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El papel de la nanociencia y la nanotecnologia
en el marco de la pandemia de Covid-19

The role of nanoscience and nanotechnology
in the strife against the Covid-19 pandemic
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ABSTRACT: In December 2019, the coronavirus type 2 causing severe acute respiratory syndrome
(SARS-CoV-2) emerged in China, and with it the coronavirus disease Covid-19. This virus was more
contagious than its predecessors, sparking a pandemic after four months of the first reported
case. In view of this, priority is given to the development of a treatment and a vaccine, as well as
the improvement of current diagnostic methods. This review article explores the contributions
that nanoscience has made, what is in development and what it can provide for the monitoring
and containment of the pandemic. It is shown how surface plasmon resonance (RPS) has been
used to improve and miniaturize measurement systems. Likewise, details are presented on the
development of a potential vaccine based on nanomaterials and messenger RNA, explaining the
synthesis methods, formulation and mechanism of action. Based on available information, it is
possible that this vaccine will achieve efficient immunization against SARS-CoV-2, which would
be one of the greatest milestones in the fields of nanoscience and nanotechnology.
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RESUMEN: En diciembre de 2019, surge en China el virus coronavirus de tipo 2 causante del sin-
drome respiratorio agudo severo (SARS-CoV-2) y con ello la enfermedad por coronavirus Co-
vid-19. Este virus resultd mas contagioso que sus predecesores, lo cual desatd una pandemia
tras cuatro meses del primer caso reportado. De cara a ello, se prioriza el desarrollo de un tra-
tamiento y una vacuna, asi como la mejora de los actuales métodos de diagndstico. Este articu-
lo de revision explora los aportes que la nanociencia ha hecho, lo que se encuentra en desarro-
llo y qué puede proveer para el seguimiento y contencion de la pandemia. Se muestra como se
ha aprovechado la resonancia del plasmon de superficie (RPS) para mejorar y miniaturizar los
sistemas de medicion. Asimismo, se presentan detalles sobre el desarrollo de una potencial
vacuna basada en nanomateriales y ARN mensajero, explicando los métodos de sintesis, la for-
mulacion y el mecanismo de accion. De acuerdo con la informacion disponible, es posible que
esta vacuna logre una inmunizacion eficiente contra el SARS-CoV-2, lo cual seria uno de los ma-
yores hitos en los campos de la nanociencia y la nanotecnologia.
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Antecedentes

En diciembre de 2019, una escalada en los casos de infecciones respiratorias
se registr6 en la ciudad de Wuhan, provincia de Hubei, China (Huang, Chao-
linetal., 2020). Esta neumonia atipica rememora las infecciones respiratorias
emergentes de 2002 y 2012, conocidas como SARS (severe acute respiratory
syndrome) y MERS (Middle East respiratory syndrome), respectivamente (Cas-
caella et al., 2020). Para el 31 de diciembre de 2019, el gobierno chino reporté
el brote a la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), sefialando como agen-
te etiol6gico un virus, el cual fue nombrado por el Comité Internacional de
Taxonomia de Virus como sindrome respiratorio agudo severo por coronavi-
rus 2 (SARS-CoV-2) (WHO, 2020a). En febrero de 2020, la OMS denomina al
sindrome respiratorio como enfermedad por coronavirus de 2019 (Covid-19,
por su abreviatura en inglés) (WHO, 2020a). El inicio del brote fue rastreado
hasta un mercado de productos frescos y animales vivos en Wuhan, lo que
aporté informacién para clasificar la infeccién como zoonética y de alta trans-
misibilidad entre humanos; ello con base en sélida evidencia genética y epide-
mioldgica (Andersen et al., 2020). El ntumero de reproduccién basica (Ry), un
indicador de transmisibilidad del virus, ha sido estimado tanto por la OMS
como por diversos estudios académicos independientes, encontrando un va-
lor promedio de 3.28, con una mediana de 2.79 (Liu et al., 2020; He et al.,
2020). Este valor es mayor a aquellos observados para la influenza HINI
(1.14-1.36) (Glass et al., 2012) y el SARS (2.2-3.6) (Lipsitch et al., 2003), y es
indicativo de que, en un entorno sin medidas de contencién, un individuo in-
fectado es capaz de contagiar a mds de dos personas en un periodo de tres a
cuatro dias (Liu et al., 2020; He et al., 2020). No obstante, el valor de R, es di-
ndmico y puede aumentar o descender en funcién de las medidas guberna-
mentales de contencidn social, seguimiento epidemiolégico y tratamiento de
los enfermos (Fang et al., 2020). E1 11 de marzo de 2020, la OMS declara a Co-
vid-19 como una pandemia (WHO, 2020a), lo que lleva el reto a cotas globa-
les, obligando a los gobiernos a replantearse sus relaciones con el mundo y a
encarar uno de los aspectos mas negativos de la sociedad globalizada, la rapi-
da diseminacién de las enfermedades emergentes. Al respecto, se prevé que
Covid-19 llegue a convertirse en una enfermedad endémica en todo el mun-
do, para lo cual el Centro de Control de Enfermedades de los Estados Unidos
ha usado el neologismo «hiper endémico». Para mediados de mayo de 2020, la
OMS reporté més de 4.5 millones de casos de Covid-19 confirmados a nivel
mundial, incluyendo 307,337 defunciones (WHO, 2020b). En comparacién,
los coronavirus causantes de SARS y MERS produjeron cerca de 10,000 infec-
tados, con tasas de mortalidad del 10 y 37%, respectivamente (Peeri et al.,
2020). Hasta el momento de la publicacién de este trabajo, los casos de Co-
vid-19 han superado en 450 veces a las infecciones emergentes previas, mien-
tras que la mortalidad se mantiene en alrededor del 7% (WHO, 2020b).
Los objetivos de este articulo de revisién son los siguientes:
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+  Proporcionar al lector una visién general de la enfermedad Covid-19
y su agente etioldgico, el virus SARS-CoV-2.

+  Dar a conocer las aportaciones de la nanociencia en la construccién
del actual cuerpo de informacién que se tiene sobre la naturaleza del
virus, su interaccién con el cuerpo humano y los métodos de detec-
cién y cuantificacién actualmente disponibles para corroborar el
diagndstico de los pacientes y dar seguimiento a la epidemia con in-
formacién fidedigna.

+  Presentar algunos casos en los que la nanociencia y la nanotecnolo-
gia han provisto de mejoras a los actuales métodos de medicién del
SARS-CoV-2 en ensayos moleculares varios que pueden garantizar
la deteccién temprana y certera de la infeccién.

+  Divulgar las potencialidades de la nanotecnologia para encarar y/o
dar soluciones a los grandes retos que trae consigo esta pandemia,
siendo uno de ellos la formulacién de una vacuna eficaz para inmu-
nizar a la poblacién global.

