconocer
“target” (Acanthamoeba), se unieron a la superficie de las AuNPs a través de sus
grupos tiol. Este proceso se llevo a cabo siguiendo los métodos de reduccién del pH

y “salt aging”.
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1.2.1 Optimizacién del método de reduccién del pH

Mediante este método, el pH de la solucion se cambio6 a acido para protonar las
bases del ADN. Esto reduce la repulsion entre las cadenas de ADN vy las
nanoparticulas, ambas cargadas negativamente, permitiendo asi la rapida union. Este
método se utiliza para unir ADN a una amplia gama de tamafios de AuNPs. La
principal ventaja del método de pH bajo es que permite la unién de diferentes
secuencias de ADN que tienen diferentes tasas de adsorcidn con proporciones

AuNP/ADN constantes.

Se desarroll6 un método de pH que requiere un total de tiempo de unos 25
minutos para unir el ADN a la superficie de las AUNPs (362). Para la mejora de este
proceso se ajustaron parametros como la relacién AUNP/ADN o la concentracion de

la solucién tampon de citrato empleada.

Tabla 10. Optimizacién método de reduccion del pH.

= Conc. ADN, uM RATIO ADN/AuNP Con. AuNP, | Conc. Citrato
ADN1 ADN2 ADN1 ADN2 nM pH:3, mM
Protocolo

1 20 690 28.7 7.4

2 40 20 1391 690 28.7 7.5

3 20 - 1391 - 28.7 54

4 20 658 25 7.6

5 6 800 5 9

137



Para la interpretacion de los resultados se observaron en conjunto los resultados
obtenidos del espectro visible, el color de la muestra y el cambio de tamafio
hidrodinamico (DLS). El método de reduccién del pH se probd con una concentracion
alta de AuNPs de 28 nM. Para el ratio AUNPsS/ADN 1:690 (protocolo n°l), los
resultados mostraron que hay un ligero desplazamiento del pico de absorcion de
aproximadamente ~1.03 nm para el ADN1 y de ~3.80 nm para el ADN2 (Figura 21).
En los resultados de cambio de tamafio medido con DLS se observa un incremento
de tamafio de 4.53 nm y 15.72 nm para ADN1 y ADN2 respectivamente (Tabla 11).
La muestra de AuNPs/ADN1 mostré un color ligeramente cambiado a morado en
comparacion con el color de la muestra control, por lo que ese cambio de tamafio
obtenido en el DLS puede ser por agregaciéon de nanoparticulas. Estos resultados
obtenidos no confirman la presencia de ADN1 unido a las nanoparticulas, sin
embargo, la union del ADN2 si. Por ello, en las mismas condiciones, se probd a
aumentar al doble la concentracion del ADN1 (protocolo n°2). Los resultados
obtenidos fueron parecidos a los del protocolo n°1 con un desplazamiento del pico de
absorcion de ~1.13 nm para el ADN1 y de ~3.63 nm para el ADN 2 (Figura 21) y
cambio de tamafio hidrodindmico de 3.82 nm y 12.70 (Tabla 11). No se observo
cambio de color en la muestra que indicase agregacion por lo que estos resultados
parecen ser positivos en la unién del ADN1 y ADN2. Sin embargo, debido a que se

us6 una alta concentracién de ADN (40 uM) se decidié seguir optimizando el protocolo

para necesitar menos cantidades.

Dado que los cambios en el diametro hidrodinamico eran mayores para el ADN2
que para el ADN1, en el protocolo n°3 se utilizo el agente reductor Tris (2-carboxietil)
fosfina (TCEP del inglés) con el ADN1 para favorecer su union. Este compuesto rompe

los puentes disulfuro que se pudieran estar formando entre los grupos tiol de las
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secuencias de ADN, produciendo un plegamiento de la secuencia e impidiendo su
unioén a la nanoparticula. Sin embargo, al realizar este proceso, la muestra se agrego

visiblemente y se decidié continuar ajustando el resto de los parametros.

En el protocolo n°4 se disminuyd el ratio ADN/AuUNP (1:658) y la concentracion
de nanoparticulas a 25 nM. El desplazamiento del pico de absorcion fue de 3.96 y de
0.48 nm (Figura 21) y el cambio de tamafio fue 12.90y 0.12 nm para el ADN2 y ADN1
respectivamente (Tabla 11). Como el cambio de tamafio obtenido para el ADN1 es
muy bajo, estos resultados no garantizan la union del ADN1 a las nanoparticulas de

oro.

Tabla 11. Medidas del diametro hidrodinamico mediante DLS y célculo del

aumento del @H respecto a los valores de la muestra control.

Diametro hidrodindmico (@H),

o
N2 om + DE A@H, nm
Control 30.13+1.44 -
AuNP/ADN1 34.66 +£1.30 4.53
AuNP/ADN2 45.85 + 0.72 15.72
Control 29.46 + 1.45 -
AuNP/ADN1 33.28 £ 0.70 3.82
AuNP/ADN2 42.06£2.63 12.60
Control 29.46 +1.45 -
AuNP/ADN1 39.66 £ 1.91 10.20
Control 30.68 + 0.44 -
AuNP/ADN1 30.80 £ 0.51 0.12
AuNP/ADN2 4358 £ 2.34 12.90
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Figura 21. Espectros visibles tras la unién del ADN1 y ADN2 mediante el método

de reduccion del pH, en las condiciones descritas en tabla 10. Comparacion frente

a la muestra control (sin ADN). Absorbancias normalizadas a 400nm.
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Con el objetivo de ajustar al maximo la cantidad minima necesaria de ADN y
AuNPs para la funcionalizacion, en el protocolo n°5 se redujeron estos factores (Tabla
10). Para ello se utiliz6 una concentracion del tampon citrato de 9 mM, a pH 3, para
una soluciéon de [AuNPs]= 4.6 nM y [Au®]= 2.2 mM y un ratio ADN2/AuNP de 1440
hebras. Al unir el ADN a la superficie, la banda maxima del plasmon de resonancia
superficial localizado se desplaz6 a 527.5 nm para el ADN2, un desplazamiento de
2.15 nm respecto al control (Figura 22. A). Sin embargo, en el caso del ADN1 no hubo

un desplazamiento en el pico maximo de absorcidbn como se observa también en la

Figura 22. A.
A)
2 A
1.8 1 Control
816 \ AuNPs/ADN1
s 4 AuNPs/ADN2
©
£
b
[]
f=
8
(5]
c
(5]
£
=]
"
Q2
<
0 - : . : : : : |

400 500 600 700 800
Longitud de onda, nm

B)
Diametro Incremento de
hidrodindmico, nm + DE tamaiio, nm Amax, nm AAmax,nm
Control 32.62 £1.36 - 525.31 -
AuNps/ADN1 37.16£0.18 4.54 525.62 0.31
AuNps/ADN2 44.24 £ 0.47 7.08 527.46 2.15

Figura 22. A) Espectro visible tras la unién del ADN1 y ADN2 mediante el método
de pH, en las condiciones descritas en tabla 10. B) Cambios de tamafio respecto
al control medidos mediante DLS y cambios en el pico de absrocion obtenidos del
espectro visible.
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El desplazamiento en el pico de absorcion del ADN2 representa el aumento del
indice de refraccion local alrededor de la nanoparticula debido a la presencia de
moléculas de ADN en la superficie de ésta. Ademas, la presencia de ADN en la
superficie también fue confirmada por DLS como se muestra en la Figura 22. B. Los
cambios en el diametro hidrodinamico obtenidos tras la unién del ADN mostraron un
aumento del didametro de 7.08 nm con el ADN2 en comparacion con el control, lo que
esta dentro del aumento esperable de 5 a 10 nm. Con el ADN1 el cambio obtenido fue
de 4.54 nm. Simultaneamente, en el caso del ADN2 no se observo agregacion en el
proceso de funcionalizacién, como se confirma con el espectro de absorcion similar al
del control a la longitud de onda de aproximadamente 620 nm. Finalmente, el protocolo
n°5 muestra las mejores condiciones conseguidas para la union del ADN2 por el

método de reduccién del pH.

La union del ADN a las nanoparticulas mediante el método de reduccion del pH
es un método sencillo y rapido. Sin embargo, en este caso, para el ADN1 no se
obtuvieron buenos resultados. Esto es debido a que este método, basado en la
protonacion de bases, se ve afectado por la composicién de bases del ADN. Por un
lado, la adenina y la citosina tienen valores de pKa superiores a 3 que se protonan
cuando la unién se realiza a pH 3, sin embargo, para la guanina y la timina, el pH debe
ser inferior a 2 para su protonacion, lo que queda fuera del rango experimental (298,
362, 363). Por esta razon, para el ADN 1 (bases: A=6, C=5, G=10, T=7) se decidio
probar otro método de union mediante sal que se describe a continuacion, y para el
ADN 2 (bases: A=8, C=6, G=5, T=9) la funcionalizacion se realiz0 sOlo con este

meétodo de pH bajo.
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1.2.2 Optimizaciéon método “ salt-aging”

La funcionalizacion de las AuUNPs con ADN mediante el método de la sal se basa
en reducir la repulsion entre las cargas negativas de las AuNPs y el ADN mediante la

adicion de sal.

Varios de los protocolos probados provocaron la agregaciéon de las
nanoparticulas incluso con una adicion lenta de sal, lo que indica la inestabilidad del
sistema. Es importante conseguir una concentracién de sal necesaria para reducir la
repulsion, pero sin provocar la agregacion inespecifica de las nanoparticulas. Por ello,
para mejorar este problema, se ajustaron los factores involucrados en dicha
agregacion: la concentracion de sal en la solucion tampon, el uso de agentes
surfactantes (SDS) en la composicion del tampdn, y la relacion ADN/NP. En la Tabla

12 se muestran los cambios realizados para la optimizacion del método.

Los resultados de la funcionalizacion se analizaron mediante espectro visible
(Figura 23.A). La formacion de agregacion se indica por la disminucién de la intensidad
del pico LSPR, asi como por un aumento en la curva de absorcion en longitudes de
onda en torno a 620 nm como puede observarse en Figura 23.A N° 4 y N°5. La
informacion obtenida de los espectros visibles se complementé con el analisis del
cambio de tamafio de las nanoparticulas medido mediante DLS, cuyos resultados se
muestran como media + desviacién estandar (DE) en la Figura 23.B Es importante
tener en cuenta que el aumento de tamafo puede ser debido a la presencia de ADN
ligado a la nanoparticula (funcionalizaciéon) y también a la agregacién de las
nanoparticulas. Por ello, la interpretacion de los resultados se hace analizando el

espectro, el color de la muestra y los resultados del DLS juntos.
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Tabla 12. Resumen de los procesos de optimizacion realizados para el método

salt-aging.
. Cf: Incubacion | Redispersion
Protocolo | Ratio | AUNP, | Surfactante Buffer de sal fi Resultado
nM inal del Pellet
Tras cada
Incubacion: adicién 10s
16h. 2MNaCl+ | sonicacion+ 40h .,
N °1 1153 4 - 10mM PB 30min 10mM PB Agregacion
Cf NaCl=0.1M | incubacion
22°
L Tras cada
Incubacion: adicién 10s
0 16h. sonicacién+
N°2 1153 7.7 - 2MNaCl+ 10min 40h 10mM PB Agregacion
10mM PB incubacion
CfNaCl=0.09M
22°
Incubacion: Tras cada
20min adicion 10s
N° 3 SDS 10% + 2MNaCl+ | sonicaciéon+ y
1180 0.6 100mM PB 10mM PB + 20min 12h SDS 0.01% Agregacion
0,01% de SDS | incubacién
Cf NaCl=0.1M 22°
Incubacion:
20min Tras cada
2 M NaCl + | adicién 10s
N°4 SDS 10% + | 10 mM de PB | sonicacion+ .
4000 4 100mM PB +0,01% de 20min 12h SDS 0.01% LS
SDS incubacion
Cf NaCl: 22°
0.18M
Incubacion:
20min Tras cada
2 M NaCl + | adicién 10s
SDS 10% + | 10 mM de PB | sonicacién+
[o] 0,
N°5 4005 10 100mM PB +0,01% de 20min 12h SDS 0.01% OK
SDS incubacion
Cf NaCl: 22°
0.18M

La adicion de la sal se realizd6 lentamente para mantener la estabilidad de las
nanoparticulas, ya que la adicion directa de concentraciones altas de sal provoco la
agregacion inmediata. Inicialmente, para una concentracion final de sal de 0.1 M,
incluso con adicion lenta, la muestras se agregaron como se observa en la Figura

23.A, n°1.

144



Por ello, se decidi6 buscar alternativas que mejorasen la estabilidad del sistema.
Se decidié seguir un protocolo basado en el trabajo de Sanroman-Iglesias et al. (364).
En este método, para controlar la agregacion por la sal, se incluy6 la adicion del
surfactante SDS a la mezcla de las AUNPs-ADN y se afiadio también al buffer de sal

preparado: 2 M NaCl + 10 mM de PB + 0.01% de SDS. La sal se afladi6 lentamente

en pequefias adiciones hasta conseguir una concentracion final de 0.18 M . Tras cada
adicién se sonico la muestra y se incub6 durante 10 min. Con este método se

consiguio optimizar el tiempo consiguiendo tiempos de incubacion menores.

