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1. RESUMEN

En el presente Trabajo de Fin de Grado se presenta una revision bibliografica de la
pandemia mundial de 2020 que dio comienzo a finales de 2019 en China, originada por el
SARS-CoV-2. Es un virus cominmente conocido como coronavirus, pertenece a una de las
dos subfamilias de la familia Coronaviridae y afecta al sistema respiratorio del ser humano.
En este trabajo se exponen dos tipos de diagndstico basados en un inmunosensor
piezoeléctrico y un genosensor electroquimico, ademdas de los métodos rutinarios
empleados en el momento de mayor nimero de contagios. Asi mismo, se propone el
diagndstico mediante un hipotético biosensor que relne las mejores caracteristicas de los
ensayos citados, tratando de corregir sus deficiencias. El diagndstico propuesto podria
mejorar el tiempo de analisis siendo de gran ayuda para reducir el nimero de contagios.

1. ABSTRACT

This Final Degree Project presents a bibliographic review of the 2020 global pandemic
that began in late 2019 in China, originated by SARS-CoV-2. It is a virus commonly known as
coronavirus; it belongs to one of the two subfamilies of the Coronaviridae family and affects
the human respiratory system. In this work, two types of diagnosis based on a piezoelectric
immunosensor and an electrochemical genosensor are presented, in addition to the routine
methods used at the time of greatest number of infections. Likewise, the diagnosis is
proposed using a hypothetical biosensor that meets the best characteristics of the
aforementioned tests, trying to correct its deficiencies. The proposed diagnosis could
improve the analysis time being of great help to reduce the number of infections.

2. PALABRAS CLAVE Y LISTA DE ABREVIATURAS
Palabras clave: coronavirus, COVID-19, SARS-CoV-2, diagnéstico, electroquimico,
deteccion.

Reference  words: coronavirus, COVID-19, SARS-CoV-2,  diagnosis,
electrochemical, detection.

2. Abreviaturas:

= SARS: Sindrome Agudo Respiratorio Severo

= ECDC: European Centre for Disease Prevention and Control

= PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa

=  OMS: Organizacién Mundial de la Salud

=  GOARN: Global Outbreak Alert and Response Network, o Red Mundial OMS de Alerta
y Respuesta ante Brotes Epidémicos

= CDC: Centers for Disease Control and Prevention

= AEMPS: Agencia Espafiola del Medicamento y Producto Sanitario

= EMA: Agencia Europea del Medicamento

= ECA-2: Enzima convertidora de angiotensina 2

=  PBS: solucidn salina tamponada con fosfato filtrada

= ELISA: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay o Ensayo por Inmunoabsorciéon Ligado a
Enzimas

= Ag: antigeno

= Ac: anticuerpo



Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia y el/la Tutor/a no se hacen responsables de la informacion contenida en el mismo.

3. INTRODUCCION:

En los ultimos afios se ha producido la aparicion de epidemias, como el SRAS-CoV,
Ebola, Zika, Gripe A, MERS-CoV,... muchas de ellas son causadas por virus y ocasionan gran
alarma social.

a) Antecedentes

Los coronavirus han sido los causantes de varias epidemias a lo largo de este siglo.
Destaca por su similitud con la actual, la epidemia del SARS (Sindrome Agudo Respiratorio
Severo, en inglés, Severe Acute Respiratory Syndrome), cuyo primer caso aparecié el 16 de
noviembre de 2002, en la provincia de clima subtropical del sudeste de China, Guangdongb
(1). Las condiciones ambientales y la gran mezcla de especies de animales de esta region
facilitan que se produzcan mutaciones en los patdgenos, lo que fomenta la potencial
capacidad que tienen los coronavirus de saltar de una especie a otra.

El SARS-CoV-1 fue originalmente una zoonosis viral que pasé a los humanos a través
de la ingesta de animales exdticos como la civeta (Paguma lavarta). El SARS-CoV era un virus
procedente de los murciélagos. Las civetas adquirieron el virus tras la ingesta de frutos
contaminados por los murciélagos. De modo que desarrolld6 de forma accidental la
capacidad de infectar civetas y seres humanos (2,3).

El SARS-CoV-1 fue un virus ARN relativamente resistente que se contagiaba muy
facilmente por sus multiples vias de transmisién y por tanto fue muy complejo contenerle.
Entre las vias de transmisidn se encuentran de persona a persona por las goticulas de los
estornudos y toses, por contacto de fédmites contaminados, sin olvidarse de la transmision
fecal.

Se ha demostrado que la enfermedad presentd un grado alto de infecto-
contagiosidad, por lo que la OMS recomendd como prevencidn la proteccidén de las vias
respiratorias para el personal sanitario y los visitantes en contacto directo con los casos
reportados. La gran preocupacion de este virus fue el elevado niumero de infecciones, mas
de 8.000 casos en 27 paises con una letalidad del 10% (4).

El exitoso control de la pandemia puede asentarse en las drasticas medidas de
prevencion para evitar el contagio, en el aislamiento riguroso de los pacientes y en la
aplicaciéon de medidas especificas para prevenir la transmisidn. Cabe destacar la gran labor
de los paises junto con el CDC y la OMS en la coordinacion tanto a nivel nacional como
internacional gracias al Sistema GOARN, formada por diferentes expertos e Institutos. Esta
pandemia constituye un referente para la Salud Publica, dado que fue la primera epidemia
del siglo XXI y por los buenos resultados obtenidos en el control del brote vy, definitivamente,
la erradicacion del mismo (5).

Gracias a esta pandemia la Unién Europea fundd el ECDC, ya que anteriormente
carecia de un organismo encargado de regular de forma comun la salud publica. No
obstante, toda esa coordinacion es inutil si no se sabe contra lo que se esta luchando, por lo
gue la investigacién epidemioldgica contribuyd en gran medida al éxito durante y después
de la pandemia, siendo identificado el agente etiolégico cuando aun habia brotes activos (5).
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b) Actualidad

L. Etiologia y epidemiologia
A finales de 2019, el 31 de diciembre salté una alerta en la regién de Wuhan
(provincia de Hubei, China) en la cual la Comisién Municipal de Salud y Sanidad de Wuhan
informd sobre 27 casos de neumonia de etiologia desconocida que habia iniciado con
sintomas el 8 de diciembre, incluyendo siete casos graves. El factor comun entre los
pacientes era la exposicién a un mercado mayorista de marisco, pescado y animales vivos en
la ciudad de Wuhan, aunque no se ha logrado identificar la fuente del brote (6).