Sobre el virus y la enfermedad

El SARS-CoV-2 es un virus perteneciente al género -coronavirus, cuyo ma-
terial genético es una cadena de acido ribonucleico (ARN). El material gené-
tico del virus (aproximadamente 30 kb) se halla protegido del medio por cua-
tro proteinas estructurales principales (ver figura 1), las cuales se describen
a continuacién (Bar-On et al., 2020).

La proteina E (envoltorio) es un componente transmembrana del virus, el cual esta
involucrado en el intercambio de iones entre el interior de la particula viral y el en-
torno. También interviene en el proceso de ingreso del virus a la célula hospedera
mediante interacciones con las proteinas de la membrana celular.

La proteina M (membrana) es una glicoproteina que funge como membrana de la
particula viral y da soporte a la proteina E. La proteina M es la mds abundante en
las particulas virales, y consiste de tres dominios transmembrana. Esta proteina es
crucial en el ensamblaje de las particulas virales, pues provee el andamiaje que da la
forma y estructura al virus.

La proteina S (espiga) es una glicoproteina transmembrana que sobresale de la parti-
cula viral, poseyendo un ectodominio mayor a los 10 nm. Esta proteina esta formada
hasta por 300 monémeros, cuyas subunidades S1y S2 son las que llevan al anclaje
del virus en los receptores de las células hospederas.

La proteina N (nucleocdpsula) estd unida al material genético del virus, formando la
«nucloecapside», la cual protege al ARN del medio, y es fundamental para la libera-
ci6n del ARN en el citoplasma de la célula infectada.
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Figura 1. Representacion esquematica del virus SARS-CoV-2.

Diametro: ~ 100 nm
Voumen: ~108 nm3
Masa: ~103 MDa

Proteina M
(Membrana)
Proteina S /

Tamano: ~10

nm

Afinidad con

receptor ACE-2

K4= 1-30 nM
Proteina N

y ARN

Proteina E

Nota: Se muestra el material genético ARN y las cuatro proteinas estructurales mas importantes:
membrana (M), envoltorio (E), nucloepéptido (N) y espiga (S). También se provee informacion estruc-
tural del virus y su principal dominio de enlace con las células hospederas.

Fuente: Elaboracion de los autores.

El virus cuenta también con 10 a 14 proteinas no estructurales o funcio-
nales, conocidas como OREF (open reading frame), cuyas funciones perma-
necen ain poco conocidas (Bar-On et al., 2020). La identidad genética del
virus mantiene un 97% de similitud con uno de los -coronavirus que in-
fecta a los murciélagos, mientras que se guarda una menor compatibilidad
genética con los virus SARS-CoV (75-80%) y MERS-CoV (50%) (Zheng,
2020; Bar-On et al., 2020).

Normalmente, los 3-coronavirus infectan a animales silvestres como los
murciélagos, los camellos o los pangolines. No obstante, desde la década de
los 60 del siglo XX, se tiene conocimiento de mutaciones que hacen a los
virus infecciosos para los seres humanos, siendo conocidos como «corona-
virus humanos» (HCoV) (Hamre y Procknow, 1966). Los primeros cuatro
HCoV reportados en humanos (HKU1, OC43, NL63 y 229E) son causantes
de sintomas respiratorios y gastrointestinales leves a moderados (Corman et
al., 2018). No obstante, a partir del siglo XXI, los nuevos HCoVs son capaces
de desencadenar complejos cuadros de sindromes respiratorios severos, ini-
ciando en 2002 con el SARS-CoV, después en 2012 con el MERS-CoV y en
2019 con el SARS-CoV-2 (Bar-On et al., 2020).

Los estudios genéticos hasta ahora realizados relacionan la patogenicidad
de los coronavirus hacia los humanos con una mutacién en los dominios de
unién con el receptor (DUR) que se hallan en la glicoproteina S (Tang et al.,
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2020; Wrapp et al., 2020). De este modo, la fisiopatologia del virus inicia con
el enlace entre el dominio de unién de la proteina S con los receptores de la en-
zima convertidora de angiotensina 2 (ECA2) (Lan et al., 2020), los cuales son
abundantes en las células neumocito tipo II de los alveolos (Kuba et al., 2005).
Esta unién se ve facilitada por la proteina TMPRSS2, misma que actia como
co-factor al separar a dos de los mondémeros de la proteina S para incrementar
la eficiencia de fusién entre la proteina Sy el receptor ECA2, como se muestra
en la figura 2 (Hoffmann et al., 2020). Cabe mencionar que los receptores
ECA2 estan presentes en células del corazén, rifién, intestino delgado, bazo,
colon e higado, resultando en padecimientos concomitantes relacionados con
estos érganos durante la infeccién (Hamming et al., 2004). Por esta razén, al-
gunos casos de Covid-19 cursan con diarrea; ademas, el dafio a nivel celular en
otros érganos puede generar disrupcién a nivel tisular, acompariado de una
respuesta exacerbada del sistema inmune innato, resultando en una tor-
menta de citosinas, como se ha observado en algunos pacientes en etapas
avanzadas de la infeccién. Aunque la principal entrada del virus al cuerpo es
la via aérea, este puede alcanzar otros érganos migrando al torrente san-
guineo tras cruzar la barrera hemato alveolar (Ziegler et al., 2020).

El virus penetra en la célula hospedera por endocitosis, rodedndose por
la membrana celular para crear un endosoma 4cido, el cual se transporta por

Figura 2. Entrada del SARS-CoV-2 a la célula hospedera.
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Nota: EL dominio de union al receptor de la proteina S en la superficie del virus queda expuesto por la
interaccion de la proteina TMPRSS2, la cual expone a la proteina S1'y facilita el contacto con el recep-
tor ECA2. Posteriormente, ocurre la endocitosis del virus, fracturando la membrana celular.

Fuente: Elaboracion de los autores.
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el citosol para posteriormente desensamblarse y liberar al material genético
viral (ARN) en el citoplasma. Con ayuda de los ribosomas de la célula hospe-
dera, el ARN viral se traduce para generar poliproteinas no estructurales,
mismas que son transformadas por proteasas en la enzima ARN polimerasa
dependiente del ARN, la cual replica al material genético y a las proteinas es-
tructurales del virus, como partes separadas en el citosol (Yuki et al., 2020).
Las partes del virus son llevadas a los organelos celulares, como el aparato de
Golgi o el reticulo endoplasmatico, para ensamblar a una particula viral ac-
tiva. Los virus ensamblados salen de la célula, llevando consigo parte de la
membrana celular, lo que causa estrés celular (Fu et al., 2020). Esto genera
una respuesta por parte de las células dafiadas, marcada por la generacién de
interleucinas, llevando en algunos casos a una respuesta exacerbada del sis-
tema inmune innato, la cual puede terminar en una tormenta de citoquinas
con potencial de llevar a la muerte (Fu et al., 2020; Yuki et al., 2020).

