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1. Resumen

La leishmaniasis es una enfermedad que causa un millén de nuevos casos al afio, la
mayoria de ellos asintomaticos. El diagnostico precoz de esta enfermedad es esencial
para poder controlar la enfermedad y evitar su propagacion. Para ello, se usan los
métodos convencionales. Sin embargo, estos métodos presentan una serie de
limitaciones que son incompatibles con el objetivo de controlar la enfermedad. Por
tanto, ante la necesidad de mejorar en el diagnostico de la leishmaniasis ha surgido el
diagnostico basado en nanoparticulas. Los métodos de nanodiagndstico se presentan
como un método revolucionario dispuesto a dejar atras las limitaciones del
diagnostico convencional.

En este trabajo se recoge una revision bibliografica de los avances producidos en los
nanodiagnosticos, cuales son las nanoparticulas utilizadas, que métodos se estan
desarrollando en la actualidad, en que consisten los diferentes métodos y cuéles de
ellos se pueden aplicar en la préactica clinica. Para ello se han descrito una serie de
criterios que debe cumplir un método de nanodiagnéstico para ser aplicado al

diagnostico de campo, en lugares donde el nivel de pobreza es extremo.

2. Abstract

Leishmaniasis is a disease that causes one million new cases per year, most of them
asymptomatic. Early diagnosis of the disease is essential in order to control the
disease and prevent its spread. Conventional methods are used for this purpose.
However, these methods have a number of limitations that are incompatible with the
objective of controlling the disease. Therefore, in response to the need to improve the
diagnosis of leishmaniasis, nanoparticle-based diagnostics have emerged.
Nanodiagnostic methods are presented as a revolutionary method ready to leave
behind the limitations of conventional diagnosis.

This work includes a bibliographic review of the advances in nanodiagnostics, which
nanoparticles are used, which methods are currently being developed, what the
different methods consist of and which of them can be applied in clinical practice. To
this end, a series of criteria have been described that a nanodiagnostic method must
meet in order to be applied to field diagnostics in places where the level of poverty is

extreme.
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3. Introduccién

El nanodiagndstico es una técnica novedosa, que surge de la necesidad de obtener
diagndsticos mas sensibles, rapidos y econémicos. Consiste en el uso de nanoparticulas
asociadas a una sonda que van a ser capaces de detectar cantidades muy pequefias del
paréasito. Esto se consigue mediante la union de la sonda a la molécula diana, generandose
una sefial detectable. Este método de diagndstico surgio de la union entre la nanomedicina
y la nanotecnologia, lo que ha permitido ir un paso mas alla en el diagnostico de las

enfermedades infecciosas [1,3].

La leishmaniasis es una enfermedad que afecta principalmente a las areas mas pobres del
planeta, donde las condiciones higiénico-sanitarias no son buenas para poder mantener
una vida saludable. Est4 causada por parasitos protozoos y hay méas de 20 especies
diferentes que pueden afectar a humanos [2]. Se transmite por la picadura de hembras
fleb6tomos que estén infectadas. Aproximadamente cada afio se producen un millén de

nuevos casos de leishmaniasis, de los cuales la mayoria seran asintomaticos [2].

El diagnostico de la leishmaniasis (Tabla 1) presenta numerosas limitaciones, que

dificultan las estrategias de control de la enfermedad a nivel global [4]:

Un alto porcentaje de personas infectadas en las zonas endémicas son asintomaticas,

lo que contribuye a propagar la infeccion y mantener el patégeno.

Las técnicas actuales requieren experiencia del profesional para llevar a cabo las

pruebas parasitoldgicas y su correcta lectura.

- La toma de muestras para realizar el diagndstico mediante algunas técnicas es
complicada e invasiva por lo que requiere un buen equipamiento y un personal
cualificado para ello, ademas de un malestar significativo en el paciente.

- La mayoria de las técnicas actuales presenta alta especificidad, pero su sensibilidad
sigue siendo baja.

- Senecesitan infraestructuras y material para poder realizar las técnicas apropiadas, lo
cual requiere una gran inversion.

- Ciertas técnicas no tienen una estandarizacion y seguridad adecuadas para aplicarse.

- Se pueden presentar reacciones cruzadas con otras enfermedades como la enfermedad
de Chagas, producida por T.cruzi.

- Algunas de las técnicas actuales no permiten diferenciar una infeccion reciente de una

persona ya curada.
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Tabla 1. Resumen de los métodos méas usados en el diagnoéstico de la leishmaniasis

visceral.
Técnica Obijetivo EyS Ventajas Inconvenientes Referencia
Experiencia  del
Observacion La profesional.
parasitos E: alta visualizacion | Toma de muestras
Diagnoéstico | amastigotes | S: 60- | del  parasito | complicada e | [4,5]
microscopico | en biopsia o | 85% certifica la | invasiva.
aspirado de infeccion por | Baja parasitemia,
bazo 0 Leishmania parasitos
medula dsea intracelulares.
[6,7,8,9]
Util en
E: 47- | pacientes Baja sensibilidad
KAtex. Deteccién en | 95% inmunodeprim | en pacientes
Deteccién de | suero de un|S: 82- | idos. inmunocompetent
antigeno en | antigeno 100% Buen valor | es.
orina. estable al pronostico, Dificultad  para
calor Inmuno | antigenos no se | diferenciar entre
deprimi | detectan tras el | negativos y
dos, S: | tratamiento. positivos con baja
100% vy | Deteccién en | carga.
E: 96% | fases
temprana.
[4,10,11,
Deteccion de | Habilidad y | 12]
anticuerpos en | experiencia
etapa profesional.
Deteccién en | S:  87- | temprana. Laboratorio
suero de | 100% Anticuerpos equipado.
IFI anticuerpos E: 77- | indetectables Muy costosa.
1gG 100% 6-9 meses
después de la
curacion.