Con el protocolo n° 3, la agregacion final que se obtuvo, visible a simple vista y
en el espectro visible, puede deberse a que hubiese una baja concentracion de ADN
unido a las nanoparticulas, provocando su inestabilidad ante la adicién de sal. Por ello,
se decidié aumentar el ratio de las sondas de ADN por nanoparticula como se muestra
en los protocolos n® 4 y 5 (Tabla 12). El ratio final fue de 4000/4005 hebras/AuNP. La
concentracion final de nanoparticulas también se aumenté a 4 nM y 10 nM
respectivamente para mejorar el paso posterior de hibridacion. Esto se hizo en base
a la hipoétesis de que, si la concentracion de nanoparticulas no es suficiente a la hora
de hacer la hibridacion, es mas dificil que se encuentren las nanoparticulas lo
suficientemente cerca para agregarse en mayor cantidad y asi observar el cambio de
color. Por tanto, el color de la solucion de nanoparticulas funcionalizadas
(concentracion de AuNPs) es un factor que se considerd importante para tener en
cuenta. Ambos protocolos mostraron buenos resultados sin agregacion de la muestra.
El aumento del diametro hidrodinamico fue de 9.56 nmy 12.50 nm y el desplazamiento
en el pico de absorcion fue de 2.11 nm y 2.33 nm para el protocolo n® 4 y n° 5

respectivamente (Figura 23.A, B).
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El método de salt- aging requirié6 de mas tiempo que el método del pH y de un
exceso de ADN. Sin embargo, hay que tener en cuenta que la mayoria de los
procedimientos requieren un exceso de ADN ya que se estima que sélo el 30% del
ADN que se afiade se une a las nanoparticulas de 13 nm y sélo el 5% en el caso de

las nanoparticulas de 50 nm (365).
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Figura 23. A) Espectros visibles de las AuNPs con el ADN1 unido mediante el

metodo de salt aging en las condiciones descritas en tabla 12. B) Valores del @n

obtenido mediante DLS, posicion e incremento del pico maximo de absorcion

obtenido a partir del espectro visible.
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1.3 ESTRATEGIA DE DETECCION COLORIMETRICA

1.3.1 Optimizacién del sistema colorimétrico

La estrategia colorimétrica se baso en la agregacion de las AUNPs causada por
el target al hibridarse con los dos conjuntos de AuNPs modificadas con el ADN1 y
ADNZ2 , confirmando asi, la presencia de A.castellanii por el cambio de color. Para
obtener una respuesta colorimétrica satisfactoria, se optimizaron los parametros de

concentracion de sal, AUNPs y target.

e Concentracion de sal

La concentracion de sal minimiza la repulsion electrostatica entre las cadenas de
ADN unidas a las AuNPs y en la solucion, facilitando asi la hibridacion. Durante el
proceso de hibridacién, el aumento de la concentracion de sal incrementa la cinética
de la respuesta colorimétrica, sin embargo, la concentracién de sal también puede
causar la agregacion de las AUNPs de manera no especifica. Por ello, el pardmetro
de la concentracion de sal es un factor importante que puede afectar indirectamente
a la sensibilidad del sistema. Las pruebas de ajuste de la concentracion de sal se
llevaron a cabo utilizando una solucién tampdn compuesta por NaCl preparada en
tamp6n PB (2 M NaCl en 10 mM PB, pH:7). Las concentraciones de sal probadas
fueron 0.25 M, 0.3 My 0.4 M (n=3). La respuesta obtenida se muestra en la Figura 24.

Todas las muestras se probaron con una concentracion constante de AUNP de 2 nM.

La muestra con concentracion de sal de 0.4 M mostré un color purpura,
detectable a simple vista que indica la formacion de agregados de AuNPs (Figura
24.A). La agregacion de las nanoparticulas con NaCl 0.4 M se confirma por los
espectros UV-vis donde empieza a aumentar el lado derecho del pico LSPR mostrado

en la Figura 24, B.
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Figura 24. Efecto de diferentes concentraciones de sal (NaCl) sobre la estabilidad
de las AuNPs funcionalizadas con ADN. A) Imagen digital de la respuesta
colorimétrica. B) Espectro visible de las AuUNPs con diferentes concentraciones de

sal frente al control (sin sal).

El grado en que se forma la agregacién se estimoé por la relacion Abses2o0 /AbSmax
que corresponde a las dos regiones del espectro influenciadas por las muestras
dispersas o agregadas (Figura 25). La concentracion de sal de 0.4 M dio lugar al mayor
grado de agregacion respecto al control, con una diferencia estadisticamente
significativa respecto al control (p < 0.05). Las concentraciones de sal de 0.3 M y
0.25 M preservaron la estabilidad coloidal de las nanoparticulas, sin agregacion,
mostrando un color rojo y un nivel de agregacion estable sin diferencias significativas
en el grado de agregacién respecto del control (p > 0.05). En base a estos resultados,
para la realizacion de los experimentos se eligié una concentracion final de NaCl de
0.25 M para evitar posibles agregaciones en caso de tener AUNPs mas inestables que

otras.
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Concentracion de sal, M

0 0.25 0.3 0.4
0.24 £ 0.00 0.24+£0.01 0.25+0.01 0.29+0.01
Abs620 /Absmax
p-valor 0.83 0.67 <0.05*
0.35 -
*
0.3 -
% 0.25 A T
£
2 02 -
~
80.15
g 01
0.05 A
0 .
0 0.25 0.3 0.4

Concentraciones de NaCl, M

Figura 25. Estimacion del grado de agregaciéon (Absezo /Absmax) para diferentes
concentraciones de sal. *P < 0.05, Prueba U de Mann-Whitney, comparacién por

pares con el control (0 M).

e Concentracién de Nanoparticulas de oro

La concentracion de AuNPs es un parametro importante que optimizar ya que
facilita la observacion del cambio de color producido por la agregacion. Esto es debido
a que la intensidad del color rojo de la solucion es directamente proporcional a la

concentracion de AuNPs.

En primer lugar, se prob6 a bajar la concentracién final de nanoparticulas a

0.2 nM (10 veces menor que la usada en el ajuste de la concentracion de sal). Con la
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concentracion de sal (NaCl) seleccionada de 0.25 M se realiz6 el proceso de la
hibridacién con concentraciones bajas de target de 0.01 uM y 0.001 pM (Figura 26). A
simple vista no se aprecia un cambio de color entre la muestra control y las muestras
con target. A pesar de ello, transcurrido 1:30h se midieron las muestras mediante
espectrofotometria para comprobar si habia algin cambio, aunque no se apreciase
de manera visual. Se observa un desplazamiento respecto del control especialmente
para la concentracion de 0.01 yM siendo mayor con el tiempo. Esto nos indica que
puede estar habiendo agregacion de las nanoparticulas, pero no ser visible a simple

vista porque la concentracion de nanoparticulas sea demasiado baja.

CONTROL  0.01pM 0.001uM

—

Ratio target/NP - 54 5.5
Tras 1:30h Tras 2:30h
Control Control
2 Target 0.01pM 2 T Target 0.01pM

3 Target 0.001pM 3 C Target 0.001uM
S S

© ©
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= [ =

8 0

(8] (8]
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= =
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o o

< 3 < 3

0 . f . f . i 0 . t . t . i
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Figura 26. A) Imagen digital del color visible de las muestras. B) Espectro visible

de las muestras a lo largo del tiempo.
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El grado de agregacion de las nanoparticulas en los ensayos colorimétricos
depende de la concentracion de AuNPs funcionalizadas, que debe ser suficiente para
que, en presencia del target, se “encuentren” facilmente, se produzca la hibridacion y
se induzca una respuesta 6ptica. En base a esto, se decidiéo aumentar la concentracion
final de nanoparticulas de oro a 1 nM para cada conjunto de AuNPs/ADN1 y
AuNPs/ADN2 para la misma concentracion de target anterior de 0.01 uM y para una
concentracion superior de target de 0.05 uM. Como se muestra en la Figura 27, se
aprecia un cambio de color notable entre la muestra control (sin target) y la muestra
con target 0.05 yM. Para la concentracion de target de 0.01 uM hay cambio de color

ligero que no es tan evidente a la vista.

CONTROL 0.01pM 0.05puM CONTROL 0.05puM

We o

Ratio target/NP - 9

Figura 27. Imagenes de los cambios de color observados con concentraciones de
target de 0.01 pM y 0.05 uM, para una concentracion de AuNPs de 1 nM y
concentracion de sal de 0.25 M. A) Comparacion de las dos concentraciones de
target frente al control B) Comparacién solo de la concentracion de target 0.05 uyM

frente al control.
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Por tanto, una concentraciéon de nanoparticulas de 0.2 nM parece insuficiente y
la concentracion de target deberia ser mayor de 0.01 yM para observar el cambio de
color. Asi, para ajustar la concentracion de AuNPs se probaron diferentes
concentraciones: 0.4; 0.8; 0.9 y 1 nM para un concentracion de target seleccionada

de 0.02 pM.

(a) (b) (c) (d)
0.4nMAUNP  0.8nMAUNP 0.9 nM AuNP 1nM AuNP

1. -
." ‘ ;A‘; ' ;"-( [ h
- . -

Cs

TARGET control 0.02 uM control 0.02 pM control 0.02uM control 0.02 pM

60min 40min 35min 20min

Figura 28. Efecto de la concentracion de AuNPs en la respuesta colorimétrica:
0.4 nM (a), 0.8 nM (b), 0.9 nM (c) y 1 nM. Concentracion de sal utilizada [NacCl]:
0.25M.

Se observd un cambio visible de la intensidad del color al aumentar las
concentraciones. Sin embargo, el tiempo para lograr un cambio de color visible
aumento para las concentraciones mas bajas. Para una concentracion de 1nM el
tiempo de respuesta era de unos 20 minutos y aumento a 30 - 40 min y hasta 1 hora
con concentraciones mas bajas. Hasta una concentracion minima de 0.8 nM de

AuNPs y 0.02 uM de target podemos obtener un cambio detectable a simple vista.
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Una concentracion de AuNPs/ADN de 1 nM se considero la mejor opcion para una

respuesta colorimétrica visible rapida.

e Concentracion de target

Una vez seleccionada la concentracion de nanoparticulas de oro de 1 nM para
cada conjunto de AUNP/ADN, que asegure que el cambio de color se pueda apreciar
con facilidad, se probaron diferentes concentraciones de target para evaluar cual es
la concentracion minima necesaria para observar un cambio de color (Figura 29).
Tedricamente, la concentracion minima de la sonda para inducir un cambio de color
significativo es de 4 moléculas de ADN por particula (364), por lo que se utilizé ese
valor de referencia y se aumentd el ratio de target por AuNP para asegurar la

formacion de agregados.

Target, yM 0.005 0.01 0.02 0.05 0.1 0.2
Ratio
Target/AuNP 4.6 9 18.5 16 92.5 182.5

-9 9 9 9 e 0 9
min. w0 e 0w . -

'CONTROL 0.005uM 0.01pM 0.02pM 0.05pM  01uM 0.2 pM

- s N
.0 & @ ¢

Figura 29. Resultados visuales obtenidos con diferentes concentraciones de

target comparados con la muestra control (sin target) a los 20 min y tras 24 horas.
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En la Figura 29 se muestra el cambio de color visible tras la adicion de las diferentes
concentraciones de target. Transcurridos 20 minutos tras afadir el target, la
agregacion se observé a simple vista para las concentraciones de 0.02 uM, 0.05 uM,
0.1 uMy 0.2 uM y transcurridas 24 horas el cambio de color era mas significativo. Las
muestras con concentraciones mas bajas de 0.005 y 0.01 yM, no mostraron un cambio
de color en comparacion con el control a los 20 minutos, sin embargo, después de 24
horas, parece aparecer un ligero cambio de color en comparacion con el control. En
base a estos resultados se observa que la concentracion de target minima necesaria
para obtener un cambio de color visible a corto plazo es 0.02 uM (1.12 x 10! copias)

gue es considerado el limite de deteccidn visual del sistema (del inglés, LoD).

1.3.2 Analisis cuantitativo del cambio colorimétrico

Como alternativa a la deteccion visual del cambio colorimétrico por la presencia
del target se hizo el analisis de las imagenes tomadas en base a las coordenadas de
color RGB (del inglés, Red, Blue, Green). Con esta estrategia se puede hacer el
seguimiento de los cambios de color con mas precision y la cuantificaciéon de las

concentraciones de target.

La presencia del target provoca un cambio de color de rojo a morado-purpura.
La agregacion de la muestra intensifica la absorbancia en la longitud de onda del azul
(~ 620 nm) mientras que la extincion en la longitud de onda roja (~ 520 nm) se reduce
como se observo en los espectros UV-vis. Por ello, la evaluacion de la agregacion se
calculé en base a la relacion entre los valores obtenidos para el rojo y el azul

denominado como R/B (red and blue del inglés).
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Se realiz6 un n=3 para cada concentracién. Para obtener los valores RGB, se
uso el programa Irfan view tomando valores de cinco puntos distintos de la muestra
para cada color. A continuacion, se calculé la media de RGB y luego la relacion de los

valores R/B.
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Figura 30. Respuesta colorimétrica analizada mediante los valores R/B para las
diferentes concentraciones de target desde 0.005 a 0.2 yM. La concentracién de

AuNPs fue 1 nM y se mantuvo constante para cada conjunto de ADN-AuNP.