Aportes de la nanociencia y la nanotecnologia para
el seguimiento y control de Covid-19

El inicio de este milenio ha dejado en claro a la humanidad que las enferme-
dades emergentes son un agente disruptor del statu quo. Este asunto priorita-
rio ha sido sistemdaticamente dejado de lado por las instituciones guberna-
mentales solo para retornar con mayor fuerza. En 2002, inician los brotes de
SARS en el sureste asiatico; tras contener el brote epidémico, la inversién para
la investigacién del agente infeccioso se redujo sustancialmente sin que se lle-
gara a desarrollar una vacuna. Posteriormente, llegaron las olas de influenza
aviar (H5N1) y porcina (H1N1), para en 2012 dar paso al MERS en Medio
Oriente, epidemia que fue vista como un problema desvinculado de occiden-
te. En los inicios de la tercera década del siglo aparece el Covid-19, con una
sorprendentemente alta tasa de transmisién, generando un sindrome respi-
ratorio agudo y en ocasiones una exacerbada respuesta del sistema inmune
innato. De cara a este panorama, pareciera que los virus estdn afinando sus
mecanismos de propagacién para lograr una propagacién global.

Por su parte, la especie humana también ha alcanzado un alto grado de
sofisticacién, manipulando, tanto en el laboratorio como en ensayos in vitro
e in vivo, nanoparticulas més pequenas que los propios virus. Estos nanoma-
teriales proveen a la medicina de un enorme arsenal para: a) caracterizar y
cuantificar virus; b) alcanzar estandares adecuados de sanitizacién; c) me-
jorar los tratamientos contra algunas enfermedades, y, d) lograr inmunizar
de manera eficaz contra algunas enfermedades infecciosas.

Aun cuando la pandemia lleva menos de seis meses, una importante
cantidad de trabajos se han realizado para abordar estos rubros desde la na-
nociencia y la nanotecnologia. Estas investigaciones parten de estudios pre-
vios realizados para otros HCoV. Por ejemplo, Warnes et al. (2015) encon-
traron un 70% de inactivacién del virus 229E en superficies recubiertas con
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nanoparticulas de cobre y de aleaciones de cobre, lo cual se atribuy? a la ge-
neracién de especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) por
parte de los iones Cu®** en la superficie de las nanoparticulas. En abril de
2020, la empresa Nanotech Surface llevé a cabo la sanitizacién en edificios y
calles de Milan empleando una suspensién de TiO, y nanoparticulas de
plata. Los promotores de esta solucién aseguran que las superficies tratadas
pueden inactivar al virus SARS-CoV-2 hasta por 2 afios (Nanotech Surface,
2020). Las propiedades desinfectantes del TiO, como fotocatalizador (Zan et
al., 2007) y agente sanitizante en espacios no iluminados es ampliamente
conocida (Mazurkova et al., 2010), y se basa tanto en la produccién de ROS
como en las interacciones idnicas del semiconductor con las proteinas es-
tructurales de los virus. En el caso del desarrollo empleado por la compaiiia
Nanotech Surface, no se ofrece mayor informacién sobre el funcionamiento
del producto a largo plazo. Los autores especulan que se puede tratar de una
pintura que contiene TiO, y nanoparticulas de plata de liberacién prolon-
gada, lo cual mantendria a la superficie en un continuo proceso de esteriliza-
cién. Esto no necesariamente es garantia de la inactivacién del SARS-CoV-2
en superficies por un periodo tan prolongado, por lo que estudios a largo
plazo son necesarios.

Las propiedades tnicas que presentan las nanoparticulas metdlicas,
como la resonancia del plasmén superficial (RPS), han sido aprovechadas
parala identificacién de biomoléculas y sus interacciones con otras macromo-
léculas. Existen en el mercado dispositivos espectrométricos para el segui-
miento de las fluctuaciones de la sefial plasmoénica emitida por nanoparti-
culas metdlicas tras ser funcionalizadas con moléculas organicas e interactuar
con biomoléculas en muestras acuosas. Ejemplos de estos dispositivos son el
sensor «chip CM5» y el sistema «P4SPR», los cuales cuentan con recubri-
mientos de nanoparticulas de oro. Estos dispositivos han sido empleados

Figura 3. Sensor chip CM5.
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Fuente: Cortesia de Biophysics Core Instruments. (Biacore, 2011).

[



Mundo Nano | ARTICULOS DE INVESTIGACION | www.mundonano.unam.mx
14(27), 1e-29e, julio-diciembre 2021 | https://doi.org/10.22201/ ceiich.24485691€.2021.27.69647
Juan Carlos Duran Alvarez, Carolina Martinez Avelar, Daniel Mejia Almaguer

para la determinacién de interacciones de la proteina S del SARS-CoV-2 con
los receptores moleculares en las membranas de las células hospederas.

En las primeras semanas de la epidemia, se determind la afinidad de la
proteina S del SARS-CoV-2 al receptor ECA2, mostrando una cinética de
unién de 10 a 20 veces més alta que lo observado en su momento para el virus
SARS-CoV (Wrapp et al., 2020), explicando la alta virulencia del segundo. En
un estudio mds reciente, enfocado en el tratamiento de la infeccién, Mycroft-
West et al., (2020) observaron una interaccién quimica entre el DUR de la
proteina S del SARS-CoV-2 con el anticoagulante heparina, usando un equipo
P4SPR, lo cual puede dar sustento bioquimico a una alternativa de trata-
miento de la infeccién empleando heparina de bajo peso molecular (Yin et al.,
2020). Este protocolo de tratamiento ya se ha comenzado a implementar en
hospitales de China, Europa y América, con el fin de disminuir el riesgo de
coagulemia, al mismo tiempo que se saca provecho del efecto antiinflama-
torio de la heparina. Es posible que el uso de este anticoagulante en etapas
tempranas del virus disminuya la magnitud de la infeccién.

Mejora en las técnicas de diagndstico para Covid-19.
Estado del conocimiento

La eficiencia en el diagnéstico ha sido sustancial para promover la preven-
cién, el seguimiento y la contencién de brotes epidémicos. Este paso es cru-
cial para obtener informacién que permita tomar las medidas sanitarias ne-
cesarias para que el sistema de salud provea atencién adecuada a los
infectados sin llegar a colapsar. Asi, es posible asegurar atencién a los pacien-
tes en diferentes etapas de la enfermedad, sobre todo cuando no existe tra-
tamiento o vacuna, como es el caso de Covid-19.