E: especificidad. S: sensibilidad




Tabla 1. Continuacion
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Técnica Objetivo EyS Ventajas Inconvenientes | Referencia
Test Deteccién de | E: 97% | Facil Requiere un largo
aglutinaciéon | anticuerpos S:95% | aplicacion. | tiempo de | [13,14,15)]
directa. en suero Prueba incubacion.

usando serolégica Limitada en
promastigotes de eleccion | regiones endémicas,
de cultivo. para aplicar | positivos hasta 5
en campo. afos después de la
curacion
rk39 Aplicable Diferentes [16, 17,18,
E: para resultados segin el | 19]
79-89% | estudios a | antigeno usado.
S: granescala. | No aplicable en
Detecciénde | 75-98% | El rk39 | regiones endémicas.
anticuerpos CSA permite Requiere
ELISA usando E: seguir a | experiencia
diferentes 84-95% | pacientes en | profesional y
antigenos S: tratamiento | equipo adecuado.
80- y
100% diagnostico
Fucosa- | de recaidas.
manosa
E:96%
S:100%
Deteccion de | PCR Cuantifica No presenta un | [4, 20]
Ensayos ADN del | S:70- la carga | protocolo
moleculares | pardsito  en | 100% parasitaria. | estandarizado para
(PCR, muestras  de Seguimiento | aplicarse a gran
gPCR) sangre, bazo o QPCR del paciente. | escala. No
médula. E: 98% diferencia entre
s 90- parasito vivo 0
100% muerto

E: especificidad, S: sensibilidad
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4. Objetivos

Las técnicas actuales para el diagnostico de la leishmaniasis se encuentran limitadas tanto
para diagnosticar como para controlar la propagacion de la enfermedad. Debido a esta
limitacién y a la gran incidencia de la enfermedad se han buscado nuevas técnicas de

diagndstico. Por ello, el trabajo plantea los siguientes objetivos:

- describir los avances que se han producido en el campo de la nanotecnologia aplicada
al diagnéstico de la leishmaniasis.

- analizar la posible aplicacion a la préactica clinica de estos métodos.

5. Material y métodos

Para la realizacion del trabajo se ha realizado una busqueda en la base de datos Pubmed
que pertenece al centro nacional de informacion biotecnoldgica (NCBI) utilizando para
ello palabras clave como nanodiagnostic, leishmania, nanodiagnostic in infectous

diseases, nanomedicine, nanoparticles, point of care, diagnostic of leishmania.

La bdsqueda se ha realizado desde el dia 10 de mayo de 2021 hasta el dia 27 de junio de
2021. Para realizar la basqueda sobre los métodos de nanodiagnostico se filtro
informacion de los ultimos 10 afios con el fin de trabajar con la informacidén mas reciente

y actualizada.

6. Resultados

6.1. Nanoparticulas y métodos nanodiagnosticos para el diagnéstico de la leishmaniasis

En el nanodiagndstico de Leishmania se utilizan diferentes nanoparticulas unidas a
una sonda con el fin de detectar una molécula diana. Estas sondas van conectadas a
la nanoparticula. Las sondas pueden ser de ADN, ARN o proteinas [3]. Las
nanoparticulas mas usadas se muestran en la figura 1 [3]. Estas nanoparticulas van
a ofrecer un diagnostico rapido, rentable, sensible, especifico y sin necesidad de
realizar un cultivo. Esto se debe a las propiedades Unicas de las nanoparticulas y a
su tamafio, lo que les permite interactuar con mayor facilidad con las moléculas

biolégicas [6].
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Figura 1. Nanoparticulas utilizadas en el nanodiagnostico entre las que se incluye los liposomas,
nanoemulsiones, niosomas, cocleados lipidicos, nanodiscos, nanoparticulas lipidicas solidas,
nanoparticulas poliméricas, polimeros polisacaridos, micelas poliméricas y quantum dots (puntos
cuanticos) [3].

Los métodos de nanodiagnéstico mas utilizados para Leishmania son los
nanodiagnosticos basados en ADN, los basados en ARN y los basados en proteinas.
Todos ellos tienen como objetivo detectar el parasito gracias a la unién entre la sonda y

la molécula diana [3].

a) Nanodiagnoéstico basado en ADN

El nanodiagnostico mediante biosensor de flujo lateral empleando nanoparticulas de
oro, se desarrolld con un sensor que estaba basado en ADN con el objetivo de detectar
e identificar ADN del parasito Leishmania (Tabla 2). El biosensor era capaz de detectar
el ADN del parasito en concentraciones muy pequefias con un limite de deteccion de
100 fmol de ADN diana, lo que correspondia a 3 parasitos/uL. de muestra, lo que le

confiere una alta sensibilidad [21].
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Tabla 2. Biosensor de flujo lateral para la deteccion de ADN de L. infantum.