El 7 de enero de 2020, las autoridades chinas identificaron como agente causante del
brote un nuevo tipo de virus de la familia Coronaviridae, que ha sido denominado SARS-CoV-
2 (coronavirus 2 del Sindrome Respiratorio Agudo Severo), y que causa la enfermedad
infecciosa por coronavirus 19 (COVID-19). Este nombre se ha establecido basandose en
criterios filogenéticos, de taxonomia y de clinica, demostrandose que comparte una
secuencia genética del 79% con el SARS-CoV-1. Pese a las similitudes de este nuevo agente
aislado con Betacoronavirus detectados en murciélagos, es diferente del SARS-CoV-1 y del
MERS-CoV, y conforma un nuevo linaje del subgénero Sarbecovirus dentro del género
Betacoronavirus (4,6).

Se produjo una rdpida transmision de la infeccion, primero por China y luego por el
resto del planeta, de modo que la OMS declaré formalmente la pandemia el 11 de marzo de
2020, cuando se habian diagnosticado mas de 118.000 casos en 114 paises y habiendo
perdido la vida 4.291 personas (7).

Los coronavirus llevan conviviendo con el ser humano mucho tiempo como especie y
afectan a otras muchas especies. Pertenecen a la subfamilia Orthocononaviridae, de la
familia Coronaviridae, perteneciente al orden de los Nidovirales. Dentro de la subfamilia
Orthocononaviridae podemos clasificar los virus en cuatro géneros diferentes:
Alfacoronavirus, Betacoronavirus, Deltacoronavirus y Gammacoronavirus (6).

Los géneros mas importantes desde el punto de vista patdégeno para el ser humano
(Figura 1) y, por tanto, los mas estudiados, son (5):

= Alfacoronavirus: los virus HCoV-229E y HCoV-NL63, ambos causan de forma
habitual infecciones de caracter leve del tracto respiratorio superior, como
resfriados, bronquitis,...

= Betacoronavirus: los virus SARS-CoV-1, SARS-CoV-2 y MERS-CoV, originan
neumonias atipicas, y los virus HCoV-HKU1, y HCoV-0C43, que causan infecciones
de menor gravedad en el tracto respiratorio superior.
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Figura 1. Género de coronavirus de la subfamilia Orthocoronaviridae. Se destacan los que afectan a
los humanos, particularmente, los tres que pueden producir una patologia severa y se incluye su origen

geogréfico en Asia (8) . -4 -
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Los estudios filogenéticos revisados indican que es muy probable que el virus
provenga de los murciélagos y que de estos haya pasado al ser humano a través de
mutaciones o recombinaciones sufridas en un hospedador intermediario, probablemente
algln animal vivo del mercado de Wuhan, pero todavia no se conoce el origen (6).

El coronavirus es capaz de entrar y replicarse en el interior de células epiteliales
respiratorias del ser humano, ocasionando sindromes respiratorios principalmente.

Los coronavirus son una familia de virus con genoma ARN monocatenario de cadena
positiva de gran tamaio. Los viriones estdn recubiertos por una nucleocdpside helicoidal,
presentan forma esférica de entre 60 y 220 nm vy, poseen unas protuberancias de
glicoproteinas con forma de “porra” en su superficie, esto se asemeja a una corona, lo que
les da el nombre (9).

IL Genoma
El genoma del SARS-CoV-2 presenta un tamano de 29,811 nucledtidos de longitud

(10) y la estructura tipica de los coronavirus, en el extremo 5’, que se puede dividir en dos
tercios, se encuentra unido un CAP metilado y en el extremo 3’ (el tercio final del genoma)
hayamos una cola de poli-A, dandole un gran parecido al ARN mensajero del hospedador
(6 9).

Los dos tercios del extremo 5’ contienen la codificacion ORFl1ab poliproteinas de

replicasa, permitiendo que el ARN viral se adhiera a los ribosomas del huésped para su

traduccién a proteinas virales, de modo que puede funcionar directamente como si

fuese ARN mensajero de la célula animal. La replicasa es la primera proteina que es

sintetizada.

Mientras que el tercio 3’ comprende genes que codifican proteinas estructurales, entre

ellas tenemos: espicula (S), envoltura (E), membrana (M) y proteinas de la nucleocapside

(N). Como se aprecian en el esquema de la Figura 2.
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Figura 2: Representacion esquemdtica de la estructura general de un coronavirus, donde se indican las
partes mds importantes y comunes a todos los coronavirus (11).

Los genomas de la progenie también se forman por transcripcion a partir de la
cadena negativa de ARN. Los viriones se ensamblan en el aparato de Golgi, el principal
organulo secretor de las células eucariotas, dando viriones completos que son transportados
y liberados en la superficie celular.

La replicacion del coronavirus comienza con su entrada en la célula. Una vez dentro
de ella, la particula descubierta deposita el ARN en el citoplasma. El genoma de ARN se
replica y se forma una larga poliproteina, donde todas las proteinas estan unidas. Los
coronavirus tienen una proteina no estructural que es capaz de separar de la cadena las

-5-
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distintas proteinas. Esta es una forma de economia genética para el virus, que le permite
codificar el mayor nimero de genes con un nimero pequeio de nucleétidos(6).

IIL. Transmision
Nos encontramos ante una pandemia de rapida extension debido a su elevada
transmisibilidad. A ello debemos sumarle la globalizacién en la que vivimos y la gran facilidad
que hay para viajar de una punta a otra del globo terraqueo lo que facilita la extension de la
enfermedad.