El protocolo aprobado por la OMS para la deteccién del SARS-CoV-2 en
muestras de mucosas de vias respiratorias humanas es conocido como «Pro-
tocolo Berliny, el cual se basa en la deteccién y cuantificacién del virus me-
diante el método de la reaccién en cadena de la polimerasa con transcriptasa
inversa (RT-PCR, por sus siglas en inglés) (Corman et al., 2020). El procedi-
miento inicia con la extraccién del material genético del virus, removiendo
las proteinas estructurales y recuperando secuencias especificas de ARN.
Posteriormente se promueve la transcripcién reversa del ARN, para formar
una molécula de ADN, seguido por la reaccién en cadena de la proteina poli-
merasa que amplifica esta secuencia a lo largo de ciclos alternados de calen-
tamiento: a 55 °C para la transcripcién inversa del ARN, ya 95y 58 °Cen la
replicacién del ADN. Para lograr resultados cuantitativos se adiciona el
agente primer FAM (6-carboxifluoresceina) unido a un oligonucleétido para
producir fluorescencia durante la apertura de la doble cadena en la replica-
cién del ADN. Para SARS-CoV-2, las secuencias objetivo usadas en esta
prueba suelen ser la de la RNA polimerasa dependiente del RNA (RdRp), la
proteina estructural E, y en ocasiones la proteina N o la secuencia ORF1lab.
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En un anélisis cuantitativo de PT-PCR en tiempo real, la sensibilidad suele
ser alta, con valores tan bajos como 3.7 copias para detectar la secuencia
RdRp (Chan et al., 2020). No obstante, estudios recientes de los mismos de-
sarrolladores del Protocolo Berlin advierten de posibles errores en la detec-
cién y cuantificacién del método al emplear la secuencia RdRp, abogando
mas por el uso de la secuencia de proteinas estructurales E y N (Corman y
Drosten, 2020). Una alternativa al RT-PCR es la técnica conocida como RT-
LAMP (reverse transcription loop-mediated isothermal amplification), en la cual
las cadenas de ADN son amplificadas a una temperatura constante entre 60
a 65 °C. Un notable incremento en la replicacién de las cadenas de ADN se
obtiene por la adicién de loop—primers durante la replicacién. Al igual que
para RT-PCR, la cuantificacién se realiza por espectrofotometria y otras téc-
nicas 6pticas.

Los métodos moleculares de deteccién del virus tienen desventajas,
como la necesidad de personal calificado e instalaciones especiales para la
realizacién de las pruebas, por lo que en la mayoria de los casos no se cuenta
con unidades moéviles en los centros de salud o en comunidades remotas, lo
cual lleva a un importante retraso en la realizacién en serie de las pruebas y
en el manejo de los resultados. Por esta razén, las pruebas de deteccién del
SARS-CoV-2 se mantienen como confirmatorias, y se aplican solamente
después de un diagnéstico de Covid-19 por una valoracién clinica. Asi-
mismo, cabe la posibilidad de obtener falsos negativos. En un estudio de
205 pacientes clinicamente diagnosticados para Covid-19, la prueba confir-
matoria por RT-PCR fue mayor en muestras de lavado broncoalveolar
(93%), seguido de muestras de esputo (72%), muestras tomadas con hisopo
nasal (63%) y el més bajo fue para las muestras tomadas solamente con hi-
sopo faringeo (32%). Los resultados falsos negativos aparecen cuando las
muestras son recolectadas al inicio de la enfermedad y la deficiencia en la
técnica de muestreo, especialmente de hisopados nasofaringeos (Wang et
al., 2020).

Junto con los ensayos genéticos para la detecciéon del SARS-CoV-2,
existen pruebas serolégicas que evaltian la aparicién de los anticuerpos gene-
rados por las células linfociticas en virtud de la exposicién a los antigenos ge-
nerados por las subunidades virales. En el caso del SARS-CoV-2 los anti-
cuerpos son generados para los antigenos de las proteinas Ny S (Long et al.,
2020). Estos ensayos miden principalmente las inmunoglobulinas M y G, las
cuales aparecen en diferentes estadios de la enfermedad y tras la recuperacién
del paciente, a través de ensayos inmunoldgicos (e.g. ELISA). Las pruebas se-
rolégicas son mucho menos precisas que las genéticas, especialmente porque
las inmunoglobulinas comienzan a aparecer 7 dias después del contagio;
aunque este lapso puede variar en funcién de la severidad de la infeccién. En
contraste, los métodos RT-PCR y RT-LAMP pueden medir el agente patégeno
desde los primeros dias de la infeccién y en muestras variadas, como mu-

cosas, esputo o heces (figura 4).
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Figura 4. Cinética de la respuesta a SARS-CoV-2 mediante ensayos moleculares de tipo RT-PCR y sero-
logicos para la determinacion de inmunoglobulinas.
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Fuente: Elaboracion de los autores con informacion de: Nalla et al. (2020), Zheng et al. (2020), Wélfel
et al. (2020), Wang et al. (2020), Guo et al. (2020), To et al. (2020) y Pan et al. (2020).

El uso de materiales nanométricos puede incrementar la
eficiencia de las pruebas convencionales para la deteccion
de SARS-CoV-2

Previo a los ensayos moleculares para la deteccién del virus, se requiere la ex-
traccién cuantitativa del ARN viral a partir de muestras de mucosas. El méto-
do convencional de extraccién y purificacién de ARN emplea una columna gi-
ratoria de silice, iniciando con la lisis de las particulas virales, seguido por
varios ciclos de centrifugacién, lavado y elucién de la columna. Una baja efi-
ciencia de extraccién conlleva a obtener sefiales pobres durante la amplifica-
cién y con ello a falsos negativos. Ademds, la presencia de impurezas de la
muestra puede incrementar la concentracién de inhibidores de la polimerasa,
ocasionando lecturas poco confiables. Como alternativa, se presentan los mé-
todos de extraccién del material genético empleando nanoparticulas magné-
ticas, lo que elimina los pasos de centrifugacién en la extraccién del material
genético. Después del lisado, las moléculas de ARN se adsorben especifica-
mente sobre las nanoparticulas funcionalizadas con grupos polares. Enton-
ces, en presencia de un campo magnético, los acidos nucleicos se separan ra-
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pidamente de la mayoria de las impurezas, y se lleva a cabo un paso rapido de
lavado utilizando una solucién iénica para liberar los 4cidos nucleicos purifi-
cados. Al respecto, Zhao et al. (2020) proponen un método de extracciéon de
ARN de SARS-CoV-2 utilizando nanoparticulas magnéticas de hierro (MNP)
funcionalizadas con grupos carboxilo (PC), sobre las cuales realiza la lisis y ex-
traccién en un solo paso. Ademads, eliminando el paso de elucién, al permitir
que el complejo PC-MNP-ARN se introduzca directamente en el proceso RT-
PCR. Esto reduce drasticamente el tiempo de andlisis, de 3 horas a aproxima-
damente 30 minutos. Los complejos obtenidos son compatibles con otros
métodos de amplificacién isotérmica, como RPA y LAMP, por lo que podrian
utilizarse en el desarrollo de dispositivos portatiles.