Para realizar esta técnica se utilizaron nanoparticulas de
oro y ADN de L. infantum amplificado mediante PCR.
Las muestras se recolectaron de perros sanos y perros
sintométicos y asintomaticos. Por un lado, las
nanoparticulas se conjugan con una sonda de
oligonucleétidos y por otro lado el ADN amplificado se
conjuga con biotina. Posteriormente se desnaturaliza el
ADN vy se hibrida con una sonda de oligonucleétidos
especifica, formandose el complejo biotina-ADN-
oligonucleo6tido. Luego, se afiaden las nanoparticulas de
oro conjugadas con oligonucleétidos y el complejo [21]
biotina-ADN-oligonucle6tido en la almohadilla de
conjugado.

Una vez realizado este paso, se introduce el biosensor
de flujo lateral (Figura 2) en la solucion reveladora y
comienza a correr por capilaridad a lo largo del sensor.
Cuando llega a la almohadilla de conjugacion, se
produce el arrastre de las nanoparticulas y del ADN
forméandose una hibridacién entre ambos. Cuando dicha
hibridacion llega a la zona de prueba, se une a la
estreptavidina fijada, gracias a la biotina, por la cual
presenta una gran afinidad. Esto produce una linea roja
debido a la acumulacion de nanoparticulas de oro. Las
nanoparticulas  restantes siguen avanzando por
capilaridad hasta encontrarse con una sonda de
oligonucleétidos complementaria en la zona control,
generandose una segunda linea roja que confirma el
correcto funcionamiento de la prueba.
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Figura 2. Principio del biosensor de flujo lateral basado en nanoparticulas de oro para la deteccion de
productos de amplificacion de Leishmania. Estd compuesto por: IP: almohadilla de inmersién; CP:
almohadilla de conjugacién; M: membrana de diagnostico; AP: almohadilla absorbente. La
estreptavidina se ha inmovilizado en la zona de prueba (TZ) y el oligonuclettido poli (dA) se ha
inmovilizado en la zona de control (CZ) de la membrana de diagndstico de los biosensores. El hibrido de
muestra consta del analito diana (producto de PCR), marcado con biotina (B) y una sonda de
oligonucledtidos con cola de poli (dA) hibridado.. La muestra se aplica en la almohadilla de conjugacién
junto a nanoparticulas de oro funcionalizadas con poli (dT) (NP de Au). El biosensor se sumerge en la
solucidn de revelado, la muestra y las nanoparticulas se capturan en la zona de prueba, dando una linea roja
caracteristica como sefial positiva. El exceso de nanoparticulas se une a la zona de control.[21]

En la siguiente técnica de nanodiagnostico se utilizé6 como nanoparticulas quantum dots
(puntos cuanticos) de ferrita magnética de cobalto y zinc, cuya principal finalidad era la
deteccion de L.major usando para ello una sonda de ADN monocatenario (Tabla 3). Esta
técnica tiene la capacidad de detectar cantidades muy pequefias de ADN del parasito, con
un limite de deteccién de 1,80 x 10 ~'* ng /uLL dando como resultado una alta sensibilidad
y especificidad. [22]
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Tabla 3. Deteccion de ADN de L. major usando quantum dots de ferrita de cobalto y

zinc.

En esta técnica se utilizaron quantum dots de ferrita de
cobalto y zinc, que presentan una ventaja muy
importante ya que son capaces de inmovilizar el ADN
diana y actuar como un genosensor electroquimico.
Estas nanoparticulas inmovilizan el ADN diana y
posteriormente se afiade la sonda de ADN
monocatenario produciéndose la hibridacion. Dicha
hibridaciobn se detecta gracias al cambio
electroquimico producido.

[22]

En otro estudio de nanodiagndstico se utilizé nanoparticulas de oro conjugadas con una

sonda de oligonucle6tidos como sensor para detectar ADN de L. donovani de una manera

rapida, sencilla y que se puede interpretar a simple vista (Tabla 4). Este método cuenta

con una alta sensibilidad y especificidad [23].

Tabla 4. Deteccion de ADN kinetoplasto de L. donovani.

Esta técnica permite detectar la presencia de un fragmento
de ADN kinetoplasto especifico de L. donovani. EI ADN
se ha amplificado mediante PCR. Las nanoparticulas de
oro han sido sometidas a una coloracion roja y luego se
conjugan con una sonda de oligonucleotidos especifica.
Una vez producida la hibridacién entre ambos fragmentos
de ADN complementarios, se afiade NaCl, de manera que
las nanoparticulas se agregan formando un color azul, lo
que nos indica la hibridacion y la presencia del fragmento
de ADN de L. donovani. En ausencia de ADN del parasito,
no se produce la hibridacién, por lo que se mantiene el
color rojo (Figura 3).