La transmision del SARS-CoV-2 se produce principalmente por el contacto directo con
las secreciones respiratorias de una persona enferma a través de gotas y contacto. Las gotas
pueden ser de saliva expulsadas con la tos o el estornudo, con un didmetro de 5-10 um
capaces de transmitirse a distancias de hasta 2 m. Estas secreciones pueden infectar a otra
persona al entrar en contacto con las mucosas nasal, oral y ocular, ya sea directamente o a
través de las manos. Ademads estas gotas pueden contaminar fomites y transmitirse
indirectamente a través de la contaminacién de las manos, que luego se ponen en contacto
con las mucosas (12).

La elevada contagiosidad es una caracteristica muy importante del virus dado que su
numero de reproduccion basico (RO), revela el promedio de nuevas infecciones generadas
por una sola persona infecciosa en una poblacién susceptible, es de 3’28 (13). La presencia
de pacientes con infeccidn asintomatica por SARSCoV-2 capaces de transmitir la enfermedad
es, también, un aspecto muy importante (4).

Se ha encontrado ARN de SARS-CoV-2 en muestras fecales en 2% al 10% de pacientes
infectados con sintomas gastrointestinales como diarrea, por lo que ésta podria ser una via
potencial de transmisién (12,14).

IV. Manifestaciones clinicas
La informacién aportada por la OMS indica que se contagian personas a partir de 2
afios de edad, con una edad media de 45 afios y siendo el 71% hombres. La poblacién
infantil es la gran transmisora puesto que lo pasan como un simple catarro o incluso de
forma asintomatica, y la poblacion mas afectada son los ancianos y aquellas personas con
patologias previas como diabéticos, consumidores de tabaco y sobre todo pacientes con
afecciones respiratorias y cardiacas.

El periodo de incubacién de la COVID-19 es de 1 a 14 dias, pese a que comunmente
se dade 3 a7dias (12).

La glicoproteina S del SARS-CoV-2 desempefia un papel esencial en la unién a los
receptores ECA-2 (Enzima Convertidora de angiotensina 2) en las células del hospedador. La
afinidad de la unién que presenta es de 10 a 20 veces mayor que el SARS-CoV-1. Se ha
demostrado que en las primeras 48 h de la infeccidon, la replicacion del SARS-CoV-2 en
pneumonocitos tipo | y Il y en macrdfagos alveolares es significativamente mayor que la del
SARS-CoV-1, produciendo 3’2 veces mas particulas virales. Concordantemente, la carga viral
en la saliva de la pared posterior de la faringe es mucho mas elevada durante la primera
semana desde el inicio de los sintomas de COVID-19. Estos hallazgos pueden explicar la
rapida evolucion, la gran capacidad de transmisidon de persona a persona y la transmisidn
presintomatica en COVID-19 (12).

-6-
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Los coronavirus entran al interior de las células epiteliales respiratorias por el
contacto de la espicula de la cdpside viral con sus receptores en la célula diana, de este
modo se permite la entrada de los viriones al citoplasma por endocitosis. El aspecto de las
células infectadas es vacuolado, presentando dafiados los cilios y la capacidad de formar
sincitios. Esto desencadena la produccion de mediadores inflamatorios, incrementando las
secreciones y provocando la inflamacién de la zona, originando las manifestaciones clinicas
(12).

Los casos de COVID-19 pueden presentar cuadros asintomaticos, leves, siendo el 80%
de los infectados, moderados, el 14% o grave, el 5%, incluyendo: neumonia, sindrome de
distrés respiratorio agudo (SDRA), sepsis y shock séptico. En el momento que se padece tos
seca, fiebre y disnea, se debe sospechar de un posible contagio y por tanto permanecer en
cuarentena para evitar la propagacion (12,15).

El sindrome clinico de Covid-19 presenta un amplio espectro de severidad, se
observan desde sintomas sutiles hasta neumonia severa, shock séptico o enfermedad
sistémica inflamatoria. La OMS la clasifica en 5 categorias (15):

= Leve: pacientes con una infeccidn respiratoria superior sin complicaciones asociadas.
Pueden presentar sintomas inespecificos aislados como fiebre, malestar general,
debilidad, coriza, odinofagia o incluso diarrea.

= Neumonia: pacientes con neumonia sin necesidad de oxigeno suplementario ni otros
criterios de severidad.

= Neumonia severa: pacientes que asocian frecuencia respiratoria mayor a 30
respiraciones por minuto, edema pulmonar lesional o saturacién de oxigeno menor a
93% sin oxigeno suplementario.

=  Shock Séptico

= Sindrome de distrés respiratorio agudo.

Los principales sintomas descritos en pacientes infectados por SARS-CoV-2 se
recogen en la tabla 1.

Sintomas clinicos Pacientes con COVID-19 Pacientes con COVID-19 no
grave grave
Fiebre 88'4% 81'4%
Tos 71'1% 65'7%
Fatiga 60’3% 44°2%
Disnea 44°2% 57%
Expectoracién 37'6% 28%
Dificultad respiratoria 35'7% 12’8%
Mialgias 26% 13'1%
Escalofrios 26% 10'9%
Mareos 16,1% 12'2%
Dolor de cabeza 11’'3% 13'5%
Dolor de garganta 7'8% 97%
Nauseas o vomitos 5'9% 57%
Diarrea 5'7% 5'8%
Congestion nasal 2'8% 5'1%

Figura 3: Tabla de los sintomas en pacientes infectado por SARS-CoV-2 (4).

-7-
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La sintomatologia gastrointestinal, que parece relacionarse con una gastritis y
enteritis ocasionada por el virus, ha hecho pensar en una mutacién del virus respecto de los
primeros casos aparecidos en Wuhan en los que la sintomatologia era principalmente
respiratoria (4).

V. Diagnadstico
Para llevar a cabo el diagndstico se realizan PCR a partir de exudados de tracto
respiratorio superior (nasofaringeo u orofaringeo) o inferior (lavado broncoalveolar, esputo
y/o aspirado endotraqueal). También es posible el serodiagnéstico.