Ensayos colorimétricos

Los materiales nanomeétricos ayudan a incrementar la sensibilidad de las téc-
nicas de diagndstico existentes, al incrementar los efectos dpticos y electréni-
cos que proveen la sefial usada para la cuantificacién de material genético o de
anticuerpos (inmunoglobulinas). Por ejemplo, a través del fenémeno de reso-
nancia del plasmoén de superficie (RPS), la sefial de fluorescencia puede incre-
mentar en los procesos cuantitativos de RT-PCR y RT-LAMP. Asimismo, las
propiedades conductoras y semiconductoras de los nanomateriales proveen
un campo para la fabricacién de sensores eléctricos o colorimétricos. Esto es de
gran importancia, pues estos sensores tienden a miniaturizar el proceso de
andlisis, requiriendo menos espacio y una menor cantidad de muestra para
realizar el diagndstico. Del mismo modo, no se precisa de personal altamente
calificado para realizar las pruebas, por lo que estas se pueden llevar a cabo en
domicilios, en consultorios médicos y en espacios designados por las autorida-
des sanitarias. Existe un nutrido cuerpo de literatura acerca de los principios y
la incursién de la nanotecnologia en las técnicas moleculares de identificacién
de diferentes virus (Draz y Shafiee, 2018; Lee et al., 2017; Mokhtarzadeh et al.,
2017). Concretamente, en la deteccién y cuantificacién de coronavirus, la his-
toria inicia en 2004 con el desarrollo de métodos colorimétricos de diagndsti-
co. En estos métodos se empleaban suspensiones coloidales de nanoparticulas
de oro, en cuya superficie se depositaban secuencias de ARN de SARS-CoV.
Mais adelante, se adicionaba la cadena complementaria para obtener ADN,
mismo que se desorbia, provocando la desestabilizacién de cargas y con ello la
aglomeracién de las nanoparticulas de oro. El cambio de color, de rojo a mora-
do equivalia a un diagnéstico positivo (Liy Rothberg, 2004).

Después de casi dos décadas, estas pruebas diagnéstico han ido ganando
sofisticacion hasta llegar a los dispositivos de flujo lateral (figura 5), los cuales
son una manera ripida de obtener un diagnéstico, ya sea midiendo anti-
cuerpos o material genético viral. En estos dispositivos, de dimensiones mili-
métricas, se coloca una pequenia cantidad de muestra clinica (del orden de los
microlitros), junto con una solucién buffer de fosfatos enriquecida con albu-
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mina de suero bovino. La mezcla comienza entonces a avanzar lateralmente
hacia la zona de conjugacién, en donde se encuentra un conjugado de anti-
geno de SARS-CoV-2 (generalmente de proteina S), funcionalizado con nano-
particulas de oro. Este conjugado se elabora antes de cada ensayo, empleando
tanto antigeno humano como antigeno de otro mamifero, como ratén o co-
nejo. En caso de que la muestra sea positiva para Covid-19, los anticuerpos
IgM y/o IgG interactuaran quimicamente con los antigenos funcionalizados.
La muestra llega entonces a la zona reactiva, la cual consiste de una mem-
brana de nitrocelulosa que presenta tres ranuras paralelas, en las que se en-
cuentran las contrapartes de los anticuerpos IgM e IgG, asi como para la in-
munoglobulina del mamifero. La unién anticuerpo-Au-antigeno-anticuerpo
lleva a la expresién de la RPS, haciendo que las lineas en donde se presenten
estas uniones quimicas adquieran un color rojo a rosado.

Como se muestra en la figura 5, la ranura control siempre debe mostrar
color, caso contrario la prueba se considera defectuosa y por lo tanto invélida.
De acuerdo con lo reportado por Li et al. (2020), esta prueba puede ser em-

Figura 5. Sistema de diagnostico de flujo lateral.
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Nota: En este ejemplo se ha colocado una muestra positiva para Covid-19, por lo que tiene a los anti-
cuerpos IgM e IgG. En la parte de abajo se muestran las representaciones de los posibles resultados
de la prueba.

Fuente: Elaboracidn de los autores, adaptado de Li et al. (2020).
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pleada para analizar muestras de sangre extraida por puncién en el dedo
pulgar. Con un tiempo de ensayo de aproximadamente 15 minutos, este en-
sayo ha mostrado un 88.67% de sensibilidad entre pacientes con Covid-19
confirmado e individuos sanos, asi como un 91% de especificidad (Li et al.,
2020). Por su parte, Huang, Chao et al. (2020) encontraron un valor de sensi-
bilidad de 100% y una especificidad ligeramente inferior al 95%. El ensayo
mostr6 una notable selectividad en la deteccién de IgM de SARS-CoV-2 sin in-
terferencias por otros virus. Algunos autores estdn probando nanoparticulas
diferentes a las de oro para evaluar la presencia de las inmunoglobulinas que
se presentan durante la enfermedad (IgG). En el estudio mds reciente se em-
plean nanoparticulas de poliestireno dopadas con lantano (Chen et al., 2020).

Zhu et al. (2020) llevaron la técnica colorimétrica mas alla, al acoplarla a
RT-LAMP. Los autores iniciaron con la extraccién y amplificacién de los plas-
midos Flab y dela proteina N del SARS-CoV-2 mediante la técnica LAMP. Pos-
teriormente, los productos de la reaccién en cadena de la polimerasa pasaron
al médulo de flujo lateral para unirse a antigenos conjugados con nanoparti-
culas poliméricas funcionalizadas con estretavidina. Con este ensayo clinico se
logré un 100% de selectividad y especificidad para SARS-CoV-2, aunque el
tiempo de la prueba increment6 hasta 1 hora, lo cual sigue siendo menor que
el tiempo tomado por RT-PCR, de aproximadamente 3 horas (Zhu et al., 2020).