[23]
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Figura 3. Deteccion de ADN de L. donovani utilizando ADN amplificado, nanoparticulas de oro, y una
sonda de oligonucledtidos. En presencia de ADN del parasito, se produce la hibridacién con la sonda de
oligonucledtidos. Posteriormente se afiade sal, lo que permite la agregacion de las nanoparticulas de oro y
la formacion de un color azul. En ausencia de hibridacién, al afiadir sal no se produce la agregacién de las
nanoparticulas, lo que mantiene un color rojo, indicando la ausencia de ADN de L. donovani.[23]

La siguiente técnica de nanodiagnostico incorporé 4 sondas de oligonucleotidos
conjugadas con las nanoparticulas de oro. EI ADN del kinetoplasto de Leishmania es
muy particular ya que estd compuesto por maxi circulos y mini circulos. Estas
nanoparticulas conjugadas permitian detectar el ADN del mini circulo del kinetoplasto
de Leishmania, con la particularidad de que no es una técnica de amplificacion, sino que
se considera una técnica Unicamente de deteccion (Tabla 5). Los resultados obtenidos
fueron esperanzadores ya que mostraron una sensibilidad y especificidad alta, 92% y

100% respectivamente. El limite de deteccion para esta técnica fue de 11,5 ng/ ul [24]

Tabla 5. Deteccién de ADN de L. infantum sin amplificacion por PCR.

En esta técnica se usaron 4 sondas de oligonucleotidos que
se conjugaron con las nanoparticulas de oro. En presencia
de ADN de L. infantum se produce la hibridacién de las
hebras de ADN. Posteriormente se afiade HCL (Figura 4).
En ausencia de ADN diana y debido a un ambiente acido
las nanoparticulas conjugadas precipitan, produciendo un
cambio de color de rojo a purpura, detectable de forma [24]
visual (Figura 5). En cambio, en presencia de ADN mini
circulo, no hay precipitacion y el color de la solucion
permanece rojo. El pico de absorcion dptica de la solucién
en la que las sondas se han hibridado con el ADN diana es
de 520 nm. Esto cambia a 575 nm cuando no se produce
la hibridacion.

10
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Figura 4. Proceso de deteccion de ADN kinetoplasto de Leishmania infantum, usando nanoparticulas de
oro, 4 sondas de oligonucledtidos y un medio acido.
nanoparticulas precipitan produciéndose un color violeta-prpura. En presencia de ADN del parasito, el
color se mantiene rojo-rosa [24].

En ausencia de ADN y en un ambiente acido, las

Wavelength (nm)

Figura 5. A. Tubos de ensayo con muestras clinicas

Pico de absorcidn de una muestra positiva y una negat

positivas (color rojo) y negativas (color parpura). B.

iva [24].

11
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En la siguiente tabla se resumen los principales métodos de nanodiagnoéstico de la

leishmaniasis basados en la deteccion de ADN (Tabla 6).

Tabla 6. Resumen de los métodos de nanodiagndstico basados en ADN.

Nanoparticulas de Biosensor de flujo L. infantum/leishmaniasis [21]
oro lateral canina

Quantum dots de Genosensor

ferrita de cobalto y electroquimico L. major [22]
zinc

Nanoparticulas de Sonda de L. donovani [23]
oro oligonucledtidos

Nanoparticulas de Sonda de L. infantum
oro oligonucledétidos [24]

b) Nanodiagndstico basado en ARN

Esta técnica de nanodiagnostico de Leishmania consistio en detectar ARN ribosémico de

amastigotes de Leishmania. Las ventajas de esta técnica son numerosas y entre ellas

tenemos el alto rendimiento que ofrece, su bajo coste, no usa gel ni necesita de una PCR

para la deteccidn, y permite una deteccién rapida y un seguimiento de la enfermedad, ya

que nos permite saber la carga parasitaria presente en los macrofagos (Tabla 7) [25].

Tabla 7. Deteccion de ARN de amastigotes en los macrofagos.

Para esta técnica se uso el ARN ribosémico, en concreto
de la subunidad pequefia. Para detectar el ARN se
utilizaron nanoparticulas de oro y una sonda de ADN
monocatenario. EI ARN se aislé de los macréfagos
infectados. En presencia de la sonda de oligonucledtidos
conjugados con las nanoparticulas de oro, se produce la
hibridacion, formandose un hibrido estable ARN: ADN
(Figura 6). Posteriormente se afiade NaCl para
desencadenar la agregacion de las nanoparticulas y el
cambio de color de rojo a azul, indicando la presencia de
ARN diana. En ausencia de hibridacion, la sonda de
oligonucledtidos protege a las nanoparticulas de la
agregacion, por lo que se mantiene el color rojo inicial,
concluyendo la ausencia de ARN diana en el ARN total
del macrofago. El limite de deteccion fue de 0,25 ug de
ARN total.

[25]

12
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Figura 6. Método de deteccion de ARN mensajero (ARNm) de L. donovani usando nanoparticulas de
oro activadas por NaCl. En ausencia de ARN diana no se produce hibridacion con la sonda de
oligonucledtidos especifica, por lo que, al afiadir sal, no se produce la agregacién de las nanoparticulas y
se mantiene el color rojo inicial. En presencia de ARN diana se produce el hibrido ARN-ADN vy al afiadir
sal, las nanoparticulas se agregan y se produce un cambio de color, dando como resultado la presencia del
ARN diana. [25]

c) Nanodiagndstico basados en proteinas

En el caso del nanodiagnéstico basado en proteinas, se desarrollé un método para la
deteccion de leishmaniasis visceral canina (Tabla 8). La técnica presentd una sensibilidad
del 98,4% y una especificidad del 98,9%, lo que la convierte en una técnica aplicable a

los perros y otros mamiferos con el objetivo de eliminar la enfermedad [26].