El aumento de la concentracion del target induce la agregacion de las AuNPs, lo
que aumenta la contribucion del componente azul de la muestra y se reduce
ligeramente el componente rojo, por lo que la relacion R/B disminuyo (Figura 29). A lo
largo del tiempo, al aumentar la agregacion, se observo la misma tendencia tanto para

las 24 horas como para los 20 minutos.
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Por otro lado, se realizd, ademas, la curva de calibracion para concentraciones
de target conocidas de 0 a 0.20 uM (Figura 32). Se observa que la concentracién del
target es inversamente proporcional a la relaciéon R/B, a medida que se aumenta la
concentracion de target y hay mas agregacion en la muestra, la relacion R/B
disminuye. La concentracion de target (x) frente a la relacion R/B (y) muestra un
comportamiento no lineal ajustado con una ecuacion sigmoidal (ecuacion 1) mediante
el software Origin donde los parametros de la curva son A1=2.5293, A2=1.37643,
X0=0.01268 y p = 5.03216. Se analizaron tres imagenes (n = 3) para comprobar la
estabilidad del sistema. El LoD utilizando las coordenadas RGB se calcul6 en base a
tres veces la desviacion estandar (DE) del control, obteniendo un valor de 0.009 uM
(5.03 x10'° copias). En comparacién con el LoD de 0.02 uM obtenido a simple vista,
el enfoque RGB ofrece una sensibilidad dos veces mayor y reduce la subjetividad del

usuario.

Ecuacion 1: Y=A2 + (Al- A2)
1+(X/Xo)P
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Figura 31. Curva de calibracion de la respuesta colorimétrica de diferentes

concentraciones de target basada en la relacion R/B.

1.3.3 Pruebas con muestra reales de Acanthamoeba castellanii

El sistema de hibridacion optimizado con el target sintético de Acanthamoeba
castellanii se aplico para la deteccion de A.castellanii en muestras reales. Para ello se
utilizaron las muestras obtenidas de los cultivos de ameba realizados. La
concentracion final de las muestras de Acanthamoeba extraidas de los cultivos se
ajusté a 5 x 10° amebas/ml. Debido a que las nanoparticulas son sensibles a los

cambios en el medio y para evitar su posible agregacion inespecifica, los acidos
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nucleicos de las muestras se extrajeron del buffer RLT en el que fueron resuspendidas

siguiendo el protocolo de extraccion de acidos nucleicos descrito anteriormente.

Los cultivos de A.castellanii se hicieron en presencia de E.coli, por lo que,
aunque las muestras se obtuvieron de los cultivos cuando la ameba se habia
alimentado de E.coli, las muestras extraidas ademas de Acanthamoeba, presentan
restos de E.coli. Como se coment6 en la metodologia, se realizé un estudio de similitud
de secuencias con otras especies, entre ellas E. coli, para verificar que el sistema a
desarrollar es especifico para la deteccion de nuestro target, A.castellanii. No se
encontrd similitud con secuencia de E.coli, por lo que el sistema, teéricamente no
detectaria la presencia de material genético de E.coli. De forma complementaria se
realiz6 un control negativo con cultivo de E.coli. Para el mismo ratio, el sistema
reacciono en presencia de la ameba, agregandose como se muestra en la Figura 32.
El pico de absorcion disminuyé y se observé un aumentd la absorbancia en las
longitudes de onda a partir de 600 nm (Figura 32.A). En la Figura 32.B se observa un
cambio de color a morado visible a simple vista. Con la muestra de E.coli, el espectro
muestra también un pequefio aumento en las absorbancias a partir de 600 nm
manteniéndose el pico méximo de absorcion. Este cambio puede ser debido a
agregacion inespecifica por cambios del medio, pero en comparaciéon con el grado de
agregacion mucho mayor obtenido para la ameba, el sistema es especifico de

A.castellanii.

159



0.35
0.3
0.25

Control

E-coli Control E.coli Acanthamoeba

Acanthamoeba

Ia

I
N}

0.15

Absorbanc

o
a

0.05
0+ . f . f . t ]
400 500 600 700 800
Longitud de onda (nm)

Figura 32. A. Espectro de absorcion de las muestras con E.coli y con
Acanthamoeba donde se observa mayor cambio al afadir Acanthamoeba. B.

Cambio de color visible de cada muestra respecto al control.

Tras realizar el protocolo de extraccion de acidos nucleicos de las muestras de
A.castellanii se cuantificé la cantidad de acidos nucleicos mediante nanodrop (n=3),
obteniendo un valor que oscilaba entre 400 y 500 ng/uL. A partir de una muestra de
485 ng/uL se realizaron diluciones para llevar a cabo las hibridaciones. Es importante
sefialar que el nanodrop proporciona un valor de concentracion de &cidos nucleicos
totales mientras que este sistema es especifico para una secuencia diana concreta de
Acanthamoeba castellanii. Por lo tanto, las concentraciones de las muestras reales
pueden utilizarse como referencia, pero no pueden compararse directamente con las

concentraciones alcanzadas con este sistema.

Los resultados se analizaron en base a la respuesta a simple vista, la evaluacion

del espectro visible y el analisis de las coordenadas del color (RGB).
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En la Figura 33.A se observa un cambio de color a morado respecto a la muestra
control para las concentraciones mayores de 28, 42 y 85 ng/uL (295, 776 y 1960
amebas/uL). Los resultados obtenidos mediante UV-vis mostraron un claro aumento
de la agregacion a longitudes de onda mas largas para concentraciones crecientes de
A. castellanii, que es visible para las 3 concentraciones mas altas 28, 42 y 85 ng/uL
(295, 776 y 1960 amebas/pL) (Figura 33.B). El grado de agregacion también es claro
en la Figura 34, que tiende a aumentar con el incremento de las concentraciones de

ameba.

Segun estos resultados, la concentracibn minima de Acanthamoeba castellanii
en una muestra real para observar un cambio visible es 28 ng/pL. Este valor
corresponde con una cantidad de 295 amebas/ pL, calculado a partir de la
concentracion inicial conocida de 5 x 10° amebas/ml. El LoD del sistema, obtenido a
partir del target sintético es 0.2693 ng/uL (0.02 yM), un valor cien veces inferior a la
concentracion minima visible de 28 ng/uL. Esto puede explicarse teniendo en cuenta
que el nanodrop determina la concentracién total de acidos nucleicos de la muestra

sin distinguir las secuencias especificas de reconocimiento.
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Figura 33. Respuesta colorimétrica obtenida para diferentes concentraciones de

A.castellanii estimadas mediante nanodrop y cuantificadas por n® de amebas. A)

Imagen digital del cambio de color observado que aumenta con la concentracion.

B) Espectro visible de las muestras, a medida que aumenta la concentracion, la

absorbancia a longitudes de onda larga aumenta.
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Concentraciones Acanthamoeba, ng/uL

0 0.85 28 42 85
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Figura 34. Estimacion del grado de agregacion mediante la relacion
Abses20/Absmax para diferentes concentraciones de Acanthamoeba. En la tabla se
muestran los valores obtenidos con la media + DE. *p < 0.05, prueba U de Mann-
Whitney, comparacion por pares con el control (O ng/pL). A medida que aumenta
la concentracion de ameba, el cociente Abses2o/Absmax aumenta que indica un

aumento de la agregacion.
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Las muestras reales de A.castellanii también se analizaron del mismo modo que
las muestras con target sintético, con las coordenadas RGB vy la relacion R/B. Las
relaciones R/B obtenidas se utilizaron para determinar las concentraciones
desconocidas de las muestras reales mediante los parametros de la curva de
calibracion de ajuste sigmoidal. En la tabla 13 se muestran los resultados obtenidos.
Por tanto, una concentracion de 295 amebas/ pL (28 ng/uL) corresponde con una

concentracion de 0.014 uM, que coincide aproximadamente con el LoD visible del

sistema de 0.02 uM.

Tabla 13. Concentraciones de las muestras de A.castellanii. En la primera
columna se muestra las concentraciones de acidos nucleicos estimadas mediante
nanodrop y en la segunda columna se muestran las concentraciones calculadas a

partir de valores R/B y curva de calibracion (uM). El nimero de amebas/uL se

calculo6 a partir del recuento de cultivos.

Cuantificacion de

Nanodrop Curva de calibracion .
Muestras cultivos
Valores R/B - —
reales Ac. Nucleicos, Concentracion de
Amebas/uL
ng/uL ADN, pM
1 2.30 0.85 0.010 15
2 2.50 8.00 0.006 155
3 1.84 28.00 0.014 295
4 1.76 42.00 0.015 776
5 1.69 85.00 0.015 1960
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2. FASE 2. EFICACIA DE LOS SISTEMAS DE LIMPIEZA DE
LAS LENTES DE CONTACTO

En primer lugar, se usaron las nanoparticulas de oro para la deteccion de la
ameba residual en las muestras de las lentes de contacto que fueron contaminadas
con Acanthamoeba. Para ello, se utilizaron primeramente las muestras del control
positivo. Estas muestras son las lentes de contacto que se contaminaron con
Acanthamoeba y a las que no se les hizo ningun tratamiento. Antes de su uso con las
AuNPs , los acidos nucleicos de las muestras se extrajeron mediante protocolo de
purificacion. Mediante el nanodrop se cuantifico la cantidad de material genético
extraido de las muestras de lentes de contacto del control positivo (contaminadas con
la ameba) y el control negativo (sin contaminar) para estimar cual era la cantidad
méaxima y minima que podriamos obtener de las muestras de lentes de contacto. Se
obtuvo unos valores de 39.5 ng/uL y 20.2 ng/uL para el control positivo y negativo

respectivamente. Esto nos indica que estan dentro del limite visual del sistema.

Se utilizaron las nanoparticulas de oro funcionalizadas previamente con los
ADN1 y ADN2 y se mezclaron, en las condiciones que fueron optimizadas
previamente, con las muestras extraidas de las lentes de contacto. Las muestras del
control positivo, al no haber realizado ningun tratamiento de limpieza, cabe esperar
obtener un resultado positivo de presencia de Acanthamoeba detectable por el cambio
de color de la muestra. Sin embargo, no se obtuvo ninglin cambio de color visible. Por
esta razon, no se continué con mas muestras ya que si el control positivo, que es el
gue mas contenido de ameba debe tener no se observa cambio de color, no se espera,

por tanto, que con el resto de las muestras se produzca este cambio.
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Por otro lado, el segundo método de deteccion que se eligio para poder comparar
con la deteccion mediante AuNPs fue la PCR. Las qPCR realizadas se basaron en la
deteccion de ARN de A.castellanii, a diferencia de las PCR cuantitativas que
comunmente se realizan para deteccion de ADN de Acanthamoeba. La deteccién del
ARN nos indica la presencia de ameba viva en nuestras muestras, mientras que el
ADN puede ser detectado tanto en ameba viva 0 muerta ya que tarda mucho mas en
degradarse que el ARN. Por ello, la deteccion de ARN nos da resultados mas fiables
a la hora de saber si una muestra puede ser potencialmente patégena, al detectar la

presencia de ameba viable.

Los resultados obtenidos de las gPCR fueron interpretados en funcion de los
valores del umbral de ciclos (Ct), del inglés, cycle threshold. Este valor indica el
namero de ciclos en el que la sefial fluorescente alcanza el nivel que representa un

incremento estadisticamente significativo respecto al nivel basal.

Para simplificar la representacién de los resultados, los pasos de limpieza
previos al uso de la solucién Unica, la solucion de povidona, el progent y el perdxido

de hidrégeno se denominaron como se describe en la siguiente tabla 14.

Tabla 14. Resumen de los procedimiento de limpieza previos al uso de las

soluciones de limpieza/conservacion utilizados en el estudio.

Uso de Limpiador ACLARADO
Agua de grifo | NaCl 0.9%
Método 1 No y
Método 2 No -
Método 3 Si .
Método 4 Si .

166



Los resultados de las PCR cuantitativas obtenidos se expresaron, por un lado, como
el porcentaje de positivos 0 negativos obtenidos y por otro, en funcion de los valores

medios de Ct obtenidos para cada tratamiento.

2.1 RESULTADOS POSITIVOS/ NEGATIVOS

Se establecié un umbral de 34.10 Ct para el gen TPBF y de 30.21 Ct para el gen
hsp70. Para ele222gir estos valores se tomd como referencia el valor de Ct mas bajo
obtenido en el control negativo realizado. Por tanto, resultados inferiores a estos

valores umbrales se consideraron resultados positivos de la presencia de A.castellanii.

En las tablas 15,16,17 y 18 se muestra el tanto por ciento de resultados positivos
y negativos obtenidos para cada tratamiento realizado y para cada gen analizado. El
porcentaje calculado por tipo de lente de contacto se hizo con relacion al total de

muestras analizadas mediante PCR para cada tipo de lente.

Para evaluar la eficacia de los sistemas de limpieza frente A.castellanii se realiz6
el test chi-cuadrado y la prueba exacta de Fisher. Para ello, se compararon los
resultados positivos y negativos obtenidos tras el uso de las soluciones de limpieza/
conservacion y el control negativo. De esta manera, resultados iguales o sin
diferencias estadisticamente significativas frente al control negativo indican la eficacia

de los productos.

Con el tratamiento de las lentes con la solucién Unica (Tabla 15) se obtuvo una
variedad de resultados. El mayor porcentaje de positivos resultdé de las lentes que
habian sido aclaradas con agua de grifo (método 1) antes de su conservacion en la

solucién Unica. Concretamente, un 85% de las lentes tratadas dieron un resultado
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positivo para ambos genes. El 100% de las lentes de hidrogel e hidrogel de silicona
(HiSi) tratadas con el método 1, dieron resultados positivos, mientras que de las lentes
RPG tratadas se obtuvieron un 56% de PCR positivas. El uso de la solucion Unica con
aclarado previo con agua de grifo mostré diferencias significativas frente al control

negativo para todos los casos (p < 0.05).