VL. Tratamiento

Hasta la fecha, no existe un tratamiento especifico para el SARS-CoV2, se debe
asegurar un tratamiento de soporte precoz. La OMS ha habilitado una guia de
recomendaciones de tratamiento fundamentada en la evidencia tras el tratamiento del
SARS-CoV-1, MERS-CoV o gripe grave. Ademas se estan llevando a cabo una serie de
estudios de tratamientos especificos: inhibidores de la neuraminidasa, andlogos de
nucledsidos, inhibidores de la proteasa, anticuerpos monoclonales y numerosos estudios de
profilaxis con hidroxicloroquina. En este campo al igual que en el de la vacuna se estd en
continua investigacion y avance.

VIIL Prevencion

Hasta el momento y mientras no se disponga de vacuna, la prevencidon es la
herramienta mas eficaz con la que contamos para luchar contra este virus. Para prevenir la
transmisién se debe (12):

e Evitar frecuentar espacios cerrados con aglomeracién de personas.

e Mantener al menos 2 metros de distancia de las personas.

e Higiene de manos con aguay jabdn o con un desinfectante a base de alcohol.

e En caso de toser y/o estornudar, debe cubrirse la nariz y la boca con la cara interna
del codo flexionado o con un pafiuelo, e inmediatamente después de usarlo,
desechar el pafiuelo y realizarla higiene de manos.

e Evitar tocarse la nariz y la boca.

e Los sanitarios deben tomar medidas especificas porque son una poblacién en riesgo y
sufren mayores contagios.

e Asilamiento de los casos sospechosos o confirmados.

e Suspensién de actividades publicas o privadas y restricciones de viajes.

e Distanciamiento social y restriccién de movimiento incluyendo el cierre de fronteras.

4. OBJETIVOS:

El objetivo de este estudio es llevar a cabo una revisidn bibliografica del diagndstico
del SARS-CoV-2 y deteccion de la COVID-19 mediante el empleo de biosensores
electroquimicos. En la revision se estudiaran distintos métodos de diagndstico y se
propondra un hipotético sistema de diagndstico.

5. MATERIAL Y METODOS:

Realizacion de una revisidon bibliografica dedicada al estudio de los biosensores como
dispositivos analiticos de diagndstico y se consultaron también diferentes fuentes
bibliograficas sobre el SARS-COV y SARS-COV-2.

-8-
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Se ha llevado a cabo una revision sistemadtica en las principales bases de datos
bibliograficas (PubMed, SCOPUS, Google Scholar) y en revistas cientificas consultadas a
través de internet (Elsevier B.V., International Journal of Molecular Science, Analythical
Chemistry, etc), asi como paginas web de organismos internacionales (OMS, EMA, Ministerio
de Sanidad de Espafia). Ademas de libros de microbiologia, tesis doctorales y diversos
congresos, webinars y cursos que se han ido emitiendo via online a lo largo de la cuarentena.

Se definieron unos criterios de inclusién y exclusion en funcién de la fecha de
publicacién de los articulos, siendo elegidos aquellos estudios publicados en los ultimos
afios, del 2003 hasta la actualidad, que ofrecian informacion relevante acerca de los
biosensores electroquimicos y su aplicacion en el campo de las quimica clinica.

6. RESULTADOS Y DISCUSION:

Diagndstico SARS-CoV-2

La prueba de uso comun y mas confiable para el diagndstico de COVID-19 es la
prueba de la reaccidn en cadena de la polimerasa de transcripcidn inversa (en tiempo real)
(RT-PCR), los distintos fabricantes emplean gran variedad de dianas de genes de ARN,
apuntando la mayoria de las pruebas a genes de la envoltura (E), nucleocapsida (N), espiga
(S), ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp) y ORF1 (16). Para la realizacién de la prueba
es precisa la toma de muestras de frotis nasofaringeo y muestra de esputo (4). Estas
muestras se llevan a laboratorio para realizar la RT-PCR. La carga viral es elevada en la
primera semana de infeccién siendo el pico dlgido entre el tercer y sexto dia, a partir del
octavo dia desciende paulatinamente. Esta carga viral también es menor en los pacientes
con sintomas leves (12).

Inicialmente la RT-PCR puede ser no concluyente o negativa pese a la alta sospecha
clinica. Debido a que al inicio del cuadro clinico es menos sensible, se realizaran hallazgos
radiolégicos como radiografia, tomografia axial computarizada y ultrasonido que dan
resultados positivos y se confirman con una segunda RT-PCR. A estas pruebas radiolégicas se
les considera principales hallazgos pulmonares (12,15).

El momento inadecuado de recoleccion de muestras con respecto al inicio de la
enfermedad y la deficiencia en la técnica de muestreo, que ocurre con los hisopos
nasofaringeos, conllevan a la aparicion de falsos negativos. En un estudio de 205 pacientes
con infeccién confirmada por COVID-19, la positividad de RT-PCR fue mas alta en muestras
de lavado broncoalveolar (93%), seguida de esputo (72%), torunda nasal (63%) y torunda
faringea (32%) (16).

Como el diseio del cebador es especifico de la secuencia del genoma del SARS-CoV-
2, la especificidad de la mayoria de las pruebas de RT-PCR es del 100% (16).

Otras muestras clinicas donde es posible encontrar genoma viral son la sangre,
materia fecal y orina, aunque no se utilizan rutinariamente (12).

Otra herramienta importante en la deteccion de la infeccion por COVID-19 es el
diagndstico seroldgico, midiendo la respuesta inmune del hospedador a la infeccién por
SARSCoV-2. El diagndstico seroldgico es especialmente importante para pacientes con
enfermedad leve a moderada que pueden presentar retraso, mas alla de las primeras 2
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semanas de inicio de la enfermedad. Ademas esta deteccién permite conocer el alcance de
COVID-19 en la poblacién e identificar a las personas inmunes y potencialmente
"protegidas" contra la infeccién (16).

Los Ac totales son el marcador seroldgico mas sensible y mas temprano, los niveles
aumentan a partir de la segunda semana de inicio de los sintomas, aunque es posible la
deteccion de IgM e IgG a través de la prueba ELISA al cuarto dia tras el comienzo de los
sintomas (16).