Tabla 8. Deteccion de leishmaniasis canina mediante inmunoensayo de flujo lateral.

En esta técnica se uso un antigeno quimérico
altamente especifico y nanoparticulas de oro, que en
este caso incluian una proteina A. En el ensayo se
observo que dicho antigeno formaba un complejo con
los anticuerpos de Leishmania, generandose una sefial
gracias a la proteina A unida a las NPs de oro. La
proteina A, se encarga de capturar los anticuerpos y la
union de la proteina A con las nanoparticulas permiten
la formacién de una linea roja en la zona de prueba,
cuando hay presencia de anticuerpos frente a
Leishmania y otra linea roja en la zona de control que
confirma el funcionamiento correcto de la prueba
(Figura 7).

[26]

13
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Figura 7. Inmunoensayo de flujo lateral para diagnosticar leishmaniasis canina. En ausencia de
anticuerpos frente a la leishmaniasis canina, las nanoparticulas marcadas con proteina A, solo se unirdn a
las inmunoglobulinas del perro y estos anticuerpos seran captados por la proteina A fijada en la zona
control. En presencia de anticuerpos frente a la leishmaniasis, estos se uniran a su antigeno quimérico,
produciendo una sefial en la zona de pruebas gracias a las nanoparticulas de oro y también se uniran a la
proteina A de la zona control para validar la prueba.[26]

En otro estudio se desarrollé6 un inmunosensor , el cual permite detectar anticuerpos
usando una proteina denominada hipotética C1 caracteristica de Leishmania infantum
(Tabla 9) [27].

Tabla 9. Deteccion de anticuerpos frente a L. infantum.

En esta técnica se cred un inmunosensor, capa a capa
utilizando para ello una superficie de oro, seguida de una
capa de cisteamida y luego la adiccion de un dendrimero
con el fin de inmovilizar la proteina hipotética C1 (Figura [27]
8). Por ultimo, se produce la adicion de la muestra, que
en presencia de anticuerpos se uniran al antigeno C1 con
gran afinidad. El limite inferior de deteccion fue de
7,37nmol/L 'y el limite de cuantificacion fue de
7,83nmol/L. Esto le confiere una alta sensibilidad y
especificidad al método.
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Figura 8. Inmunosensor utilizado en la deteccion de anticuerpos, usando la proteina C1, una superficie

de oro, una capa de cisteamida y un dendrimero que permitia inmovilizar el antigeno C1[27].

También se han usado nanoestructuras con pelicula que contienen antigenos especificos
de Leishmania amazonensis y Trypanosoma cruzi (Tabla 10). Esta técnica presento alta

sensibilidad y especificidad [28].

Tabla 10. Deteccion de anticuerpos frente a L. amazonensis usando antigenos
especificos.

Esta técnica es muy importante ya que las reacciones
cruzadas entre ambas especies producen falsos negativos
para L. amazonenesis. Para detectar anticuerpos frente a
esta especie se utilizd dendrimeros de oro, capaces de
inmovilizar a los péptidos antigénicos. El biosensor esta
formado por los péptidos antigénicos, los dendrimeros de
oro y los electrodos de oro. En los electrodos de oro se [28]
depositaban capa a capa los péptidos antigénicos y los
dendrimeros de oro, formando asi el biosensor. El
biosensor se introduce en diferentes soluciones de
anticuerpos frente a L. amazonensis, T. cruzi y anticuerpos
negativos. Al producirse la unién con los antigenos se
produce un cambio en la capacitancia que puede ser
medido. A medida que aumenta la cantidad de I1gG diana
en las muestras, aumenta la capacitancia de forma casi
lineal (Figura 9). En las soluciones con anticuerpos frente.
A T. cruzi y anticuerpos negativos no se produjo cambio
de capacitancia.
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Figura 9. Gréfico que refleja la relacion entre la concentracion de 1gG anti-L. amazonenesis y la
capacitancia. Muestra un aumento casi linean hasta una concentracién de 1 x 10 >mg/ mL, en el cual se

produce una meseta, debido a que todos los sitios de union en el antigeno estaban ocupados.[28]

La siguiente tabla presenta un resumen de los métodos de nanodiagndstico de

leishmaniasis basados en la deteccién de proteinas (Tabla 11).

Tabla 11. Resumen de los nanodiagndsticos basados en proteinas

Nanoparticulas | Inmunoensayo | Anticuerpo Leishmaniasis visceral [26]
de oro de flujo lateral canina
Dendrimeros de | Inmunosensor | Anticuerpo L. infantum [27]
oro con antigeno C1
Dendrimeros Biosensor Anticuerpo L. amazonenesis [28]
electronico
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d) Nanodiagnostico basado en ADN vy proteinas

La siguiente técnica de nanodiagnostico de Leishmania se desarroll6 para la deteccion de
ADN vy péptidos especificos. En ella se incluye una combinacién de dos nanoparticulas
(quantum dots de selenito de cadmio y perlas magnéticas) usadas como sonda (Tabla 12).
En el ensayo, las perlas magnéticas se encargaban de capturar el ADN y los péptidos de
antigenos de superficie especificos en la solucién, mientras que los quantum dots de
selenita de cadmio tenian la funcion de detectar y revelar dichas moléculas de interés
(Tabla 13). Esta técnica presentd una sensibilidad y especificidad cercana al 100%. El
limite inferior de deteccidn fue de 3,125 ng / L [29].