El método 2 hace referencia a las lentes aclaradas con solucion salina antes de
su conservacioén en la solucion Gnica. En este proceso, el 17% de las muestras dieron
resultados positivos en la presencia de la ameba. Este porcentaje esta relacionado
con las LC de hidrogel e HiSi ya que el 100% de las lentes RPG dieron negativo para
la presencia de ameba. Para el gen TPBF, el 25% de las lentes de hidrogel e hidrogel
de silicona empleadas dieron positivo. Para el gen hsp70 se obtuvo un 31% y 19% de
positivos respectivamente. Comparando estos resultados obtenidos con el control
negativo, se obtuvo diferencias significativas frente al control negativo para la lente de

hidrogel y el gen hsp70 (p < 0.05).

De las LC que fueron tratadas previamente con limpiador (método 3 y método 4)
se obtuvo menor porcentaje de positivos. De las lentes tratadas con limpiador y
aclaradas con agua de grifo (método 3) un 4% y un 15% dieron positivo para los genes
hsp70 y TPBF respectivamente. El porcentaje de positivos se obtuvo en las lentes de
hidrogel e HiSi. La comparacion de estos resultados con el control negativo, mediante
chi cuadrado, mostré diferencias significativas respecto al control negativo en las LC
de hidrogel de silicona con el gen hsp70 y en las LC de hidrogel e hidrogel de silicona

para el gen TPBF (p < 0.05).

De las lentes que fueron tratadas con limpiador y aclaradas con salina (método

4), solo un 4% dio positivo en la presencia de ameba, para el gen TPBF, procedente
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de las lentes de hidrogel. Este valor fue diferente estadisticamente respecto al control

negativo (p < 0.05). Para el resto de las lentes, el uso de limpiador y aclarado con

salina (método 4) mostraron mismos resultados que el control negativo.

Tabla 15. Resultados expresados en tanto por ciento del nimero de positivos y

negativos obtenidos tras conservacion de las LC en solucién Unica

multiproposito.

SOLUCION UNICA
TOTAL Hidrogel HiSi RPG
hsp70 Positivos 85% 100% 100% 56%
Método 1 Negativos 15% 0% 0% 44%
TPBE Positivos 85% 100% 100% 56%
Negativos 15% 0% 0% 44%
hsp70 Positivos 17% 31% 19% 0%
Método 2 Negativos 83% 69% 81% 100%
TPBE Positivos 17% 25% 25% 0%
Negativos 83% 75% 75% 100%
hsp70 Positivos 4% 0% 12.5% 0%
Método 3 Negativos 96% 100% 87.5% 100%
TPBE Positivos 15% 25% 19% 0%
Negativos 85% 75% 81% 100%
hsp70 Positivos 0% 0% 0% 0%
Método 4 Negativos 100% 100% 100% 100%
TPBE Positivos 4% 13% 0% 0%
Negativos 96% 88% 100% 100%
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Tras el tratamiento de las lentes con povidona yodada (Tabla 16), el 100% de
los resultados obtenidos fueron negativos para las lentes que fueron tratadas
previamente con limpiador (método 3 y 4) comportandose de manera igual al control

negativo.

De las lentes de contacto que fueron aclaradas previamente con agua de grifo
(método 1) un 17% para el gen hsp70 y un 19% para el gen TPBF dieron un resultado
positivo en presencia de Acanthamoeba. El porcentaje de positivos fue mayor para las
lentes de contacto de hidrogel seguido por las LC de hidrogel de silicona. De las lentes
RPG tratadas, un 100% y un 94% dieron negativo en presencia de la ameba para el
gen hsp70 y TPBF respectivamente. Esto nos lleva a suponer que la ameba podria
unirse mas a las lentes de hidrogel frente a los otros materiales. Sélo se encontraron
diferencias significativas frente al control negativo para las lentes de hidrogel con

ambos genes (p < 0.05).

De las lentes que fueron aclaradas previamente con solucién salina (método 2),
s6lo un 2% dio positivo para el gen hsp70. Este positivo corresponde a las lentes de
hidrogel convencional pero no se obtuvo diferencias estadisticamente significativas
respecto al control negativo (p > 0.05). Con el resto de LC, la solucion de povidona

mostré comportamiento igual que el control negativo.
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Tabla 16. Resultados expresados en tanto por ciento del nimero de positivos y

negativos obtenidos tras tratamiento con solucién de povidona.

POVIDONA YODADA
TOTAL Hidrogel HiSi RPG
hsp70 Positivos 17% 38% 12.5% 0%
Método 1 p Negativos 83% 63% 88% 100%
TPBE Positivos 19% 31% 19% 6%
Negativos 81% 69% 81% 94%
Positivos 2% 6% 0% 0%
hsp70 .
Método 2 Negativos 98% 94% 100% 100%
TPBF Positivos 0% 0% 0% 0%
Negativos 100% 100% 100% 100%
hsp70 Positivos 0% 0% 0% 0%
Método 3 p Negativos 100% 100% 100% 100%
TPBE Positivos 0% 0% 0% 0%
Negativos 100% 100% 100% 100%
hsp70 Positivos 0% 0% 0% 0%
Método 4 p Negativos 100% 100% 100% 100%
TPBE Positivos 0% 0% 0% 0%
Negativos 100% 100% 100% 100%

Tras el tratamiento de las lentes de contacto con peroxido de hidrégeno, sélo
un 2% de las lentes de contacto que fueron aclaradas previamente con agua de grifo
(método 1) y solucion salina (método 2) dieron un resultado positivo (presencia de
A.castellanii) para el gen hsp70 y TPBF respectivamente. Este resultado positivo se
corresponde con las lentes de hidrogel y con las lentes de hidrogel de silicona
respectivamente. El 100% del resto de muestras analizadas mediante PCR dieron

negativo en presencia de A.castellanii.

El uso de la solucién de peréxido de hidrégeno mostré resultados iguales o sin
diferencia estadisticamente significativa (p > 0.05) frente al control negativo en todos

los casos que demuestran su eficacia.
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Tabla 17. Resultados expresados en tanto por ciento del niumero de positivos y

negativos obtenidos tras tratamiento con solucién perdxido de hidrogeno.

PEROXIDO DE HIDROGENO

TOTAL Hidrogel HiSi RPG
hsp70 Positivos 2% 6% 0% 0%

Método 1 Negativos 98% 94% 100% 100%
TPBE Positivos 0% 0% 0% 0%

Negativos 100% 100% 100% 100%
hsp70 Positivos 0% 0% 0% 0%

Método 2 Negativos 100% 100% 100% 100%
TPBE Positivos 2% 0% 6% 0%

Negativos 98% 100% 94% 100%
hsp70 Positivos 0% 0% 0% 0%

Método 3 Negativos 100% 100% 100% 100%
TPBE Positivos 0% 0% 0% 0%

Negativos 100% 100% 100% 100%

hsp70 Positivos 0% 0% 0% 0%

Método 4 Negativos 100% 100% 100% 100%
TPBE Positivos 0% 0% 0% 0%

Negativos 100% 100% 100% 100%

Con la solucién Progent (Tabla 18), solo se obtuvo resultado positivo para el gen
TPBF y hsp 70 en el 2% de las lentes tratadas con el método 2. Este valor positivo se
obtuvo en las lentes de hidrogel e hidrogel de silicona respectivamente. El resto de LC
tratadas con los diferentes métodos y analizadas mediante PCR para ambos genes
dieron negativo en la presencia de A.castellanii. El uso de la solucién de Progent
mostrd resultados iguales o sin diferencia estadistica (p > 0.05) frente al control

negativo en todos los casos.
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Tabla 18. Resultados expresados en tanto por ciento del nimero de positivos y

negativos obtenidos tras el tratamiento con la solucion de impieza Progent.

PROGENT

TOTAL Hidrogel HiSi RPG

hsp70 Positivos 0% 0% 0% 0%

Método 1 Negativos 100% 100% 100% 100%
TPBE Positivos 0% 0% 0% 0%

Negativos 100% 100% 100% 100%

hsp70 Positivos 2% 6% 0% 0%

Método 2 Negativos 98% 94% 100% 100%
TPBF Positivos 2% 0% 6% 0%

Negativos 98% 100% 94% 100%

hsp70 Positivos 0% 0% 0% 0%

Método 3 Negativos 100% 100% 100% 100%
TPBE Positivos 0% 0% 0% 0%

Negativos 100% 100% 100% 100%

hsp70 Positivos 0% 0% 0% 0%

Método 4 Negativos 100% 100% 100% 100%
TPBE Positivos 0% 0% 0% 0%

Negativos 100% 100% 100% 100%

Tras el tratamiento con clorhexidina al 0.02% se obtuvo un 46% y 69% de
resultados positivos para los genes hsp70 y TPBF respectivamente. Los resultados
por tipo de material de lente son distintos entre los genes. En el caso del gen hsp70,
el mayor porcentaje de positivos se obtuvo con las lentes RPG (un 75%), seguido de
las lentes de hidrogel de silicona (38%) y las lentes de hidrogel convencional (25%).
En el caso del gen TPBF, el mayor porcentaje de positivos se obtuvo con las lentes
de hidrogel de silicona, un 88%, seguido de las lentes de hidrogel convencional (63%)
y las lentes RPG (56%). Esto resultados, mostraron diferencias estadisticamente
significativas respecto al control negativo (p < 0.05) para todos los casos excepto para

las lentes de hidrogel con el gen hsp70.
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Tabla 19. Resultados expresados en tanto por ciento del nimero de positivos y

negativos obtenidos tras tratamiento con clorhexidina 0.02%.

CLORHEXIDINA
TOTAL Hidrogel HiSi RPG
Positivos 46% 25% 38% 75%
hsp70 )
Negativos 54% 75% 63% 25%
Positivos 69% 63% 88% 56%
TPBF .
Negativos 31% 38% 13% 44%

Por otro lado, se hizo un control complementario de aclarado de las LC sélo
con solucion salina (Tabla 20). EI 100% de las lentes aclaradas so6lo con solucion
salina dieron un resultado positivo de presencia de A.castellanii mostrando diferencia

estadisticamente significativa respecto al control negativo (p < 0.05).

Ademas, se analizaron muestras de agua mediante PCR para detectar la posible
presencia de Acanthamoeba. Por un lado, se analiz6 el agua de grifo utilizada en el
estudio y por otro se eligié6 una marca conocida de agua mineral comercializada. Se
obtuvieron resultados negativos de la presencia de Acanthamoeba para todas las

muestras.
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Tabla 20. Resultados expresados en tanto por ciento del nimero de positivos y

negativos obtenidos tras aclarado de las LC s6lo con solucion salina.

CONTROL SOLUCION SALINA
TOTAL Hidrogel HiSi RPG
Positivos 100% 100% 100% 100%
hsp70 .
Negativos 0% 0% 0% 0%
TPBE Positivos 100% 100% 100% 100%
Negativos 0% 0% 0% 0%

2.2 VALORES DE CTs OBTENIDOS

Los resultados de las gPCR se analizaron también en funcién de la media de los
valores de Ct obtenidos por cada tipo de lente y tipo de tratamiento realizado. Estos
resultados se muestran en la Tabla 21, 22, 23 y 24, expresados como media *
desviacion estandar (DE). Valores mas bajos de Ct indican que la cantidad de ARN
en las muestras es mayor, es decir, mayor presencia de la ameba. Las PCR con
resultado “indeterminado” (sin valor numérico de Ct) indican la ausencia de material
genético de la ameba en la muestra analizada. Por ello, para estos casos, no esta

representada la barra del valor medio de Ct en las gréficas.

Para analizar si existen diferencias significativas entre los diferentes tratamientos
previos de limpieza para cada soluciéon de limpieza/conservacioén (solucién unica,
Povidona, Peréxido de hidrégeno y Progent) se realiz6 la prueba U de Mann - Withney

entre los valores de Ct obtenidos tras cada tratamiento.
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e Solucidn Unica

Para el gen hsp70 (Figura 35.A), los valores de Ct mas bajos obtenidos (menores
de 30) con el uso de la solucién Unica, corresponden a las lentes de contacto de
hidrogel (Ct: 26.26), hidrogel de silicona (Ct: 25.42) y RPG (Ct: 29.93) que fueron
aclaradas previamente con agua de grifo (método 1). Estos valores mostraron una
diferencia estadisticamente significativa (p < 0.05) frente a los valores de Ct obtenidos
con el aclarado con solucion salina (método 2) y el uso de limpiador (método 3y 4)
para todas las LC. Para la LC de hidrogel, ademas se encontr6 diferencias
significativas entre los valores de Ct obtenidos con el aclarado previo con solucién

salina (método 2 ).

Para el gen TPBF (Figura 35.B), los valores de Ct méas bajos obtenidos también
corresponden a las LC que fueron aclaradas previamente son solucion salina. Estos
valores de 29.05; 28.93; 32.11 para las LC de hidrogel, hidrogel y RPG, fueron
mayores que los obtenidos con el gen hsp70. Estos valores mostraron una diferencia
estadisticamente significativa (p < 0.05) frente a los valores de Ct obtenidos con el
aclarado con solucion salina (método 2) y el uso de limpiador (método 3 y 4) para
todas las LC. Con el uso del limpiador + aclarado con solucién salina no se obtuvo
ningun valor de Ct (“indeterminado”) para las LC de hidrogel de silicona y RPG que
indica la no presencia de ameba. Con el uso del limpiador + aclarado con solucion

salina ocurrié lo mismo.