Biosensores

Los biosensores son también un método rdpido que aprovecha las propieda-
des conductoras y semiconductoras de los nanomateriales para determinar la
presencia y la concentracién de material genético, proteinas o particulas vira-
les en muestras complejas. Para el diagnéstico de SARS-CoV-2 se ha propues-
to el uso de biosensores de transistor de efecto de campo (Bio-FET, por sus si-
glas en inglés), los cuales funcionan por el acoplamiento de un transistor con
una biomolécula que sirve como receptor selectivo del analito, en una dindmi-
ca similar a la unién antigeno-anticuerpo. En estos arreglos, el transistor de
efecto de campo es un material semiconductor, el cual se halla separado del re-
ceptor del analito por una capa de material aislante. Toda vez que el analito se
une con el agente receptor, el potencial electrostatico del semiconductor cam-
bia, lo cual puede ser medido por dos electrodos que se hallan a cada lado de la
celda de medicién. Estos cambios en la conductancia se relacionan con la pre-
sencia y concentracién del analito medido, ya sea el anticuerpo de la proteina
S del SARS-CoV-2, una parte de la secuencia genética del virus, una particula
viral o una proteina del virus (Dutta et al., 2017). Un ejemplo de esta clase de
dispositivos lo reportan Seo et al. (2020), quienes soportaron una pelicula del-
gada de grafeno (10,000 pm?y 1-1.5 nm de grosor) sobre un soporte de SiO,.
Después, la superficie del semiconductor fue funcionalizada con 1-pirenobu-
tanoato de succinimidilo (PBASE, por sus siglas en inglés), el cual sirvié para,
luego, inmovilizar al antigeno de la proteina S del SARS-CoV-2 (figura 6).
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Figura 6. Ejemplo de biosensor de transistor de efecto de campo (Bio-FET), usando grafeno para la
deteccion de SARS-CoV-2. Izquierda: semiconductor funcionalizado. Centro: celda midiendo proteina
S de SARS-CoV-2 en solucion salina. Derecha: electrodo midiendo particulas virales de SARS-CoV-2 en
muestras de mucosa.

SARS-CoV-2

Antigeno Antigeno
proteina S proteina s
PBASE

Antigeno
proteina$S

Fuente: Elaboracion de los autores, adaptado de Seo et al. (2020).

Después, se midieron los cambios en la conductancia debido a la funciona-
lizacién, la adicién del antigeno de la proteina S y, finalmente, la respuesta del
sensor al ligarse el antigeno con la proteina S. El sensor mostré un limite de
deteccién de 1 fg/ml para la proteina S, usando una solucién buffer como ma-
triz, mientras que, en muestras de exudado nasofaringeo, este valor aumentd
hasta 100 fg/ml. El sensor mostré alta selectividad al mezclar muestras de pro-
teina S de SARS-CoV-2 y MERS-CoV. Por dltimo, al medir particulas virales
completas en muestras de pacientes con diagndstico positivo a Covid-19 se en-
contrd un limite de deteccién de 242 copias/ml (Seo et al., 2020).

Debido a sus propiedades conductoras, las nanoparticulas metdlicas de
oroy el grafeno son ideales parala construccién de electrodos selectivos para
componentes virales de SARS-CoV-2. Mahari et al. (2020) construyeron un
electrodo, usando FTO para soportar nanoparticulas esféricas de oro, las
cuales fueron funcionalizadas con el antigeno de la proteina S1 de SARS-
CoV-2. El electrodo mostré una respuesta de 10 a 30 segundos, con un limite
de deteccién de 90 a 120 M en muestras de buffer de fosfato y saliva, respec-
tivamente. Hasta ahora, las pruebas de deteccién de antigenos y anticuerpos
en saliva son escasos para SARS-CoV-2, la mayoria de estos estudios son li-
mitados debido al bajo namero de participantes, los cuales transitan por di-
ferentes etapas de la enfermedad, y en virtud de ello la carga viral es variable
(Azzi et al., 2020; To et al., 2020). Debido a ello, es atin imposible hacer una
comparacién de estos resultados con lo que se puede encontrar en una
muestra de saliva en un paciente infectado con Covid-19.

Biosensores plasmonicos fototérmicos

Qiu et al. (2020) han desarrollado un biosensor con nanoparticulas de oro, el
cual aprovecha las propiedades de RPS y lo complementa con el efecto foto-

[



www.mundonano.unam.mx | ARTICULOS DE INVESTIGACION | Mundo Nano
https://doi.org/10.22201/ ceiich.24485691e.2021.27.69647 | 14(27), 1e-29e, julio-diciembre 2021
Juan Carlos Duran Alvarez, Carolina Martinez Avelar, Daniel Mejia Almaguer

térmico que ocurre en las nanoparticulas de metales nobles en virtud de la
expresion de la resonancia localizada del plasmoén de superficie (RLPS). El
arreglo experimental propuesto se muestra en la figura 7a, el cual cuenta con
una fuente de luz blanca para inducir el efecto de la resonancia localizada del
plasmoén de superficie en las nanoparticulas de oro soportadas en un chip.
Algo parecido a lo mostrado previamente en la figura 3 para el chip CM5.
Posteriormente, las nanoparticulas de oro fueron funcionalizadas con un
tiol y una secuencia especifica del material genético del SARS-CoV-2 (protei-
na E y proteina funcional ORF1lab, figura 7b), produciendo un incremento
en la intensidad de la banda plasmoénica. Una solucién buffer con la secuen-
cia complementaria del ARN funcionalizado fue adicionada en la superficie
del chip. Al complementarse las cadenas de oligonucleétidos, la intensidad
de la RLPS incrementd ligeramente. Cuando la secuencia de ARN adicionada
no es complementaria a la cadena funcionalizada se produce una rapida se-
paracién, y por ello la sefial plasmoénica se mantiene sin cambios.

El equipo de sensado cuenta con un laser de diodo (532 nm y 40 mW),
colocado en la parte superior del chip, con una inclinacién de 72° (figura 7a).
Este laser fue empleado para generar la respuesta termoplasmoénica en las

Figura 7. a) Dispositivo del biosensor empleado para medir RLPS y el efecto termoplasménico en un
chip recubierto con nanoparticulas de oro funcionalizadas con un tiol y una secuencia de ARN; b) na-
noparticula esférica de oro funcionalizada con un tiol y una secuencia de ARN que codifica para una

proteina de SARS-CoV-2.
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nanoparticulas de oro. El incremento de temperatura llegé hasta los 41 °C,
aumentando la velocidad de ensamble de las cadenas de oligonucleétidos;
del mismo modo, aceler6 su repulsién en caso de no ser secuencias comple-
mentarias. Mediante el fenémeno de incremento de la sefial plasmonica,
tras la complementacion de la cadena de ARN soportada en la nanoparticula
de oro, fue posible identificar la presencia del SARS-CoV-2 en 82 pacientes
previamente diagnosticados con Covid-19. El limite de deteccién del método
fue establecido en 2.26 x 10* copias de secuencias de RNA, mientras que un
paciente en las primeras etapas de la enfermedad llega a presentar hasta 1 x
10° copias/ml. Por ultimo, el método de diagndstico mostré ser poco proclive
a reaccionar con secuencias espurias (falsos positivos). Este método resultd
ser tan sensible, selectivo y eficiente como los ensayos RT-PCR y ELISA (Qiu
etal., 2020).