Tabla 12. Caracteristicas generales del nanodiagnostico basado en ADN y proteinas.

Dos sondas de oligonucleétidos
ADN especifico de conjugadas con MB y QD. Se
Leishmania denominan leishQD1 y leishQD2

respectivamente. Los [29]
oligonucleotidos estan
Perlas biotinilados y las nanoparticulas
magnéticas estan recubiertas con
(MB)y estreptavidina
quantum dots
(QD) de
selenita de
cadmio
Antigenos de Dos anticuerpos monoclonales y
superficie de dos policlonales. Los dos [29]
Leishmania monoclonales se denominan LPG

(IlgM) y gp63 (1gG). Los dos
policlonales estdn marcados con
biotina (IgM e IgG)
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Tabla 13. Deteccion de ADN y antigenos especificos de Leishmania usando perlas
magnéticas y quantum dots de selenita de cadmio.

La deteccion de ADN se realiza en ADN aislado de
varios patogenos. Para ello se usa la combinacion de
las nanoparticulas con su respectiva sonda (MB-
leishQD1 y QD-leishQD2) para la captura y deteccion
respectivamente. Se desnaturaliza el ADN y se
produce la hibridacion entre los oligonucledtidos y el
ADN diana. La primera sonda (MB-leishQD1) se
encarga de capturar el ADN vy la segunda (QD-
leishQD2) se encarga de detectarlo (Figura 10). Todo
este proceso se puede detectar gracias a la
fluorescencia emitida por los quantum dots a una
longitud de onda de 605nm (Figura 11).

- 29
En este caso, el anticuerpo IgM monoclonal [29]

denominado LPG se une covalentemente a las células
microbianas. Luego se une el anticuerpo policlonal
IgM marcado con biotina. A continuacidn, se afiaden
las MB conjugadas (MB-leish1QD) que se conjugan
con el anticuerpo policlonal y funciona como sonda de
captura. Una vez capturado, se afiade el anticuerpo
monoclonal 1gG denominado gp63 que se une
covalentemente a las células microbianas. Luego se
afiade el anticuerpo policlonal 1gG marcado con
biotina y se conjuga con el gp63. En el siguiente paso
se produce la adicién de los quantum dots conjugados
(QD-leishQD2) recubiertos con estreptavidina y se
unen a los anticuerpos policlonales funcionando como

sonda de deteccion (Figura 12).
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Figura 10. Las etapas de la deteccion de dianas de ADN especificas de Leishmania . EI ADN objetivo
se desnaturaliza para que las perlas magnéticas funcionalizadas y los quantum dots se hibriden con sus
sitios complementarios. Los conjugados se separan de la solucién con un dispositivo magnético y el
resultado positivo se demuestra por fluorescencia.[29]
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Figura 11. Resultados de la prueba indicativos registrados en muestras de ADN positivas (ADN aislado
de Leishmania spp.) Y negativas (ADN aislado de Toxoplasma gondii ). A) Fluorescencia generada por
muestras positivas (tubo 1) pero no por muestras negativas (tubo 2); B) Solo las muestras positivas generan
fluorescencia que presenta un pico de absorbancia a 605 nm [29].
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Figura 12. Etapas de la deteccion de proteinas especificas de Leishmania. Las células microbianas (a)
se marcan con un anticuerpo monoclonal anti- Leishmania LPG (b). Este Gltimo se une a una IgM anti-
raton policlonal marcada con biotina (c) y luego a perlas magnéticas recubiertas de estreptavidina (d) y los
conjugados se separan con un dispositivo magnético. EI segundo anticuerpo monoclonal
(anti- Leishmania gp63) se hibrida con las células microbianas y se une a la 1gG (e) policlonal anti-ratén
marcada con biotina. Los complejos se separan una vez mas por la fuerza magnética (f) y se marcan con
quantum dots recubiertos de estreptavidina (g).[29]

6.2. Aplicacion de los nanodiagnésticos en la practica clinica

Un avance relevante para el diagndstico de las enfermedades infecciosas mediante
el uso de nanoparticulas consiste en los denominados POCT (point of care test). Son
pruebas de laboratorio en el centro de asistencia o también Ilamado cabecera del
paciente. Tienen como finalidad conseguir un diagnéstico precoz, de facil

aplicacién, mostrando resultados en corto tiempo y a un precio econémico. [30,31].

Estas pruebas permiten reducir el nimero de visitas al medico y obtener un resultado
répido y en presencia del paciente, lo que sirve como un radar a la hora de controlar
la enfermedad y sobre todo un tratamiento mas adecuado en funcion de los
resultados. Estas pruebas POC deben cumplir una serie de criterios denominados
“ASSURED” (affordable, sensitive, specific, user-friendly, rapid and robust,
equipment-free and deliverable to end-users) es decir, asequibles, sensibles,
especificos, facil de usar, rapido, sin equipo y entregable al paciente. [32, 33]

Los sistemas basados en la nanotecnologia presentan un gran potencial para ser
utilizados en los POC, ya que la mayoria presentan alta sensibilidad, facil manejo y

buena reproducibilidad. Sin embargo, algunos sistemas de nanodiagnostico
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necesitan recursos que no son econdémicos como por ejemplo la necesidad de
sistemas de deteccion complejos lo que deriva al uso de instrumentos caros y

personal cualificado [31].