176



A)

hsp70 SOLUCION UNICA
B Método1l m Método2 I Método3 ® Método4 <30.21 Positivo
45 >30.21 Negativo
40 :’;_ i . * * * * *
35 * L
30 —-=---- ————FEe - -——- - . 30.21
25
20
15
10
5 = e
0
Hidrogel Hidrogel de silicona RPG
B)
TPBF SOLUCION UNICA
B Método1l ™ Método2 1 Método3 ™ Método4
< 34.10 Positivo
45 > 34.10 Negativo

Hidrogel Hidrogel de silicona RPG

Figura 35. Valores medios de Ct obtenidos en la qPCR representados con su
desviacion estandar para el gen hsp 70 (A) y el gen TPBF (B). *'P < 0.05, test U
de Mann-Withney para muestras independientes. *P < 0.05 respecto método 1; *P

< 0.05 respecto método 2.
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Tabla 21. Valores de Ct (media + DE) obtenidos en la qPCR para las LC que
fueron tratadas con la solucién unica con los diferentes métodos de limpieza
previos realizados. La comparacion estadistica se hizo entre cada uno de los
métodos de limpieza previa realizados. *P < 0.05, test U de Mann-Withney para

muestras independientes.

SOLUCION UNICA

hsp70 TPBF
Hidrogel HiSi RPG Hidrogel HiSi RPG
Método 1 26.26+2.51 25.42+2.14 29.93+2.28|29.05+2.38 28.93+2.20 32.11+1.18

Método 2 31.15+1.91 32.13+2.71 34.89+1.71|34.56+3.24 32.90+3.16 35.23+0.94
Método 3 35.11+1.62 33.61+2.84 3495+2.13|32.91+£0.36 31.88+2.39 -

Método 4 34.35+1.60 36.09+1.41 35.05+1.80(33.92+0.03 - -

p-valores
Método 1 vs 2 0* 0* 0* 0.001* 0.008* 0.034*
Método 1 vs 3 0* 0* 0.001* 0.002* 0.118 -
Método 1 vs 4 0* 0* 0.003* 0.025* - -
Método 2 vs 3 0* 0.051 0.684 0.203 0.732 -
Método 2 vs 4 0.005* 0* 0.955 0.667 - -
Método 3vs 4 0.495 0.056 0.808 0.064 - -
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e Povidonayodada

Para el gen hsp70 (Figura 36.A) los valores mas bajos de Ct obtenidos para cada
tipo de LC corresponde con aquellas que fueron tratadas previamente con el método
1. La povidona yodada mostré una eficacia mayor con el uso del limpiador frente al
aclarado de las LC solo con agua de grifo que se observa con diferencias
estadisticamente significativa entre los métodos (p < 0.05). Asi, el uso de la PY con el
aclarado previo con agua de grifo (método 1) mostré una menor eficacia de limpieza
al mostrar diferencias significativas (p < 0.05) frente al aclarado con solucién salina
(método 2) para las LC de hidrogel e hidrogel de silicona. También mostro6 diferencias
significativas frente al uso de limpiador + aclarado con salina (método 4) para la LC
de hidrogel e hidrogel de silicona y con el método 3 para las lentes RPG. En la limpieza
de las lentes de hidrogel de silicona, el aclarado con salina (método 2) mostré6 menor
eficacia de limpieza frente al uso de limpiador + aclarado con salina (método 4) (p <

0.05).

Para el gen TPBF, (Figura 36.B) no hubo diferencias significativas entre los
diferentes métodos de limpieza previos realizados. Se obtuvo un resultado
“‘indeterminado” (no presencia de ameba) para los siguiente métodos: el uso de
limpiador + aclarado con agua de grifo (método 3) en todas las LC, con el uso de
limpiador + aclarado con solucion salina (método 4) en las LC de hidrogel e hidrogel
de silicona y con el aclarado so6lo con solucion salina (método 2) paras las LC de

hidrogel e hidrogel de silicona.
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Figura 36. Valores medios de los CTs obtenidos en la qPCR representados con

su desviacion estandar para el gen hsp70 (A) y TPBF (B). **P < 0.05, test U de

Mann-Withney para muestras independientes. *P < 0.05 respecto método 1; P <

0.05 respecto método 2.
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Tabla 22. Valores de Ct (media £ DE) obtenidos en la gPCR para las LC que fueron
tratadas con la solucién con povidona yodada con cada método de limpieza previo
realizado. La comparacion estadistica se hizo entre cada uno de los métodos de
limpieza previo realizados. *P < 0.05, test U de Mann-Withney para muestras

independientes.

POVIDONA

hsp70 TPBF
H HiSi RPG H HiSi RPG
Método 1 30.56+1.71 31.31+1.24 34.11+249|34.10+2.24 35.01+2.39 35.87+1.56
Método 2 33.58+1.99 33.12+1.18 35.22+1.01(34.72+0.34 - -
Método 3 35.09 36.56 35.8 - - -
Método 4 35.82+1.72 34.81+0.77 34.19+0.67 - - 37.61+£0.55
p-valores
Método 1 vs 2 0.001* 0.002* 0.08 0.283 - -
Método 1 vs 3 0.102 0.102 0.037* - - =
Método 1vs 4 0.007* 0* 0.750 - - 0.083
Método 2 vs 3 0.355 0.111 0.866 - = =
Método 2 vs 4 0.101 0.003* 0.069 - - -
Método 3vs 4 0.655 0.117 0.059 - - =
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e Pero6xido de hidrogeno

Para el gen hsp70 (Figura 37.A), la eficacia mostrada fue alta (98% y 100%).
Aunqgue la media de los valores de Ct supera el limite establecido de 30.21, analizando
los Ct de manera individual si se encontraron algunos resultados positivos de la
presencia de ameba. Asi, se pueden observar diferencias entre algunos métodos de
limpieza. Para las LC de hidrogel el valor de Ct obtenido tras el aclarado previo con
agua de grifo (método 1) fue menor y estadisticamente diferente (p < 0.05) a los
valores de Ct obtenidos tras el uso de previo de un limpiador (método 3y 4). Para las
LC de hidrogel de silicona, el uso de limpiador y aclarado con salina (método 4) mostro

diferencias significativas frente al método 1y 2.

Para el gen TPBF (Figura 37.B) también se obtuvieron mismos valores de
eficacia. Por el contrario, no hubo diferencias estadisticamente significativas entre los
diferentes métodos. Con el uso previo del limpiador (método 3 y 4) se obtuvo un valor
“‘indeterminado” de Ct que indica la no presencia de ameba. Con el aclarado con agua

de grifo tampoco se obtuvieron valores para las LC de hidrogel de silicona 'y RPG.
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Figura 37. Valores medios de los CTs obtenidos en la PCR-cuantitativa

representados con su desviacion estandar. *'P < 0.05, test U de Mann-Withney

para muestras independientes. *P < 0.05 respecto método 1; P < 0.05 respecto

método 2.
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Tabla 23. Valores de Ct (media £ DE) obtenidos en la gPCR para las LC que fueron
tratadas con la solucion de perdéxido de hidrogeno con cada método de limpieza
previo realizado. La comparacién estadistica se hizo entre cada uno de los
métodos de limpieza previo realizados. *P < 0.05, test U de Mann-Withney para

muestras independientes.

PEROXIDO DE HIDROGENO

hsp70 TPBF
H HiSi RPG H HiSi RPG
Método 1 31.82+1.46 33.83+1.28 34.87+0.86 35.11 - -

Método 2 33.16+£2.22 33.26£1.51 33.84+2.52(35.68+1.49 36.33+2.85 37.16+£0.52
Método 3 35.78+0.92 36.58+2.01 34.89 - - -
Método 4 35.33+0.36 35.01+0.43 35.73+4.63 - - -

p-valores
Método 1 vs 2 0.106 0.355 0.073 1 - -
Método 1 vs 3 0.025* 0.062 0.817 - - o
Método 1vs 4  0.025* 0* 1 - - -
Método 2 vs 3 0.057 0.068 0.385 - = =
Método 2 vs 4 0.081 0.002* 0.497 - - -
Método 3 vs 4 0.439 0.554 1 = - -
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e Progent

Para el gen hsp70 (Figura 38.A) se encontraron solo valores de Ct inferiores al
limite de 30.21( resultados positivos) en el método 2. Entre las LC de hidrogel de
silicona y RPG se encontraron algunas diferencias significativas entre los tratamiento
previos realizados. Los valores obtenidos tras el uso del agua de grifo (método 1) para
la limpieza de las LC de hidrogel de silicona mostré diferencias significativas frente al
uso del limpiador (método 3 y 4). También hubo diferencias significativas del método
1 frente al método 2 para las lentes RPG. El aclarado de las lentes de hidrogel de
silicona y RPG con solucion salina mostré diferencia significativa respecto al uso del

limpiador (método 3y 4).

Para el gen TPBF (Figura 38.B), todos los valores de Ct obtenidos superaron el
limite de 34.10 y se consideraron resultados negativos de la presencia de
Acanthamoeba. No hubo diferencias estadisticamente significativas entre los
diferentes métodos. Con el uso previo del limpiador (método 3 y 4) se obtuvo un valor
‘indeterminado” de Ct para todas las LC que indica la no presencia de ameba. Con el

aclarado con agua de grifo el valor de Ct también fue indeterminado para las LC RPG.
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Figura 38. Valores medios de los CTs obtenidos en la PCR-cuantitativa

representados con su desviacion estandar. **P < 0.05, test U de Mann-Withney

para muestras independientes. *P < 0.05 respecto método 1; P < 0.05 respecto

método 2.
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Tabla 24. Valores de Ct obtenidos en la gPCR para las LC que fueron tratadas
con la solucion con Progent con cada método de limpieza previo realizado. La
comparacion estadistica se hizo entre cada uno de los métodos de limpieza previo

realizados. *P < 0.05, test U de Mann-Withney para muestras independientes.

PROGENT

hsp70 TPBF
H HiSi RPG H HiSi RPG
Método 1  32.65+1.21 33.50+1.63 35.71+1.36|35.97+251  35.20 -

Método 2 33.20+1.74 32.45+1.50 32.54+0.97|36.56+1.83 35.26v 1.63 37.18 £1.47
Método 3 - 36.29+2.36 35.90%1.26 - - -
Método 4 34.88+0.02 35.58+0.14 36.96+2.13 - - -

p-valores
Método 1 vs 2 0.357 0.118 0* 0.564 0.655 -
Método 1 vs 3 - 0.038* 0.458 - - -
Método 1vs 4 0.062 0.002* 0.137 - - -
Método 2 vs 3 - 0.03* 0.001* - - -
Método 2vs 4 0.204 0.001* 0.005* - - -
Método 3vs 4 - 0.425 0.522 - - -
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V. DISCUSION
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1. FASE 1. SISTEMA DE DETECCION CON AUNPSs.

Las queratitis provocadas por Acanthamoeba, junto con las provocadas por
P.aeruginosa son las mas comunes asociadas al uso de LC y, aunque poco frecuente,
es una patologia agresiva que puede provocar la pérdida de la vision (366). El éxito
en el tratamiento de la patologia reside en la realizacion de un diagndstico diferencial

correcto y temprano.

Por ello, el objetivo de esta primera fase fue el desarrollo de una estrategia que
permitiese la deteccion especifica de Acanthamoeba de forma rapida y sencilla. Con
este fin, en la presente tesis doctoral, se disefié y desarroll6 un sistema de deteccion

colorimétrico y especifico del ARNm de A.castellanii mediante nanoparticulas de oro.

En esta tesis, por un lado, se han optimizado dos protocolos para la
funcionalizacion de nanoparticulas de oro de tamafio 25 nm de manera satisfactoria.
Sin embargo, las nanoparticulas empleadas, aun siguiendo mismo protocolo de
sintesis, pueden ser mas o menos inestables. Esto hace que los niveles de pH, sal,
asi como la ratio de ADN usado puedan necesitar pequefios ajustes durante el

proceso.

Uno de los problemas encontrados durante el trabajo con nanoparticulas fue su
baja estabilidad. Asi, ante cambios bruscos del medio, o en presencia de otras
moléculas bioldgicas, se puede producir una agregacion de las nanoparticulas de
manera no especifica. Esto limita las condiciones del sistema a desarrollar. La idea de
aplicacion de este método de deteccion con nanoparticulas era su utilizacion
especialmente por usuarios de lentes de contacto. De tal manera que, en el caso de

existir contaminacion por la ameba en el estuche de las lentes, el sistema pudiese
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detectarlo. No obstante, las soluciones de mantenimiento, compuestas por sales,

provocarian la agregacion no especifica del sistema.

Con el sistema de deteccion colorimétrico, se obtuvo un LoD de 0.02 uM (1.12 x
10% copias) para la deteccion de A. castellanii a simple vista. Estos resultados
muestran una sensibilidad baja en la deteccion de la ameba. Hay que tener en cuenta
que bastaria con que existiese la presencia de una sola ameba para que pudiese

desarrollarse la queratitis por Acanthamoeba.

En la literatura cientifica, la mayoria de los estudios publicados que usan AuNPs
para el desarrollo de sensores colorimetros en la deteccion de ADN, utilizan métodos
de amplificacion para aumentar la sensibilidad del sistema, obteniendo asi, LoD
inferiores (367-370). La amplificacion asistida por mellado de endonucleasa (NEANA)
ha mostrado alcanzar LoD de 10 pM (371), 1 pM (372). Elumalai et al. (373)

encontraron que el uso de NEANA redujo el limite de deteccion de 100 nM a 8nM.