Desarrollo de una vacuna para Covid-19.
Estado del conocimiento

Hasta mediados del mes de mayo de 2020 han sido presentados ante la OMS
118 candidatos para lograr una vacuna eficaz que logre inmunizar a huma-
nos contra el SARS-CoV-2. Estos esfuerzos de investigacién son realizados,
tanto por universidades como por compafiias farmacéuticas en los cinco
continentes, sobre las bases de los conocimientos adquiridos a partir de los
brotes de SARS y MERS. De estas propuestas, 110 se encuentran en ensayos
preclinicos, en tanto que ocho se hallan en una etapa de mayor avance, como
en fase de evaluacién clinica a nivel %, 1 o 2. Las plataformas propuestas
para la vacuna varian, poniendo sobre la mesa los siguientes enfoques: a) ex-
posicién directa a particulas virales inactivas o atenuadas; b) administracién
de un vector viral no replicante; ¢) exposicién de células linfociticas a subu-
nidades virales (principalmente a la proteina S), y, d) administracién de se-
cuencias de material genético (ADN o ARN) que codifica para antigenos que
serdn «presentados» a las células del sistema inmune para la generacién de
anticuerpos contra el virus (WHO, 2020c).

Las vacunas basadas en la administracién de particulas virales inactivas
o atenuadas son las mds eficientes para generar inmunidad tanto extrace-
lular (humoral) como intracelular, siendo las mas comtnmente empleadas
para inmunizar contra diferentes tipos de influenza. Dado que el genoma del
SARS-CoV-2 ha sido secuenciado desde enero de 2020 (No. MN908947.3 en
GenBank) (Khailany et al., 2020), es posible llevar a cabo cultivos en masa
del virus, para posteriormente inactivarlo mediante irradiacién con luz UV o
reaccién con formaldehido (Jiang et al., 2005). No obstante, en algunos
casos el patégeno atenuado puede reactivarse en el cuerpo humano, tra-
yendo consigo algunos de los sintomas de la enfermedad, por lo que los indi-
viduos con algin tipo de inmunosupresién podrian ser vacunados usando
solamente cargas de virus inactivo. En el caso de Covid-19, cuya fisiopato-
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logia sigue en proceso de ser descifrada, padecer la enfermedad por una in-
munizacién inadecuada es un riesgo que no se deberia correr. Por otra parte,
la preparacién de esta clase de vacunas precisa de laboratorios con condi-
ciones de bioseguridad tipo 3, por lo que su produccién en masa, aunque po-
sible, llega a ser costosa y centralizada (Saif, 2020).

Otras aproximaciones optan por el desarrollo de inmunidad a través de la
exposicién de las células del sistema inmune a las proteinas estructurales del
virus, logrando la produccién de anticuerpos por los linfocitos T CD4*/CD8*
(Shang et al., 2020). Estimular la generacién de anticuerpos por exposicién a
la proteina S del virus ha mostrado ser la estrategia de inmunidad adecuada
contra otros HCoV en ensayos clinicos. Por ejemplo, Bukreyev y colabora-
dores reportaron inmunizacién eficaz en monos de la especie Chlorocebus sa-
baeus tras el suministro de la proteina S del virus SARS-CoV (Bukreyev et al.,
2004). No obstante, las vacunas basadas en subunidades de virus generan so-
lamente inmunidad humoral, la cual puede no ser suficiente para el agente
SARS-CoV-2.

Por tltimo, las vacunas basadas en material genético, como el ARN men-
sajero (ARNm) conjuntan las ventajas de las vacunas mencionadas, sin los
riesgos asociados de inmunizacién inadecuada o el riesgo inherente de trabajar
con el agente infeccioso, aun en laboratorios de alto nivel de bioseguridad.

En las tltimas décadas, las vacunas de ARNm se han erigido como una
opcién para complementar (y en algunos casos reemplazar) a las vacunas tra-
dicionales. La sintesis de ARNm es sencilla, rdpida, de bajo costo, por lo que
es posible alcanzar niveles de produccién que satisfagan las demandas glo-
bales (Saif, 2020). Para lograr una inmunizacién eficaz, el ARNm debe mante-
nerse intacto mientras viaja a través del espacio intersticial y alcanza a las cé-
lulas objetivo para lograr la transfeccién. Una vez en el citosol, el material
genético codifica para generar antigenos, moduladores y sefialadores celu-
lares, los cuales se transfieren hacia la membrana celular o permanecen en el
citosol, desarrollando tanto inmunidad intracelular como humoral (Reich-
muth et al., 2016).

La vacuna para SARS-CoV-2 puede estar formulada
con nanoparticulas

El principal reto de las vacunas de ARNm es la facilidad con la que el material
genético puede hidrolizarse dentro y fuera de la célula, por lo que es necesario
encapsularlo en una bio—carcasa resistente a las condiciones fisiolégicas, sea ca-
paz de penetrar la doble capa lipidica de las células y desensamblarse en el cito-
plasma; algo similar al proceso de infeccién viral. Una estrategia ampliamente
aceptada es el desarrollo de nanoparticulas de lipidos, las cuales son capaces de
unirse con el ARNm, condensando al material genético en un volumen de unos
cuantos nm?®. Estas nanoparticulas transportan al ARNm a través de las muco-
sas, la sangre y el espacio intersticial, dirigiéndose hacia las células objetivo con
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ayuda de una biomolécula (normalmente una proteina) que funciona como an-
tena en la superficie de la nanoparticula. Esta molécula ayuda a la localizacién
del dominio de unién con el receptor en la membrana celular para posterior-
mente ingresar por endocitosis; algo similar al proceso de entrada de un virus a
la célula. Una vez que el endosoma se encuentra en el espacio citoplasmatico, la
nanoparticula lipidica sufre un cambio estructural que favorece su desensamble
para liberar al material genético (figura 8). Las principales células objetivo de
estas nanoparticulas son las células presentadoras de antigenos, como las célu-
las endoteliales, los linfocitos B, los macréfagos o las células dendriticas, siendo
estas tltimas las mas relevantes (Reichmuth et al., 2016). Dentro del citoplas-
ma, el ARNm es expresado, y el antigeno generado es procesado por el proteo-
soma, generando determinantes antigénicos (epitopos), los cuales son carga-
dos en los complejos de histocompatibilidad y llevados a la cara exterior de la
doble membrana lipidica de la célula. Este proceso convierte a la célula trans-
ductada en una célula presentadora de antigeno, la cual interacciona con un lin-
focito T para generar anticuerpos especificos para el antigeno (Saif, 2020).