Los metodos mencionados en el apartado 6.1. han sido estudiados para solventar los
problemas del diagnostico convencional de Leishmania. Sin embargo, solo unos
pocos han llegado a la préctica clinica como son el método basado en proteinas
utilizando el inmunoensayo de flujo lateral y el nanodiagndéstico basado en proteinas
usando para ello la proteina C1. El primero de ellos ha conseguido ser un método
con gran aplicacién en el diagnostico de campo, mayoritariamente para el control de
los reservorios animales y en menor medida para la deteccion de L. infantum en
humanos. Gracias a su capacidad de deteccion con alta sensibilidad y especificidad
y de manera rapida y econdmica este método ha conseguido ser aplicado a la practica
clinica con el objetivo de controlar la progresion de la enfermedad. El segundo
método presente en la clinica no es tan aplicable a los diagnosticos de campo ya que
el coste del sensor que utilizan es alto, por lo que su aplicacion en los lugares mas

pobres del mundo se ve limitada [26,27]

Algunos de los métodos nombrados en el apartado 6.1. cumplen con todos los
criterios “ASSURED” pero no se encuentran en la clinica actualmente, como pueden
ser varios de los métodos basados en ADN, el método basado en ARN y el método
basado en ADN y proteinas. Estos métodos presentan un gran potencial a la hora de
ser aplicados en las pruebas POC. [21, 23, 24, 25, 29]

Otros métodos de los nombrados en el apartado 6.1. no cumplen con los criterios
para ser aplicados en los POC, ya que requieren de aparatos caros y personal
cualificado. [22,28]

7. Discusion
El nanodiagnostico hace uso de la nanotecnologia y la nanomedicina para poder
ofrecer un diagnoéstico con una alta sensibilidad y de manera precoz, asi como la
posibilidad de tratar al paciente con la mayor rapidez posible para asi poder combatir
las enfermedades infecciosas. La finalidad de desarrollar los métodos de
nanodiagnostico consiste en poder implementarlos en la practica clinica. Implantar

estos métodos requiere de un largo procedimiento y una serie de estudios que indiquen
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y certifiquen que pueden ser aplicados a la préactica clinica de rutina, ya que las

propiedades y los mecanismos de las nanoparticulas no se conocen del todo bien.

Los nanodiagnosticos han evolucionado a nivel de laboratorio en su capacidad de
detectar moléculas diana. Sin embargo, solo unos pocos sistemas de nanodiagndstico
ha conseguido llegar a la fase clinica. Esto se debe a la complejidad de estos sistemas
y su dificultad para aplicarse en la clinica, ya que hasta los resultados de laboratorio
méas alentadores pueden verse frustrados al aplicarse en la practica clinica. La
dificultad para aplicarlos en la clinica radica en el tamafio de las nanoparticulas ya que
no existe un protocolo estandarizado para las particulas a nanoescala y su posterior
incorporacion a los sistemas de nanodiagnostico. Pese a todo esto, la tecnologia
implicada en el nanodiagnostico presenta un nivel adecuado para poder ser trasladado
a la clinica, con el objetivo de comenzar a mejorar en el diagnéstico de muchas

enfermedades [34].

El primer método basado en ADN, para la deteccién de leishmaniasis canina present6
una alta sensibilidad y especificidad por lo que cumple con estos dos criterios para
poder aplicarse a la practica clinica. También es una técnica rapida, facil de usar, y
econdmico ya que consiste simplemente en un ensayo de flujo lateral, cuya deteccién
es visual y se produce en minutos, sin la necesidad de grandes y costosos equipos de
deteccidn y que presenta un coste de aproximadamente 3 euros. Por tanto, este método
cumple con todos los criterios exigidos para poder ser aplicado en los POC, siendo una

técnica muy importante para el control y vigilancia de la leishmaniasis [21].

El siguiente método basado en el ADN para detectar L. major no necesitaba una
amplificacion del ADN mediante PCR por lo que disminuye el tiempo y facilita el
diagnostico del parésito, por lo que cumple los criterios en la facilidad y la rapidez.
Esta técnica presentd alta sensibilidad y especificidad por lo que también cumple con
estos dos criterios. Sin embargo, a la hora de la deteccion, requiere de aparatos
costosos y técnicos cualificados por lo que incumple el criterio econémico y no se
presenta libre de equipos [22].

La siguiente técnica basada en ADN presenta alta sensibilidad y especificidad, es fécil
de realizar, rapida y econdmica. También es de facil deteccion ya que es un ensayo
visual por lo que cumple con los criterios “ASSURED . Por tanto puede ser aplicada
en los POC [23].
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La ultima técnica basada en ADN es una técnica rapida, sencilla econémicay con alta
sensibilidad y especificidad. Es un ensayo colorimétrico por lo que no requiere
material especializado y ademas presento una alta reproducibilidad. Cumple con todos
los criterios establecidos para ser aplicada a los POC y puede ser usada en zonas con

recursos muy escasos.[24]

El método de nanodiagnostico basado en ARN, se confirma como una técnica que no
requiere PCR, gel y cultivo. Por tanto, es una técnica rapida, facil de aplicar y de
interpretar ya que se basa en un ensayo colorimétrico. Presento una alta sensibilidad y
especificidad y que se realiza en un corto periodo de tiempo por lo es un método

candidato a aplicarse en las pruebas POC [25].