Sin embargo, en este trabajo no se utilizé ningin método de amplificacion de
acidos nucleicos para evitar afiadir complejidad al sistema. Existen algunos trabajos
que, al igual que en esta tesis, utilizan sistemas basados en AuNPs para la deteccion
colorimétrica del ADN de diferentes patégenos sin métodos de amplificacion (367-370,
373). Asi, Moitra et al. (335) obtuvieron un LoD de 0.18 ng/uL en la deteccion de Sars-
CoV en un tiempo de 10 minutos. Liandris et al. obtuvieron un LoD de 2 ng/uL en la
deteccion de Mycobacterium spp en un tiempo de 15 minutos (327). Estos resultados
muestran un tiempo de respuesta y LoD similares al LoD de 0.02 pyM (0.2693 ng/uL)
obtenido en este trabajo. Por otro lado, otros estudios han mostrado LoD mayores en
la deteccion E. coli (54 ng) y Salmonella spp. ( 5 x 108 CFU) en tiempos de 30 min

(328, 374).
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Algunos autores encontraron una mejora de la sensibilidad de los sistemas de
deteccidn con el uso de nanoparticulas de mayor tamafio (60nm) (364). Sin embargo,
nanoparticulas de tamafio mayor tienden a la agregacion probablemente por tener
fuerzas de Var der Waals mayores. Esto las hace mas inestables, dificultando los

procesos de funcionalizacién (375).

Actualmente, el principal método de deteccion de Acanthamoeba basado en la
deteccion de é&cidos nucleicos es la PCR. Esta técnica ha demostrado un buena
sensibilidad en la deteccion de ADN de Acanthamoeba. Thompson et al. (376)
informaron de un LoD de 11.3 copias de ADN /10 uL pudiendo detectar 0.7 quistes, y
2.3 trofozoitos por 10 L de la solucién de reaccion. Sin embargo, la técnica de PCR
requiere de equipos especiales y de personal cualificado y para obtener un diagnéstico
puede tardar de 1/2 a 5 dias si no se realiza en un centro especial 0 si se necesitan
cultivos previos. Por esta razén, no es la primera opcién para el diagnéstico de la

queratitis por Acanthamoeba (216, 217).

Aunque el sistema de deteccidon colorimétrico mediante AuNPs desarrollado
haya mostrado inicialmente una sensibilidad baja para lo requerido en la deteccion de
ameba, existen formas de mejora del sistema que anticipan resultados mas
prometedores. Asi, las AuNPs abren la posibilidad de desarrollo de un sistema de
deteccién de A. castellanii mas sencillo, barato y rapido que las técnicas actuales. En
este sentido, el sistema con AuNPs ofrece la posibilidad de detectar la presencia de
A. castellanii por parte de los profesionales de la visibn para un diagnéstico y
tratamiento rapido y adecuado de la QA y por parte de los usuarios de lentes de
contacto antes de que aparezcan los sintomas, evitando la infeccién o confirmando la

patologia.
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2. FASE 2. EFICACIA DE LOS SISTEMAS DE LIMPIEZA

Desde su aparicion, el uso de las lentes de contacto ha ido en aumento y sus
aplicaciones han ido evolucionando desde la compensacion Optica, lentes
terapéuticas, sistemas de liberacion de farmacos o como indicadores de la subida de
presion intraocular o de la glucosa en sangre (377-380). Las malas condiciones de
uso e higiene son el principal factor de riesgo que puede llevar al desarrollo de
queratitis por Acanthamoeba (350). En este sentido, las soluciones de limpieza y
mantenimiento juegan un papel fundamental en el mantenimiento de las lentes y en la
proteccion frente a diferentes microorganismos.

Por ello, el objetivo de esta segunda fase fue valorar la eficacia de diferentes
sistemas de limpieza de lentes de contacto utilizando como sistema de deteccién de
la presencia de Acanthamoeba, el método colorimétrico desarrollado con las
nanoparticulas de oro y la gPCR.

El método de deteccion con las nanoparticulas de oro en las muestras de las
lentes de contacto se utilizd6 primeramente en las muestras del control positivo. El
sistema de deteccion con AuNPs no detectd la presencia de ameba y no hubo ninguna
respuesta colorimétrica. Esto puede ser debido a que la carga de ameba presente en
la muestra estuviese por debajo del limite de deteccion del sistema. Sin embargo, la
concentracion estimada mediante nanodrop fue de 39.5 ng/uL, que entra dentro del
limite de deteccion colorimétrico estimado de 28 ng/uL. Las muestras se limpiaron del
buffer RLT mediante el protocolo de extraccion de &acidos nucleicos, pudiendo

perderse parte del material genético dificultando la deteccidn por las AUNPs.
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Las nanoparticulas de oro detectaron la presencia de A.castellanii en muestras
reales, pero no funcionaron en la deteccion con las muestras de lentes de contacto
contaminadas. Otra limitacion observada del sistema es que hay que provocar
previamente la lisis de la ameba para que se libere el material genético y asi pueda
interaccionar con las AuNPs provocando la agregacion de estas. Para ello, se utilizo
el buffer de lisis RLT. Sin embargo, dada también la sensibilidad de las AuNPs a las
condiciones del medio, el buffer RLT fue eliminado haciendo el protocolo de
purificacion de acidos nucleicos previo a la mezcla con las AuNPs.

Por otro lado, la deteccion de la presencia de ameba se hizo mediante la técnica
de PCR cuantitativa, que es el uUnico método de deteccibn molecular de
Acanthamoeba que actualmente se usa. La PCR se utiliza para el diagnostico
diferencial de las posibles queratitis por Acanthamoeba con una sensibilidad del 70-
88%. Las PCR cuantitativas realizadas ofrecen un limite de deteccion de 0.8 amebas
por cantidad total de muestra procesada. Thompson et al. (376) reportaron limites de
deteccién de 11.3 copias de ADN /10 pL siendo capaces de detectar 0.7 quistes, y 2.3
trofozoitos por 10 pL de reaccidén. Segun la literatura, el contenido de ADN en una

célula de ameba es de 1 a 2 picogramos (381-383).

En este estudio se realizaron PCR basadas en la deteccibn de ARN. La
deteccion del ARN nos indica la presencia de ameba viva en las muestras analizadas,
mientras que el ADN puede ser detectado tanto en ameba viva o muerta ya que tarda
mucho mas en degradarse que el ARN. Por ello, la deteccion de ARN nos da
resultados mas fiables a la hora de saber si una muestra puede ser potencialmente
peligrosa, ya que nos indica que la ameba es viable y por tanto puede tener efecto

patogeno. Los valores de Ct de referencia a partir de los cuales se considerd un
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resultado positivo o negativo de la presencia de ameba, se tomaron en funcién del
control negativo.

Lo resultados obtenidos de las qPCR sirven para valorar la eficacia de los
sistemas de limpieza / mantenimiento frente a A.castellanii. Acorde a los resultados,
esta eficacia puede variar segun diferentes factores. Asi, la discusion de los resultados
se realizo para los pasos previos de limpieza realizados (método 1, 2, 3 y 4); para
cada tipo de solucion de desinfeccion empleada, segun el tipo de material de la LC y
segun el tipo de gen analizado en gPCR.

Los estudios existentes sobre la eficacia de tratamientos de desinfeccion y
mantenimiento de las lentes de contacto analizan la presencia del patégeno realizando
cultivos y cuantificando mediante microscopia la reduccién del nimero de trofozoitos
y quistes observados antes y después del tratamiento. En este estudio, el uso de la
gPCR aporta una fiabilidad mayor a la hora de determinar la eficacia de los sistemas
de limpieza ya que la PCR es una técnica méas sensible a la presencia de la ameba.
Asi, las técnicas moleculares con alta sensibilidad pueden detectar un numero
reducido de amebas (menos de 1 ameba por microlitro) siendo mas sensibles que el

examen con microscopio para el diagndstico de Acanthamoeba (384-386).

2.1 METODOS DE LIMPIEZA PREVIOS

Previo al uso de las diferentes soluciones de limpieza /mantenimiento de las LC,
se siguieron diferentes métodos de limpieza para simular las condiciones de maxima

limpieza posible.

El uso de un limpiador (20% alcohol isopropilico) con su posterior aclarado

mostré mayor eficacia en la limpieza de ameba en comparacion con las LC que fueron
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previamente aclaradas solo. La mayor eficacia del uso del limpiador frente al aclarado
s6lo de las LC se observo principalmente cuando se uso la solucién Unica. Esto nos
indica que el uso de un limpiador como sistema de limpieza previo tiene mayor
efectividad que el aclarado sélo de las lentes. En la literatura cientifica existen estudios
gue respaldan la eficacia de las soluciones basadas en alcohol isopropilico 20% frente
a quistes de ameba (387, 388). Un factor importante a tener en cuenta es que el
limpiador se utilizo frotando las lentes de contacto en la palma de la mano mientras
gue el aclarado se realizo por inmersion de la lente, por lo que podria ser el frotado de
la LC lo que mejore esa eficacia. Asi, la combinacion del uso del alcohol isopropilo
junto con el frotado de la lente, incrementa la efectividad de limpieza frente
Acanthamoeba. El uso del limpiador con el aclarado posterior con solucion salina o
agua de grifo no mostro variaciones en la eficacia. Esto indica que todo el papel de
limpieza lo realiza el limpiador junto con el frotado y la solucién salina y el agua de

grifo no influyen en la eficacia.

Por otro lado, aunque el agua de grifo no esta aconsejada para la limpieza de las
LC, se quiso analizar de qué manera puede influir en la eficacia de las soluciones de
limpieza/ conservacion. Contrario al aclarado con agua de grifo se eligié la solucién
salina que si es recomendada por profesionales. El aclarado con agua de grifo
disminuyo la eficacia de limpieza frente a la solucion salina obteniendo mas
resultados positivos. Ademas, los valores de Ct mas altos obtenidos con solucion
salina indican una menor presencia de ameba y, por tanto, podria indicar una mayor
efectividad del uso de la solucion salina frente al agua de grifo. Esta diferencia entre
ambos aclarados es notable especialmente en las lentes que se trataron después con

la solucion unica y con la solucion de povidona yodada.
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Por otro lado, se quiso estudiar el efecto que del aclarado solo de las LC con
solucion salina sin realizar tratamientos posterior. Asi, este control, mostré un 100%
de resultados positivos. Esto indica que el proceso de aclarado con solucién salina no
tuvo influencia en la “limpieza” de ameba. Siguiendo esa linea de pensamiento,
entonces, la eficacia de limpieza obtenida para las LC que fueron aclaradas
previamente con solucion salina y tratadas después con las diferentes soluciones de

limpieza, se debe sélo a la solucion de limpieza usada y no al aclarado previo.

El analisis mediante qPCR del agua de grifo empleada mostré resultados
negativos de la presencia de Acanthamoeba. Estos resultados nos llevan a pensar
que la probabilidad de encontrar ameba en el agua del grifo era baja, aunque no son
del todo representativos ya que, que una muestra de agua no esté contaminada no
descarta la posibilidad de encontrar ameba en otra. Considerando los resultados
negativos obtenidos cabria esperar haber encontrado en el estudio resultados mas
similares entre al aclarado del agua de grifo frente al aclarado con salina. Estas
diferencias nos llevan a suponer varias ideas. Una explicacion puede ser que haya
habido alguna diferencia metodoldgica a la hora de hacer la limpieza, aunque se
siguiese mismo protocolo. Por otro lado, aunque el aclarado con solucién salina pueda
no tener efecto sobre la ameba, el uso del agua de grifo para aclarar las lentes parece
influir de manera negativa en la limpieza, obteniendo finalmente mayores resultados
positivos. Por altimo, las diferencias de resultados encontradas entre el uso de agua
grifo y la solucion salina para el aclarado de las lentes puede ser debido a que la
solucion salina estuviese provocando un choque osmoético que destruyese los
trofozoitos ayudando a su eliminacion, aunque en el control que se hizo de la solucion

salina no se mostrase este posible efecto.
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2.2 SOLUCIONES DE LIMPIEZA /| MANTENIMIENTO

En este apartado se discuten los resultados obtenidos con cada tipo de solucion

de limpieza / mantenimiento empleada.

e Solucidon unica

En este estudio, la solucion Unica fue eficaz en la eliminacion de A.castellanii
cuando se uso el limpiador para todas las LC y cuando se realiz6 el aclarado previo
con solucion salina para las LC de hidrogel de silicona y RPG. Esto se observa con
resultados sin diferencias estadisticamente significativas respecto al control negativo.
El uso de la solucion Unica con aclarado previo con agua de grifo mostrd su ineficacia

en la limpieza frente A.castellanii.

Sin embargo, que no existan diferencias significativas frente al control negativo
no significa que no haya algun resultado positivo de la presencia de ameba. Esto
tendria relevancia clinicamente ya que con que haya presencia de una ameba viable
podria provocar la queratitis por Acanthamoeba. En este sentido, sélo se obtuvo un
100% de eficacia con el uso del limpiador + aclarado con salina seguido por un 96%

para el uso de limpiador+ aclarado con agua de grifo.

El método de limpieza previo de las LC influyd de manera significativa en la
eficacia de limpieza de la solucion Unica. Asi, la eficacia fue mayor cuando las lentes
fueron tratadas previamente con limpiador frente al aclarado soélo. Entre el uso del
limpiador + aclarado con solucion salina y el uso de limpiador + aclarado con agua de
grifo no hubo diferencias significativas en su eficacia. Aunque se haya demostrado la

eficacia del alcohol isopropilico 20% (limpiador) frente ameba, también el frotado y
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aclarado de las lentes previo al uso de las soluciones Unicas ha demostrado aumentar
la eficacia frente al aclarado s6lo (389-393). Asi, la combinacidén de limpiador junto

con el correspondiente frotado muestra buenos resultados en la eficacia.