= |gM: Respuesta inmune primaria. Es la primera que se desencadena y representa la
respuesta inicial de nuestro sistema de defensa. Tienen una vida limitada.

= |gG: Respuesta inmune secundaria. Se generan en una “segunda oleada” vy
permanecen durante mas tiempo en el organismo. Respecto al SARS-CoV-2 no
sabemos aun cudnto tiempo van a estar en plasma ni siquiera si van a tener una
funcién protectora.

Biosensores

Los biosensores son dispositivos analiticos que constan de un elemento biolégico de
reconocimiento selectivo (bioreceptor), asociado con un transductor que estd preparado
para detectar el reconocimiento molecular entre el analito y la biomolécula y transformarlo
en una sefal analitica (17,18).

El material biolégico permite la selectividad del biosensor, mientras que la
sensibilidad se debe al transductor. Por eso es muy importante la seleccién adecuada de
ambos componentes (17,19).

El material biolégico se inmoviliza sobre el transductor. Hay distintos métodos de
inmovilizacion que permiten proporcionar un control adecuado de la densidad de
empaguetamiento y de la orientacion de las moléculas, de manera que se facilite el
reconocimiento molecular. Esta inmovilizacién debe garantizar una minima pérdida de la
capacidad de unién entre analito y bioreceptor, ademas de una adsorcién inespecifica de
material biolégico sobre el transductor despreciable (20).

Los tipos de inmovilizacion son adsorcidn, atrapamiento en peliculas, incorporacion a
bicapas lipidicas, inclusidén en el material de electrodo, enlace de afinidad, enlace covalente y
quimisorcion (20).

Mecanismo de un Biosensor

Capa

Biofuncional Transductor

. - SiEtire) bt Sﬂm‘c‘gsm—} Electrodo
D ) Anticuerpo aambiod acM
_> asa —
D. Receptor -
= Detector
) Organulo * SER! fotométrico ~
Senales
- Bacterias Sonido Egézgtccg Eléctricas
i ; Células I
. Cea e Detector
. Tejidos _’ Entalpia termométrico
Compuestos SEMElES  mm—
0 9 Y|

Elemento de
Biorreconocimiento

Figura 4. Esquema de un Biosensor, incorporando los diferentes componentes que pueden integrarlo (17).
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Entre las caracteristicas de los biosensores encontramos su especificidad, elevada
sensibilidad, capacidad de respuesta rapida que desemboca en un corto tiempo de analisis,
su capacidad de inclusién en sistemas integrados, facilidad de automatizacién y
miniaturizacién, capacidad de trabajar en tiempo real, su versatilidad y bajo coste (18).
Todas estas buenisimas propiedades los convierten en opciones muy atractivas como
herramientas analiticas.

Como se aprecia en la Figura 5, el funcionamiento de un biosensor consta de tres
etapas (17):
1. Interaccion especifica del analito presente en la muestra con el material biolégico
inmovilizado sobre el transductor.
2. Deteccién de la variacion de alguna propiedad fisica o quimica del sistema, por el
transductor, debido a la reaccién de reconocimiento selectivo.
3. Procesamiento de la sefial y obtencién de resultados.

Sensibilidad a un
cambio fisico o
quimico

Medio Reconocimiento

Transduccion Obtencién de Obtencién de

complejo del analito sefial mensurable resultados

[ BiosENsOR

I Analito | Biorreceptor | Transductor I Captura de datos I Procesador |

Figura 5: Principio de funcionamiento de un biosensor (17).

Tras esta breve presentacion de los biosensores pasaré a describir un imnunosensor
y un genosensor electroquimico como sistemas para el posible diagndstico del SARS-CoV-2.

A. Inmunosensores

Los inmunosensores son dispositivos que emplean anticuerpos (Ac), proteinas que se
unen de manera selectiva a un antigeno (Ag) especifico y que en condiciones determinadas
también puede reconocer moléculas de pequefio tamafio conocidas como haptenos. Ambos,
antigenos y haptenos son los analitos susceptibles de ser determinados con estos
inmunosensores (18).

Cada Ag o hapteno necesitan la creacion de un Ac especifico, su aislamiento y su
posterior purificacion pudiéndose utilizar tanto Ac policlonales como monoclonales. Los Ac
monoclonales tienen la ventaja de presentar mayor especificidad, pero su sensibilidad es
menor que la de los Ac policlonales (18).

Los Ac son un grupo de glicoproteinas que participan en el sistema inmune
(pertenecen a la inmunidad especifica) conjugandose con los Ag, marcandolos y
destruyéndolos posteriormente. Pertenecen a la familia de las proteinas globulares, las
inmunoglobulinas. Existen cinco clases de Ac o inmunoglobulinas (Ig) denominadas como
IgG, IgA, 1gM IgD e IgE (21).
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En los ultimos afios con mayor frecuencia, se ha avanzado en la produccién de Ac
recombinantes y el uso de fragmentos (Fab, Fab’o Fv) de Ac con el Unico fin de aumentar la
selectividad y disminuir las interacciones no especificas.

En la Figura 6 se observa el esquema de un inmunosensor competitivo. Sobre un
electrodo de grafito-teflén con oro coloidal se inmoviliza el Ac correspondiente al analito y
se aflade albumina para proteger la superficie del electrodo de adsorciones inespecificas.
Una vez preparado el electrodo se afiade una mezcla de Ag marcado con un enzima y la
muestra problema. Finalmente de afiade el sustrato del enzima y se monitoriza el producto
enzimatico.

En este caso, al ser un ensayo competitivo, al aumentar la concentraciéon de analito
en la muestra disminuye la sefial. Esta sefial es proporcional a la concentracion de enzima,
que aumentara cuanto mayor sea la cantidad de Ag marcado unido al Ac, es decir, cuanto
menos analito hay en la muestra.