El primer método basado en proteinas, basado en el inmunoensayo de flujo lateral
cumple con todos los criterios “ASSURED” para poder aplicarse al diagnéstico de
campo. Son dispositivos baratos, sensibles, especificos y no requieren equipamiento
especial, simplemente una tira inmunocromatografica que permite la interpretacion
visual del resultado. Debido a todo esto, este método ya se encuentra en la préactica
clinicay ha tenido gran éxito comercial debido a su gran aplicacion en el campo. Esto
va a permitir controlar la enfermedad mediante el control de los reservorios, con el
objetivo de disminuir la propagacion de la leishmaniasis a los seres humanos. Estos
dispositivos también estan disefiados para detectar leishmaniasis en humanos. Sin
embargo, solo ofrecen un resultado cualitativo, por lo que se necesitaria otra prueba
complementaria para poder realizar un seguimiento y tratamiento adecuados a la
enfermedad. En cuanto a la estabilidad térmica de estos dispositivos y a su
funcionamiento a largo plazo, se realizaron una serie de estudios que indicaron que el
dispositivo no se veia afectado por los cambios de temperatura que se producen en el

campo concluyendo que era robusto para su aplicacion en este &mbito [26].

El siguiente método basado en proteinas, en el cual se desarrollé un inmunosensor
basado en dendrimeros, cumplié con los criterios de sensibilidad y especificidad. Es
una técnica sencilla y presenta resultados muy rapidos. Sin embargo, aunque este
dispositivo se encuentra comercializado, su precio es muy alto, por lo que su posible

aplicacion al diagnostico de campo se ve frustrada [27].

Estos dos métodos comercializados se basan en el uso de antigenos con el objetivo de

detectar anticuerpos. Es una buena técnica si nos basamos en los criterios
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“ASSURED ”, pero no todo son ventajas ya que al ser una técnica que Unicamente
detecta anticuerpos, solo tendra aplicacion en la leishmaniasis visceral, donde se
produce un aumento de IgG. Otro inconveniente que presentan estos nanodiagnéstico
basados en proteinas es que no permiten diferenciar una infeccion activa de una
infeccion pasada. Esto nos indica que los diagnosticos basados en proteinas para la
deteccion de anticuerpos estan limitados y no resuelven algunas de las limitaciones ya

presentes en el diagndstico convencional.

La ultima técnica basada en proteinas esta basada en un biosensor que tiene un precio
bajo y ofrece una alta sensibilidad y especificidad por lo que cumple con los criterios
de alta sensibilidad, especificidad y el criterio econdmico. Es una técnica rapida y que
puede llegar a aplicarse a cualquier especie de Leishmania. Sin embargo, para medir
la capacitancia se utiliza un instrumento cuyo coste no es econémico por lo que este

método presenta limitaciones a la hora de ser aplicado en los POC [28].

La técnica basada en ADN y proteinas se presenta como una técnica que tiene una
metodologia sencilla, es facil de realizar y no requiere equipo especializado. Tampoco
requiere una amplificacion de ADN por lo que facilita el desarrollo de la técnica en
lugares con escasos recursos. La sensibilidad y la especificidad fueron altas y en cuanto
al equipo necesario para la deteccion se requiere un proyector ultravioleta. En este caso
el aparato no es excesivamente caro por lo que podria ser una técnica que cumple con

todos los requisitos para ser aplicada en el diagnéstico de campo [29].

Los métodos de nanodiagnostico mas prometedores son los basados en ADN y ARN
y que no requieren amplificacion por PCR. Estos métodos cumplen con las
caracteristicas y los criterios necesarios para poder ser aplicados en los POC vy paliar

los problemas a la hora de diagnosticar la leishmaniasis.

8. Conclusiones

Los métodos de nanodiagndstico para la deteccion de Leishmania han avanzado en
los ltimos afios con el objetivo de mejorar los métodos convencionales. Sin embargo,
a pesar de sus ventajas en cuanto a sensibilidad y especificidad y el aspecto econémico
reducido en alguno de los métodos, son pocos los que han conseguido aplicarse en la
practica clinica. Los métodos que a priori parecen estar mas cerca de solucionar el

problema del diagnostico de la leishmaniasis son los nanodiagndsticos basados en
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acidos nucleicos sin amplificacion de ADN o0 ARN , ya que estos pueden ser aplicados
para diagnosticar cualquier especie de Leishmania, son aplicables en el diagndstico
de campo y son capaces de detectar la presencia del parasito o sus restos, lo que
elimina la posibilidad de diagnosticar a una persona sana con anticuerpos como
enferma de leishmaniasis. A pesar de la baja aplicacion clinica actual, la
nanotecnologia sigue evolucionando a pasos agigantados para poder ofrecer un
método basado en nanoparticulas que sea 100% aplicable al diagndstico de la

leishmaniasis.
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