La eficacia de limpieza de la solucién Unica disminuyé significativamente con el
uso de agua de grifo para aclarar las LC en comparacién con el resto de los métodos,
obteniéndose un valor bajo de eficacia del 15%. Aunque el control realizado con el
agua de grifo no diese resultados positivos en presencia de ameba , su uso influye de
manera negativa. Por ello el uso del agua de grifo para aclarar, aunque se use la
solucién Unica después, estaria contraindicado. Por otro lado, el uso de la solucion
salina para aclarar mostré una mejor eficacia, del 83% respecto al uso del agua de
grifo. Sin embargo, mostré mas ineficacia que el uso de limpiador+ aclarado con agua
de grifo para las LC de hidrogel y el uso de limpiador+ aclarado con salina para las LC

de hidrogel e hidrogel de silicona.

La solucién empleada en este estudio esta compuesta por PHMB al 0.0001%,
agente antibacteriano en el que basan la mayoria de las soluciones (394). En la
literatura cientifica muchos estudios han encontrado una baja efectividad de estas
soluciones frente a Acanthamoeba (266, 267, 274, 275). Los resultados obtenidos,
llevan al planteamiento de si realmente la solucion “Unica” estd disefiada para
emplearse de manera Unica o0 es necesario apoyar la limpieza con otros tratamientos.
Los resultados de esta tesis llevan a la consideracion de que se necesita una limpieza
de las LC mas profunda, ya sea con el frotado de las LC o con el uso de un limpiador

para garantizar una mayor eficacia.

En comparacion con el resto de las soluciones empleadas en el estudio, la

solucién uUnica mostré una menor eficacia frente A.castellanii. Las soluciones Unicas
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(también conocidas como multipropdsito), estan creadas para que sirvan para la
limpieza y conservacion de las LC. El resto de las soluciones del estudio estdn mas
enfocadas en Ilimpieza de las LC usando compuestos mas agresivos a
concentraciones mayores como el peréxido de hidrégeno, el hipoclorito de sodio o la
povidona yodada. Esto nos lleva a la misma consideraciéon anterior, de que las
soluciones Unicas no sean suficientes para la limpieza de las LC y estén mas

enfocadas en su conservacion.

e Povidona Yodada (PY)

La povidona yodada se conoce por su capacidad antiséptica siendo empleada
en heridas y antes de procedimientos quirdrgicos incluida la cirugia ocular a una
concentracion del 5% para reducir el riesgo de endoftalmitis. En este estudio, la
solucion de PY fue 100% eficaz en la eliminacion de ameba con el uso de un limpiador
previo para todos los casos y con el aclarado previo con solucién salina para las LC
de hidrogel de silicona y RPG. Estadisticamente hablando, el uso de la PY con el
aclarado previo con agua de grifo sé6lo fue ineficaz en la eliminaciéon de A.castellanii
para las LC de hidrogel, por mostrar diferencias significativas frente al control negativo.
Sin embargo, que no haya diferencias significativas frente al control negativo para el
resto de las LC no significa que no haya presencia de algin resultado positivo y, por
tanto, de ameba. Esto tendria importancia clinica ya que puede provocar QA. Asi, solo
se encontrd una eficacia del 100% (resultados iguales al control negativo) para las LC

RPG.

Aunque se recomienda seguir las instrucciones de uso de los fabricantes y el uso

de agua de grifo para la limpieza de las LC ha sido asociado con casos de QA,
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Yamasaki et al. (291) encontraron que la eficacia de la solucion de povidona yodada
frente a trofozoitos de A.castellanii era la misma cuando se usaba el comprimido
desinfectante tanto con la solucién recomendada por el fabricante como con agua de
grifo. En la presente tesis, sin embargo, a pesar de no encontrar diferencias
significativas del aclarado de las LC con agua de grifo frente al control negativo para
las LC de hidrogel y RPG, si se observa una disminucién de la eficacia de
desinfeccién, por lo que el uso del agua de grifo previo al uso de PY no seria

recomendable. Aun asi, se obtuvieron valores de eficacia del 83%.

En la literatura cientifica, el uso de solucién de povidona yodada ha mostrado
su eficacia in vitro frente a quistes y trofozoitos de Acanthamoeba (291, 395). Asi, para
la misma concentracion de PY que este estudio, 0.05%, se ha demostrado una eficacia
en la eliminacién de trofozoitos del 90%, >99.9% y en la eliminacion de quistes del
85%, 90%-99.9% (291, 395). En esta tesis la eficacia de la solucién de PY fue del 98%
(100% con uso de limpiador) que se redujo al 83% con el aclarado con agua de grifo.
Un factor a tener en cuenta es que los estduios in vitro mencionados estan realizados
sin LC, pudiendo variar su eficacia con su uso en las LC. Asi, Walters et al (396)
encontraron que la buena eficacia mostrada por la solucién de PY en los experimentos
sin LC, se reducia drasticamente en los ensayos con diferentes tipos de LC. Por el
contrario, la solucion con peroxido de hidrogeno mostré misma eficacia en los ensayos
con y sin LC, siendo significativamente mayor que la PY en todos los casos. En la
presente tesis, el uso del peroxido de hidrogeno mostré mejor eficacia que la PY

cuando las LC fueron aclaradas previamente con agua de grifo.

Como conclusién el uso de la solucion de povidona yodada mostré una alta
eficacia frente A.castellanii siendo mayor que la solucién Unica, pero menor que la

solucién de peréxido de hidrégeno 3% y Progent. El uso de un limpiador previo
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asegura niveles de eficacia del 100% mientras que el aclarado sélo con agua de grifo

reduce la eficacia al 83%.

e Perb6xido de hidrogeno

En este estudio, se puede concluir, estadisticamente hablando, que la solucion
de perdéxido de hidrogeno al 3% fue eficaz frente A.castellanii al no mostrar diferencias
significativas frente al control negativo para ningun caso. Sin embargo, que no existan
diferencias significativas frente al control negativo no significa que no haya presencia
de algun resultado positivo. Esto tendria relevancia clinicamente ya que con que haya
presencia de una ameba podria provocar la queratitis por Acanthamoeba. En base a
ello, la solucién de peréxido de hidrégeno se comportd igual al control negativo
mostrando asi una eficacia del 100% frente A.castellanii para todas las LC excepto
para las lentes de hidrogel aclaradas previamente con agua de grifo que mostro
diferencias frente al control negativo (aunque no significativas), por lo que una eficacia

del 100% en este caso no se confirma.

La realizacidn de los tratamientos previos de limpieza con el uso de un limpiador
por un lado y con el aclarado sélo de las LC por otro, resulté en una eficacia del 100%
y el 98% respectivamente. En base a los valores de Ct, el aclarado con agua de grifo
mostré un disminucion de la capacidad de limpieza respecto al uso de limpiador para
las LC de hidrogel e hidrogel de silicona. Con el aclarado sélo con solucion salina se
obtuvo menor eficacia de limpieza que con el uso de limpiador+ aclarado con salina
para la LC de hidrogel de silicona. La eficacia de la solucion de peroxido de hidrogeno

no mostro diferencias entre aclarar las LC con solucion salina o con agua de grifo.
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Como conclusion, el uso de agua de grifo o solucion salina para aclarar las LC
antes del uso de la solucién de perdxido no cambia la eficacia del producto. Sin
embargo, el uso de un limpiador mejora la eficacia del peroxido de hidrogeno frente al
aclarado solo de las LC. A pesar de ello, la soluciéon de peroxido ha mostrado
garantizar una efectividad alta frente A.castellanii del 100% y el 98% que lleva a
pensar que el peroxido de hidrégeno tiene mucho poder desinfectante, siendo efectivo

por si sélo sin necesidad de tratamientos previos.

En las instrucciones de limpieza para el uso de las soluciones de peréxido de
hidrégeno no esté incluido el frotado y tratamiento de las lentes con otros productos
previamente. Sin embargo, un estudio realizado por Cho et al. (397) sefiala que el uso
de soluciones de peroxido de hidrégeno y povidona yodada sin un frotado previo con
limpiador no elimina los depdésitos persistentes de las lentes de contacto de
ortoqueratologia, por lo que podria ocurrir lo mismo en caso de adhesién de la ameba
a la superficie de la lente y ser la razon de esa pequefia diferencia de positivos entre

el uso del limpiador y el aclarado sélo de las LC.

En este estudio, la solucion de perdxido de hidrogeno (de un solo paso) empleada
utiliza un comprimido como catalizador y se recomienda dejar las LC con la solucion
de peroxido de hidrégeno un tiempo minimo de 2 horas antes de su uso. Otras
soluciones de perodxido de hidrégeno de un solo paso utilizan discos de platino como
catalizadores y recomiendan otros tiempos para el proceso de neutralizacion. Estas
diferencias en la metodologia pueden llevar a resultados diferentes entre soluciones.
En los sistemas de perdxido de un solo paso, el comprimido neutralizador se afiade al
mismo tiempo que la solucién, esto hace que el tiempo de exposicién al peroxido varie

segun el tiempo que tarde en neutralizar. Asi, cabe pensar que cuanto mas progresiva
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y larga en el tiempo sea la neutralizacion, mas exposicion al peréxido y por tanto mayor
eficacia. Segun la literatura cientifica la solucion de peroxido de hidrégeno ha
demostrado su efectividad frente a quistes de Acanthamoeba (T4) en un tiempo de
exposicion de 4 horas y 6 horas, aunque para trofozoitos, algunos concluyen que el
tiempo necesario es menor (150, 158, 267, 398-401). En este estudio un tiempo de
exposicion de 2 horas mostré buenos resultados de eficacia frente A.castellanii. La
gPCR empleada en este estudio para la valoracion de la eficacia, detecta la presencia
de material genético de ameba, por lo que no se puede distinguir la presencia de

quistes o trofozoitos.

La solucién de peréxido de hidrégeno mostré mayor eficacia frente A.castellanii que
la solucién Unica para todos los casos, resultados que son ampliamente respaldados
en la literatura cientifica (267, 274, 396). En comparacién con la solucion de povidona
yodada solo mostro tener mayor eficacia de limpieza cuando la PY se usé el agua de

grifo para el aclarado previo.

e Progent

El tratamiento con Progent, al igual que el peréxido de hidrogeno mostré una
eficacia practicamente del 100%. El uso del limpiador resulté en un 100% de eficacia
contra A.castellanii frente al 98% que se obtuvo con el aclarado previo de las LC. El
uso de un limpiador previo mostré mayor eficacia final en la limpieza frente A.
castellanii en comparacion con el aclarado solo de las LC son solucion salina para las
LC de hidrogel de silicona y RPG. Respecto al aclarado previo con agua de grifo, el

uso de limpiador mostré mayor eficacia en la limpieza de las LC de hidrogel de silicona.
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El uso de la solucion salina frente al agua de grifo para aclarar las lentes disminuyo la

eficacia del sistema de limpieza frente A.castellanii para las LC de RPG.

El hipoclorito de sodio, componente activo del Progent, est4 indicado para la
limpieza de proteinas de lentes RPG por ello, hay pocos estudios en relacion con su
eficacia frente a Acanthamoeba. En linea con lo resultados obtenidos, Coulon et al.
(402) demostraron que el hipoclorito de sodio al 2.5% logro la eliminaciéon completa
de varias cepas de A. castellanii y A.polyphaga. Otro estudio in vitro de Vaerewijck et
al.(403) encontraron que alrededor del 85% de los trofozoitos de A. polyphaga fueron
dafiados tras el contacto con hipoclorito de sodio de 50 mg de cloro/ litro durante 15

minutos.

En conclusion, en este estudio, la solucion de Progent se comporté igual al
control negativo mostrando asi su eficacia frente A.castellanii para todos los casos.
Soélo para las lentes de hidrogel aclaradas previamente con agua de grifo se obtuvieron
diferencias frente al control negativo, por lo que su eficacia del 100% en este caso no
se confirma. La eficacia del tratamiento de las LC con Progent no se ve influida por el

aclarado con de agua de grifo o solucién salina o el uso de limpiadores previos.

e Clorhexidina

El uso de clorhexidina 0.02% mostré una eficacia en la limpieza de ameba del
54% y 31% para el gen hsp70 y TPBF respectivamente. Actualmente, la clorhexidina
en concentraciones de 0.02% se emplea para el tratamiento de la queratitis amebiana
por lo que cabria esperar que los resultados de eficacia obtenidos en este trabajo

hubiesen sido mejores.
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En este estudio, las LC contaminadas con A.castellanii se dejaron 24 horas con
la solucion de clorhexidina 0.02%. Sin embargo, la literatura cientifica muestra que la
eficacia in vitro de la clorhexidina 0.02% frente A.castellanii aumenta con el tiempo.
Kadry et al.(404) encontraron una eficacia del 59% a las 24 h llegando al 76.3% a las
72 horas. Por otro lado, Padzik et al. (405) encontraron valores de eficacia menores,
siendo del 16% a las 24 h y aumentando hasta un 60.4% a las 96 horas, momento en
el que la eficacia frente a la ameba empezé a ser significativa. Ademas, también
encontraron gue la solucién de povidona yodada al 0.5% mostrd una eficacia mayory
mas rapida en el tiempo que la clorhexidina. En la presente tesis, los resultados de
eficacia obtenidos del 53% y 31% llaman la atencion al ser comparados con los
obtenidos con el resto de las soluciones de tratamiento cuya eficacia, en términos
generales, fue mayor. Sin embargo, estos resultados estan en la linea con los
obtenidos en la literatura, y nos lleva a concluir, ademas, que si las LC se hubiesen

dejado un tiempo mayor de 24 horas la eficacia obtenida hubiera sido mejor.