Siempre se aflade la misma cantidad de Ag marcado y de sustrato enzimatico, para
asi poder realizar el calibrado y conocer la concentracién de analito.

m—o—rcua
| d-F B LN B—C =
_<_< :<< < E 005* 4 MOHQE
Y Y
INMUNOSENSOR INMUNOENSAYO

~ . < o+
Au,-grafito-Teflén  anti-Progesterona BSA  Progesterona Progesterona marcada
con fosfatasa alcalina (AP)

Figura 6. Esquema de un inmunosensor competitivo simultdneo para la deteccion de progesterona (22).

B. Genosensores

Un genosensor es un biosensor en el que el elemento de reconocimiento biolégico
son hebras de ADN (llamada sonda de ADN). El fundamento de su funcionamiento es la
hibridacién con las hebras complementarias, a través de la renaturalizaciéon de la doble
hélice controlada por el rigor o la astringencia en el apareamiento (17,19).

La interacciéon ADN-ADN o ADN-ARN es el fundamento de la deteccion de secuencias
especificas de acidos nucleicos. Se denomina hibridacién al proceso por el cual dos hebras
de acidos nucleicos se unen por reconocimiento de la complementariedad de sus secuencias
de bases, para formar una doble hélice estabilizada por puentes de hidrégeno cooperativos.
Es un proceso de reconocimiento muy selectivo que nos permite realizar el diagndstico de
microorganismos, y en este caso del virus (23).

Inicialmente el origen del material genético de la sonda era ADN o ARN purificado ya
fuese humano, virico o bacteriano, pero en la actualidad, gracias a los avances disponemos
de secuencias sintéticas de oligonucleétidos de elevada pureza, obtenidos por tecnologia del
acido nucleico recombinante o la sintesis quimica (20).
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Los mas frecuentes son los genosensores electroquimicos. En este caso la sonda de
captura se inmoviliza sobre la superficie del transductor electroquimico y la interacciéon
sonda-analito producird un cambio que el transductor transformara en una seiial eléctrica.
La inmovilizacion de la sonda sobre el transductor electroquimico debe realizarse con
cuidado para evitar que ninguno pierda sus caracteristicas funcionales. La inmovilizacién
ideal debe realizarse sobre una superficie por un punto Unico de unién de la molécula en el
extremo 3’ o 5. Obteniéndose asi mayor eficiencia en la reaccion de hibridacién, es una
situacion similar a lo que se produce en disolucién. Asimismo, las capas resultantes deben
ser estables en las condiciones de la operacién y almacenamiento (17).

Como ejemplo se presenta la Figura 7 en la que se observa un genosensor para la
deteccion del SARS-CoV-1. En este se emplea como transductor un electrodo serigrafiado
nanoestructurado con particulas de oro. El elemento de reconocimiento es un
oligonucleétido de 30 bases tiolado en el extremo 3’ complemetario a la diana concreta del
genoma del virus biotinilado en el extremo 3’para su marcaje mediante la adicién del
conjugado estreptavidina-fosfatasa alcalina (AP).

Se afiade la mezcla 3-indoxil fosfato/Ag” (3-IP/Ag’) y tras un tiempo de espera se
produce la catdlisis enzimatica, la plata elemental acumulada en la superficie del electrodo
producida en la reaccién enzimatica, se redisuelve por voltamperometria lineal de
redisolucidon anddica. Debido a la catdlisis enzimatica se genera la sefial analitica que es
proporcional a la concnetarcién de enzima sobre el electrodo, y a su vez, a la concentracion
de analito (19).

| P hion conm ot § dhans ""’\

C niga { Ag*
AT

.

—a
1 Sefr e tawww

Ragislie
20000=500000 my ZATAT mmmﬁzém*;r ’
a A iy Wppems £y oy

il § Rrlla L]
[T
A B
Etapa de construccion del elemento de reconocimiento. Se ordenan Metodologia analitica seguida para la obtencién de
las sondas sobre nanoparticulas de oro por la interaccién S-Au. la sefial analitica

Figura 7. Esquema del funcionamiento de un genosensor para la deteccion de SARS-CoV-1 (19).
C. Diseios actuales de inmuno y genosensores

i. Inmunosensor piezoeléctrico
Zuo et al. (24) desarrollaron un inmunosensor piezoeléctrico (PZ) para la detecciéon
SARS-CoV en esputo en fase gaseosa. El Ac policlonal de caballo contra el SARS-CoV se une a
la superficie del cristal PZ en una orientacién ordenada a través de la proteina A.

La muestra que contiene el Ag se atomiza en aerosol mediante ultrasonido, por el
cual el Ac en el cristal se une especificamente al Ag SARS-CoV. Esto desencadena una
variacidén en la masa de cristal, lo que provoca un cambio de frecuencia. Se registran los
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cambios de frecuencia producidos tras la reaccién Ag-Ac. El esquema de este inmunosensor
piezoeléctrico puede verse en la Figura 8.

En las condiciones dptimas, los cambios de frecuencia dependen linealmente de la
concentracién de Ag en el intervalo de 0,6-4pg/mL.

El dispositivo tiene buena reproducibilidad dado que podria reutilizarse 100 veces sin
pérdida de actividad detectable, buena estabilidad debida a que el inmunosensor fue
estable durante mas de dos meses tras el almacenamiento sobre gel de silice azul a 4-6°C,
ademas de presentar un tiempo de analisis corto, con menos de 2 min, y gran especificidad.

SN

N\

’ " .qi Antigen (o0& ®
@
Antibody Z @ :@ [Crxwa] @
4—Prote|n o000
| «——— Gold Electrode ® N~

Crystal substrate

-—Gold Electrode ® 2000

Figura 8. Esquema de un inmunosensor piezoeléctrico (24).

ii. Genosensor electroquimico
Un estudio realizado por Agustin Costa-Garcia y col. (25) utilizaron un complejo de
oro como marcador electroactivo para monitorizar los ensayos de hibridacion en electrodos
de carbono vitrificado.

El oro idnico esta unido a una secuencia de 30 mer del virus SARS, responsable de la
neumonia atipica, utilizando aurotiomalato de sodio. Con el fin de marcar ésta sola hebra, se
prepara una mezcla de aurotiomalato de sodio junto con la hebra. Se incuba durante 24 h a
37°Cy, finalmente, el oro libre se separa de la cadena marcada mediante una membrana de
dialisis en una disolucidon de NaCl 0,15 M (pH 7’5).

El sensor de hibridacién de ADN fue disefiado para inmovilizar la sonda
complementaria en la superficie del electrodo pretratado. La reaccidn de hibridacidn tiene
lugar con la hebra marcada con oro. La determinacidn electroquimica se basa en el efecto
catalitico del oro electrodepositado en la reduccién de iones de plata afiadidos
posteriormente al electrodo. El esquema se muestra en la Figura 9.

En condiciones experimentales no extremas, se obtuvo un limite de deteccién de 15
fmol (30uL), y se logré la discriminacién entre un oligonucleétido complementario y un
oligonucleétido complementario con tres bases diferentes. Para la discriminacién de una
secuencia complementaria con un error de una sola base, fue necesario el uso de
condiciones mas severas (50% de formamida en el tampdn de hibridacién).
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Figura 9. Esquema de un genosensor de hibridacion de ADN (25).
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ii. Determinacion de micro ARN
Vargas et al. (26) realizaron un trabajo en el que describieron un magnetobiosensor
amperomeétrico sensible para la determinacion rapida y sencilla de microARN (miARN).

En la estrategia desarrollada se implica el uso de la hibridacion directa del miARN
objetivo (miARN-21) con una sonda de ADN biotinilada complementaria inmovilizada en
microparticulas magnéticas modificadas con estreptavidina (MB) y la reaccién de los
heteroduplex resultantes con un Ac especifico de ADN-ARN marcado con la proteina A
(ProtA) conjugada con un homopolimero de peroxidasa (HRP) (Poly-HRP40) como un
marcador enzimatico para la amplificacidn de la sefial.

La deteccion amperométrica se realiza tras la captura magnética de las
microparticulas sobre la superficie del electrodo de trabajo, electrodos de carbono
serigrafiados desechables (SPCE) utilizando el sistema H,0,/hidroquinona (HQ). La magnitud
de la sefial catddica obtenida a -0,20V (frente al electrodo de pseudo-referencia Ag) mostré
una relacion lineal con la concentracion del miARN sintético en el intervalo de 1,0 a 100 pM.
El método proporciond un limite de deteccién (LOD) de 10 attomoles (en una muestra de
25uL) sin ninguna amplificacién de miARN en solo 30 minutos (una vez que se prepararon los
MB de la sonda de captura de ADN). Este enfoque mostré una mejor sensibilidad en
comparacion con la de los biosensores construidos con el mismo Ac anti-ADN-ARN de
captura en lugar de un segundo anticuerpo de deteccién, y ademds se marcd con un
conjugado Strep-HRP en lugar del homopolimero Poly-HRP40. Esquema que se muestra en la
Figura 10.

La estrategia desarrollada implica un protocolo de trabajo de un solo paso, asi como
la posibilidad de aumentar la sensibilidad debido a que se aumenta el nimero de moléculas
HRP unidas a la proteina A, por lo que incrementa proporcionalmente la concentracion de
enzima por heteroduplex ADN/miARN formado. La utilidad préctica se demostré mediante la
determinacién de los niveles endégenos del miARN diana maduro en 250ng de ARN total
bruto (ARNt) extraido de células epiteliales normales mamarias humanas (MCF-10A) vy
células cancerosas (MCF-7) y tejidos tumorales.
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Figura 10. Esquema de los fundamentos del biosensor amperométrico desarrollado para la
determinacion de microARN (miARN) (26).

D. Propuesta de un disefio de diagnostico hipotético

Para la deteccion del COVID-19 se plantea el disefio de un biosensor electroquimico
formado por electrodos de carbono serigrafiados (SPCE) desechables. Estos SPCE constan de
un electrodo de trabajo de carbono de 4 mm de didametro, un electrodo contador también
de carbono y un electrodo de pseudoreferencia de plata (Ag), pudiéndose usar como
transductores electroquimicos. Se muestra en la Figura 11.

T Electrodo auxiliar
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4EE=" o Electrodo de trabajo
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] ” || || . Contactos eléctricos
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Figura 11: Biosensor electroquimico formado por electrodos de carbono serigrafiado (SPCE) desechable
(27).

Se pueden aprovechar la gran afinidad mostrada por los Ac contra heterohibridos
ARN/ADN. El diagndstico se asienta en la determinacidon del ARN del SARS-CoV-2. Este se
basa en la hibridacion del ARN de la muestra con la sonda de ADN complementaria
biotinilada (b-ADNCp) inmovilizada en microparticulas magnéticas funcionalizadas con
estreptavidina (Strep-MPs), el reconocimiento de los heterohibridos ADN-ARN
perfectamente combinados con un Ac especifico para heterodiplex ADN-ARN, marcado con
proteina A conjugada con un homopolimero HRP (ProtA-PolyHRP40); y deteccién
amperométrica en SPCE. Este proceso se puede ver en el esquema de la Figura 12.

En este caso el Ac actia como elemento de deteccion, en vez de elemento de
captura, de los heteroduplex ADN-ARN previamente unidos a las microparticulas.

Una vez que se ha realizado la captura magnética de las MP sobre los electrodos de
carbono, se afiade una mezcla de H,0,/hidroquinona (HQ), y tras la reaccién enzimatica se
mide la corriente catalitica generada por la BQ formada enzimaticamente. La magnitud de la
corriente catddica se relaciona con la concentraciéon del ARN diana de la muestra analizada.

Es necesario que se lleve a cabo la captura selectiva del ARN objetivo en las MP
modificadas con b-ADNCp y el marcaje de los heteroduiplex b-ADNCp-ARN con el Ac anti-
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ADN-ARN unido al conjugado ProtA—PolyHRP40. Ademas de la deteccién amperométrica de
la corriente catédica producida por la adicién de H,0,, utilizando HQ como mediador redox
en disolucidn, después de la captura magnética de las MP modificados en la superficie del
electrodo de trabajo del SPCE.