Por otro lado, en cuanto al uso de la clorhexidina 0.02% in vivo, muchos estudios
concluyen que su uso en monoterapia de la QA es insuficiente y su eficacia es mayor
cuando se usa en combinacién con otros agentes (238, 406). Esto también nos puede
llevar a interpretar que realmente la eficacia de la clorhexidina por si sola no es del
100% como se puede llegar a pensar y los resultados de eficacia obtenidos en este
estudio se ajustan mas a la realidad. Asi, su uso como control negativo en estudios
comparativos no representaria una eficacia del 100%, pudiendo sobreestimar

entonces la eficacia de otros tratamientos que se comparen.
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2.3 MATERIAL DE LA LENTE DE CONTACTO

En los resultados obtenidos de la PCR cuantitativa se encontraron algunas
diferencias entre el tipo de material de las lentes. Entre los materiales de lentes
usados, las lentes RPG fueron las que mostraron menor porcentaje de resultados
positivos. Solo se obtuvieron valores positivos en las lentes RPG que fueron aclaradas
previamente con agua de grifo y conservadas en solucién Gnica multipropdsito y
povidona yodada. En el caso de la solucion Unica, del 85% de resultados positivos
obtenidos, so6lo el 19% estuvo asociado a las lentes RPG y el 66% restante a las lentes
de contacto blandas. Con la solucién de povidona yodada, del 19% positivos obtenidos
so6lo el 2% fue debido a las lentes RPG. Observando lo valores de Ct obtenidos al
hacer PCR, las lentes RPG mostraron valores mas elevados en comparacion con los
otros materiales para todos los casos lo que indica que la presencia de A.castellanii
era menor. Esto puede ser debido, por un lado, a una buena efectividad de las
soluciones de tratamiento que disminuyese la cantidad de ameba y por otro lado,
también puede indicar que la ameba se adhiere mejor a las lentes blandas que al
material RPG. Estudios previos confirman que Acanthamoeba tiene mayor afinidad
por materiales de mayor contenido en agua (142, 144, 145). Asi, el uso de lentes de
contacto RPG parece conllevar menor riesgo de queratitis microbiana en comparacion
con el uso de lentes de hidrogel o de hidrogel de silicona (407). A pesar de ello, una
de las preocupaciones asociadas al uso de las lentes RPG especialmente en usuarios
de ortoqueratologia, sigue siendo el riesgo de queratitis amebiana. Una de las posibles
explicaciones es que las lentes de ortoqueratologia ejercen una presion en el epitelio
corneal provocando un adelgazamiento que altera su funcién de barrera e incrementa
la probabilidad de infiltracion corneal patogena (408, 409). Por otro lado, la tincion

corneal es el efecto adverso mas comun en los usuarios de ortoqueratologia (410,
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411) pudiendo estar relacionado con esa alteracion de la funcién barrera de la cérnea,
aungue no hay estudios al respecto. Por el contrario, en un estudio realizado por Yeh
et al.(412) no se encontrg alteracion de la permeabilidad epitelial tras 30 dias de uso

de las lentes de ortoqueratologia.

Otro posible factor de riesgo puede estar relacionado son los malos hébitos de
higiene de las lentes RPG. Li et al. (413) encontraron que aproximadamente el 87.8%
de los pacientes que utilizaban lentes de ortoqueratologia en ese estudio aclaraban
sus lentes con agua del grifo. Ya sea por comodidad, por decisién propia o por malos
consejos de limpieza recibidos, los usuarios de lentes RPG son méas propensos que
los usuarios de lentes blandas a usar agua de grifo para aclarar o guardar las lentes
y sigue considerandose uno de los factores de riesgo mas comunes para el desarrollo
de la QA (135, 414). Algunos sistemas de limpieza de las lentes de contacto RPG han
incluido alguna vez en sus indicaciones el uso de agua del grifo para eliminar el
limpiador de lentes (415) por lo que no es de extrafiar que los usuarios de lentes RPG

aclaren sus lentes con agua de grifo.

Entre las lentes de contacto blandas utilizadas en este estudio, los valores de Ct,
asi como el porcentaje de positivos y negativos obtenidos, fueron similares. Asi, no se
encontraron diferencias de limpieza entre los dos materiales para cada tratamiento.
Estudios previos han mostrado una mayor adhesion de Acanthamoeba a las lentes de
hidrogel de silicona de primera generacion en comparacion con las lentes de hidrogel
(HEMA) o con las lentes de hidrogel de silicona de segunda o tercera generaciéon (152,
153). Esto parece estar relacionado con las caracteristicas de la superficie. Las lentes
de hidrogel de silicona tienen un tratamiento superficial con plasma para reducir su
hidrofobicidad. Ademas, entre las lentes de hidrogel de silicona, las de primera

generacion tienen una superficie mas rugosa que permite la fijacion de los trofozoitos
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en comparacion con las de segunda y tercera generacion que tienen una superficie
relativamente lisa (149) (151, 416). En este estudio se us6 el material Comfilcon A
como hidrogel de silicona, considerado de tercera generacién y Ocufilcon D como
hidrogel convencional. Giraldez et al. (416, 417) observaron mediante microscopia de
fuerza atomica que el material Comfilcon A presenta una superficie de lente mas lisa
gue las de segunda generacion y que lentes de hidrogel Ocufilcon B. En base a esto,
cabria esperar que inicialmente la ameba se uniese mas al material de Ocufilcon D y
por tanto los valores de Ct obtenidos fuesen mas bajos en comparacion con las lentes
de hidrogel de silicona Comfilcon A, sin embargo, en este estudio no se obtuvieron

diferencias significativas entre ambos materiales.

2.4 TIPO DE GEN USADO EN LA gPCR

Ambos genes han mostrado ser validos para deteccion de Acanthamoeba,
aungque muestran diferencias en su sensibilidad. Asi, el gen hsp70 mostré6 mayor
sensibilidad obteniendo mas variabilidad de resultados frente al TPBF que dio muchos
mas valores indeterminados. Por otro lado, el gen hsp70 también dio lugar a mas

falsos positivos observados en el control negativo realizado.

Si observamos los resultados de la PCR cuantitativa segun el tipo de gen analizado,
se obtuvo, en general, mayor porcentaje de positivos para el gen hsp70 comparado
con el TPBF. Abedkhojasteh et al. (418) encontraron una sobreexpresion del gen
hsp70 en los trofozoitos. En base a esto, en los casos donde hubo mas positivos para
el gen hsp70 comparado con TPBF podria ser debido a una presencia mayor inicial

de Acanthamoeba en estado de trofozoito.
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A continuaciéon, de manera resumida se comentan algunas consideraciones
generales a tener en cuenta a la hora de comparar los resultados obtenidos entre

estudios existentes.

Aunque existen numerosos estudios para evaluar la eficacia frente
Acanthamoeba de diferentes soluciones desinfectantes de LC, la variedad en la
metodologia dificulta la comparacién entre ellos y puede llevar, en algunas ocasiones
a conclusiones contradictorias. Esto es debido a que no hay un protocolo
estandarizado para evaluar la eficacia de los productos de limpieza / mantenimiento
de las LC frente a Acanthamoeba. Actualmente, existe la norma la norma ISO 14729,
que unifica el método de valoracion e interpretacion de la eficacia de los productos de
desinfeccion de las LC sin usar en los experimentos ni LC ni estuches (419) y la norma
ISO 18259 (420) para la metodologia con LC. Sin embargo, las directrices de estas
normas exigen que se realicen pruebas de eficacia de los productos contra
microrganismos especificos, pero no incluyen Acanthamoeba. Por otro lado, existe la
norma ISO 19045:2015 que especifica un método para evaluar el potencial de los
productos de desinfeccion de LC para inducir enquistamiento de las especies de
Acanthamoeba.

Por ello, dada la falta de un protocolo estandar, a continuacién, se comentan
algunos factores que influyen en la obtencion de diferentes conclusiones y que
conviene tener en cuenta. Primero, el tipo de cepa de Acanthamoeba utilizada, ya que
segun su virulencia puede ser mas 0 menos resistente a la solucion de limpieza. La
presencia de quistes o trofozoitos en la muestra, aunque la mayoria de los estudios,
sabiendo que los quistes son mas resistentes que los trofozoitos, analizan los
resultados por separado, el grado de madurez de los quistes también influye en el

proceso de eliminacion. En este estudio, se detecto la presencia de material genético
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de la ameba mediante qPCR, por ello, no podemos confirmar si la presencia de ameba
se debe a la existencia de quistes o trofozoitos.

Las diferencias en las metodologias entre estudios, como la realizacion de los
experimentos con LC o sin ellas, o el uso de distintos métodos para valorar la eficacia
de las soluciones. Los métodos mas usados para valorar la eficacia de limpieza son
la realizacion de cultivo y el contaje de células viables. La norma ISO 14729 establece
gue las concentraciones iniciales de bacterias y hongos tras el uso de la solucién de
limpieza estudiada deben reducirse como minimo un 99.9% y un 90%
respectivamente, por lo que algunos estudios toman esos valores como referencia
para Acanthamoeba también. En este estudio, mostraron una eficacia entre el 98%-
100% la solucion Progent, Povidona y Perédxido de Hidrogeno. La solucion Unica sélo

entra en ese rango de eficacia (96%) con el uso del limpiador previo.
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3. LIMITACIONES Y PERSPECTIVA DE FUTURO

Como se ha comentado alo largo de la tesis, la principal limitacion de este trabajo
se ha encontrado en la creacion del sistema de deteccion con las nanoparticulas de
oro. La inestabilidad de las nanoparticulas de oro hizo que su funcionalizacién y
posterior deteccion del target requiriese de mucho tiempo. En base a esto y dada la
sensibilidad del sistema resultante hace que se planteen futuros cambios en el
desarrollo de este sistema. Uno de los estudios que se plantean es la utilizacién de
métodos de amplificacion de la sefial, como el uso de la enzima endonucleasa, para
la disminucién del limite de deteccion. En este estudio no se usaron métodos de
amplificacion principalmente con el objetivo de desarrollar un sistema de deteccion lo
mas sencillo posible. También se podria valorar cambiar el sistema de deteccién en

solucién por hibridacién en superficie para crear un ensayo en formato de flujo lateral.

En cuanto al estudio de la eficacia frente A.castellanii de las soluciones de
limpieza, la metodologia se ha disefiado simulando las mejores condiciones de
limpieza. Sin embargo, la realidad es que no todos los usuarios de LC frotan las LC, o
las aclaran previamente, por lo que otras condiciones de limpieza también podrian
haberse incluido.

Otra via de investigacion abierta es la posible creaciéon de otro sistema para
deteccibn de Pseudomona Aeuruginosa principal causante de las queratitis

bacterianas.
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CONCLUSIONES

1. En la presente tesis se ha desarrollado un método para la deteccion de
Acanthamoeba mediante el uso de nanoparticulas de oro. Esta estrategia detecta
de forma especifica A. castellanii mediante una respuesta colorimétrica visible en
pocos minutos. Asi se ofrece un método alternativo a las técnicas actuales para la

deteccion de manera sencilla y rapida.

1.1.El analisis del cambio de color mediante las coordenadas RGB reduce el LoD

2.22 veces, permitiendo la deteccion de cantidades menores de A.castellanii.

2. Elsistema de deteccién con AuNPs desarrollado no detecto la presencia de ameba
tras el uso de sistemas de limpieza de LC frente a la realizacion de la PCR

cuantitativa.

3. Dada la inestabilidad de las nanoparticulas de oro y el LoD alto conseguido se
limita su aplicacién a nivel practico siendo necesaria la busqueda de estrategias

de mejora del sistema.

4. Las sondas disefladas en el estudio son validas para la deteccion de
Acanthamoeba. De este modo, la gPCR para la deteccion de ARN de A.castellanii
a diferencia de las PCR tradicionales de detecciéon de ADN, ofrecen un método
mas fiable para valorar si una muestra contiene A.castellanii viable y por tanto ser

potencialmente patogena.
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5. La valoracion de la eficacia de los sistemas de limpieza / mantenimiento de las
lentes de contacto mediante gPCR ofrece valores mas fiables que los métodos de

microscopia empleados actualmente.

6. Todas las soluciones de limpieza/ mantenimiento empleadas en el estudio

mostraron tener algun tipo de efecto frente Acanthamoeba.

6.1.La solucién anica-multipropésito mostré menos eficacia que la solucién de
peréxido de hidrogeno 3%, Progent y Povidona yodada.
6.2.El uso de un limpiador como tratamiento previo de limpieza mejora la eficacia

frente A.castellanii especialmente de la solucién Unica-multipropdsito.
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CONCLUSIONS

1. A new method for Acanthamoeba detection using gold nanoparticles was
developed in this thesis. This strategy is specific to detect A. castellanii using a
visible colorimetric response in a few minutes, providing an easy and fast method

comparing with the current techniques.

1.1. The analysis of RGB coordinates, decreases the limit of detection 2.22-fold

allowing to detect lower A.castellanii concentrations.

2. Unlike to the quantitative PCR technique, the AuNPs-based method did not detect

amoeba after the use of contact lenses disinfection products.

3. According to the high LoD achieved by the method and the instability of the gold
nanoparticles, the clinical application of the system is limited, being necessary to

study more strategies to improve the system.

4. The designed probes are applicable for Acanthamoeba detection. Thus, qPCR
based on A.castellanii RNA detection provides a more reliable technique to detect

viable in a sample in compare with the traditional PCR technique for DNA detection.

5. The assessment of the efficacy in the cleaning/maintenance systems for contact
lenses by qPCR provides more accurate results than currently used microscopy

methods.

6. All the cleaning solutions analized in this study, all the cleaning solutions showed

some effect against A.castellanii.
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6.1. The multi-purpose solution showed less efficacy than the 3% hydrogen

peroxide solution, Progent, and Povidone-iodine solutions.

6.2. A cleaning step before the use of other disinfectant solutions improves the

cleaning of contact lenses, especially when the multi-purpose solution is used.
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