La extraccién de ARN se puede realizar de la siguiente manera, se lavan las células de
la muestra de exudado con PBS, se rascan y centrifugan. Después de homogeneizar el
sedimento durante 5 min en reactivo Tri Reagent a temperatura ambiente, se realiza la
extraccion con cloroformo y el ARN, en la fase acuosa superior, se precipita con alcohol
isopropilico y se lava dos veces en EtOH al 70%. Finalmente, el sedimento se seca durante 10
minutos en una placa de calentamiento a 802C, se disuelve en agua libre de ARNasa y se
almacena a -80°C. La calidad y concentracidon del ARN se evalia midiendo la absorbancia a
las longitudes de onda apropiadas (260, 230 y 280nm), obteniendo valores de relacion que
confirman ARN puro.

Para realizar el paso de hibridacion es posible utilizar diferentes protocolos, como se
trata de un diagndstico es importante que sea rdpido, mejor emplear un protocolo en el que
la hibridacion y el marcaje se realicen en un solo paso incubando los bADNCp-MP en una
disolucién que contiene una mezcla del ARN objetivo, el Ac anti-ADN-ARN y ProtA- HRP40
durante 30 min.

La muestra no debe ser superior a 250ng de ARN para no superar la cantidad de
bADNCp inmovilizado en los MP y por tanto disminuiria la respuesta amperométrica.

Para capturar las microparticulas magnéticamente en la superficie del electrodo de
carbono de trabajo, se situa el SPCE en una carcasa de tefléon con un imdan encapsulado. Las
reacciones de hibridacion se controlan midiendo la corriente de reducciéon que genera de la
benzoquinona (BQ) formada en la oxidacién catalizada por HRP de HQ tras la adicién de una
disolucién de H,0, usando amperometria en disoluciones agitadas. Se sumerge el conjunto
de bloque de retencion de SPCE/iman en una célula electroquimica que contiene 10 ml de
disolucién tampdn de fosfato de sodio 0,05 M (pH 6,0) y HQ 1,0 mM (preparado justo antes
de realizar la medicion electroquimica) y aplicando un potencial de deteccidn de -0,20V vs
electrodo de pseudoreferencia Ag. Una vez la linea de base se estabiliza (~60 s), se
agregaron 50 pL de H,0, (0.1 M) y se registra la corriente hasta alcanzar el estado estable
(100 s). La magnitud de la corriente catédica medida estd relacionada con la cantidad de HPR
inmovilizada en la superficie de las MP, que estd a su vez relacionado con el nimero de
heteroduplex formados y por tanto, es proporcional a la concentracion de ARN en la
muestra.
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Figura 12: Esquema del disefio de la propuesta del diagndstico de SARS-CoV-2.

7. CONCLUSION:

Este trabajo describe un nuevo biosensor electroquimico desechable para la
deteccién rapida, facil y sensible de la COVID-19. Combina el uso de una sonda de captura
selectiva de ADN especifico con tecnologia de macroparticulas magnéticas para la
identificacion del material genético, ARN, del SARS-COV-2.

Dentro del grupo de los inmunosensores, aquellos que estan basados en la deteccidn
electroquimica, son los mas usados debido al bajo coste de los instrumentos empleados, la
sensibilidad, facilidad de miniaturizacién y potencial de portabilidad para analisis in situ.

Poseen diversas ventajas que los consolidan como métodos de transduccion
ampliamente utilizados. Entre estas ventajas se encuentra la naturaleza interfacial de las
medidas electroquimicas, que posibilita la monitorizacion de volimenes pequefios de
muestra, lo que hace que los inmunosensores electroquimicos sean especialmente
adecuados para la monitorizacion “in vivo”. Ademas, son altamente sensibles, sencillos, de
facil manejo, bajo coste y facil miniaturizacidn.

Los genosensores electroquimicos representan un gran impacto en el diagndstico
debido a que son técnicas de gran rapidez vy, sensibilidad, son capaces de simplificar el
procedimiento de manera que lo reducen a un par de etapas en comparacién a las
metodologias clasicas, bajo coste, posibilidad de produccion masiva y de hibridacién en fase
solida. Su transferencia a la industria estd en proceso de evaluacién, debido a la falta de
relacion entre el desarrollo cientifico y las expectativas comerciales. Las limitaciones que
presentan vienen dadas por la dificultad en la deteccién del ADN:

La deteccidén electroquimica directa posterior a la hibridacién puede ser dificil.
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Es necesario el marcaje para poder monitorizar la reaccién de hibridacion y producir
la sefial de deteccidn relacionada con la concentracion de analito.

Hasta ahora se cuenta con un inmunosensor electroquimico y con un genosensor
electroquimico para poder diagnosticar el contagio por SARS-CoV. Pero si aunamos las
ventajas de ambos en un nuevo método tratando de eliminar las limitaciones de cada uno
de ellos, podemos estar ante un nuevo método de diagndstico competente que puede
ahorrar tiempo a la hora de la determinacidon de la enfermedad y comenzar antes con el
tratamiento sintomatico.

Entre las ventajas de este hipotético método de diagndstico propuesto, se
encuentran que es una estrategia sensible y selectiva que no necesita la amplificacion de los
acidos nucleicos. Ademas de la obtencién de los resultados en un corto periodo de tiempo,
la simplicidad, el bajo coste y la viabilidad de adaptar la sensibilidad final, lo convierte en una
técnica prometedora. Todo ello hace que esta técnica pueda ser util para la determinacién
de cualquier ARN y realizar multiples analisis.

El hecho de que se pueda utilizar como muestra a analizar un aerosol, implica gran
beneficio a la hora de diagnosticar esta enfermedad respiratoria, porque facilita y abarata la
adquisicion de muestras, ya que simplifica el proceso de toma de muestra.

Este biosensor es un dispositivo muy interesante y atractivo dado que ofrece una
alternativa a las metodologias basadas en PCR para detectar secuencias de ARN. También
permite abordar gran variedad de problemas bioldgicos como analisis de alimentos,
biodiagndstico, monitorizacion ambiental y cribado genético.
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