Las nanoparticulas de lipidos son micelas que cuentan con un centro
acuoso rodeado por una bicapa lipidica que funciona como coraza (Liy Szoka,
2007). La mayor parte de las formulaciones hasta ahora reportadas emplean
lipidos catidnicos, pues presentan afinidad con el RNAm de carga negativa; no

Figura 8. Las nanoparticulas lipidicas protegen al ARNm y coadyuvan a su insercion en las células
objetivo en forma de endosomas, los cuales son desensamblados en el citosol, dejando libre al ARNm
para codificar antigenos enddgenos. A) Los antigenos exdgenos pueden también endocitar, formando
endosomas de los cuales no necesita emerger. B) Notese como el ARNm que no esta asociado con
nanoparticulas lipidicas no es capaz de penetrar la membrana celular.

Manoparticulas i
g%‘ Lipidicas Antigeno
Exdgeno
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Fuente: Elaboracion de los autores, adaptado de Reichmuth et al. (2016).
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obstante, en algunos casos se emplean lipidos neutros o negativamente car-
gados. En algunos casos se emplean lipidoides con grupos amino para man-
tener una carga eléctrica variable. Dentro del citoplasma, los endosomas son
estructuralmente modificados debido al cambio de pH entre el liquido inters-
ticial y el citosol, lo cual lleva a la desestabilizacién de las bicapas lipidicas, lle-
vando alaliberacién del ARNm (Reichmuth et al., 2016). Ademas de los lipidos
ionizables, estas nanoparticulas se componen de fosfolipidos, colesterol y po-
lietilenglicol. Los primeros tienen una funcién estructural, ayudando con la
formacién de la bicapa lipidica y la eventual disociacién del endosoma en el ci-
toplasma. Asimismo, el fosfato contenido en los fosfolipidos, junto con las
aminas, ayudan a mantener la carga de la nanoparticula lipidica. El colesterol
tiene una funcién de estabilizacién estructural y juega un papel crucial en la
transfeccién de las células. El colesterol ayuda a la transicién de la fase laminar
de la nanoparticula hacia la fase hexagonal, lo cual es clave para la liberacién
del ARNm en el citoplasma. El polietilenglicol modificado con lipidos se depo-
sita en la superficie de la nanoparticula como una barrera que aporta estabi-
lidad a la nanoparticula lipidica y evita que se una a proteinas, tanto en el es-
pacio intersticial como el citoplasma (Liy Szoka, 2007). Las cargas de colesterol
y polietilenglicol deben ser optimizadas, pues ello impacta en la estabilidad de
la nanoparticula lipidica, en su capacidad de transfeccién y en el potencial de
liberacién del ARNm. Por ejemplo, al incrementar la carga de colesterol se faci-
lita la transicién de fase laminar a hexagonal en la nanoparticula, con el res-
pectivo impacto en la liberacién del ARN mensajero. Por otra parte, incre-
mentar la carga de polietilenglicol lleva a un mayor tiempo de circulacién de la
nanoparticula en sangre, lo cual reduce la capacidad de la misma para ser asi-
milada por las células objetivo (Reichmuth et al., 2016).

Las nanoparticulas lipidicas son sintetizadas mediante el proceso de
formacion de micelas, al mezclar lentamente una solucién acuosa con etanol.
El ARNm est4 presente en la fase acuosa, mientras que los lipidos se hallan
disueltos en la fase alcohdlica. Conforme se agrega el agua a la solucién de
etanol se forman vesiculas circulares, las cuales van creciendo por el proceso
de fusién micelar, hasta formar particulas estables en donde se encuentra
encapsulado el ARNm. Los factores que mds impactan en el tamafio y estruc-
tura de la nanoparticula del lipido son: i) la velocidad de mezclado de las so-
luciones acuosa y alcohélica; ii) el volumen de cada una de las soluciones, y,
iii) la composicién de lipidos en la fase alcohoélica (Reichmuth et al., 2016).
Las técnicas mds avanzadas para generar estas nanoparticulas echan mano
de microfluidica para desarrollar reactores de rejilla que favorecen las condi-
ciones hidrodindmicas para obtener un mezclado radpido que genera nano-
particulas uniformes con un tamafio promedio de 50 a 70 nm, y una baja dis-
tribucién de tamario (Stroocky McGraw, 2004).

Desde la década pasada, el grupo de investigacién de Dong, en la Univer-
sidad de Ohio, ha desarrollado y optimizado un método de sintesis de nanopar-
ticulas de lipidos, las cuales han llamado TT3. Estas nanoparticulas han funcio-
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nado éxitosamente como acarreadores de ARNm en ensayos in vivo (Li et al.,
2015; Luo et al., 2017). Las nanoparticulas esféricas de N;, N3, Ns-tris(2-ami-
noetil)benceno-1,3,5-tricarboxiamida (TT3) estdn compuestas por un anillo
bencénico central sustituido por tres cadenas aminolipidicas (ver figura 9).

La formulacién de las nanoparticulas TT3, compuestas por 2-dioleoil-sn-
glicero-3-fosfoetanolamina (DOPE), colesterol y 1,2-dimiristoil-sn-glycerol,
metoxipolietilenglicol (DMG-PEG,,), en una proporcién molar TT3/DOPE/
colesterol/DMG-PEG,,, = 20/30/40/0.75, se encuentran en fase clinica parala
aplicacién y entrega de ARNm que codifica para la generacién de anticuerpos
para proteinas S y ORFlab del SARS-CoV-2. En estas pruebas se emplean cé-
lulas linfociticas de ratén, mostrando resultados prometedores (Zeng et al.,
2020), con una entrega del ARNm 70 veces mayor a lo obtenido para otras na-
noparticulas lipidicas. Mds atn, el ARNm encapsulado en las nanoparticulas
TT3 puede ser preservado hasta por tres meses en congelacién con nitrégeno
liquido, adicionando 5% (p/v) de sucrosa o trehalosa (Zhao et al., 2020).

Figura 9. Proceso de sintesis de las nanoparticulas lipidicas TT3.
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Fuente: Elaboracion de los autores, modificado de Li et al. (2015).
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Ala fecha de publicacién de este articulo, existen dos prospectos de vacuna
basados en ARNm encapsulado en nanoparticulas lipidicas, los cuales se hallan
en fase de ensayos clinicos. La aproximacién de la compaiiia Moderna ha con-
cluido la fase 1 (NCT04283461) y se mueve éxitosamente hacia la fase 2. Por su
parte, el desarrollo a cargo del consorcio BioNTech/Fosun/Pharma/Pfizer se
encuentra en fase clinica % (2020-001038-36 NCT04368728) (WHO, 2020c).
En enero de 2020, Moderna recibié el cédigo genético del virus SARS-CoV-2, a
partir del cual desarrollé el ARNm-1273, una pieza sintética de material gené-
tico que codifica para la proteina S. La sintesis del ARNm y la formulacién de las
nanoparticulas lipidicas se realizé en tan solo 130 dias (Cohen, 2020). La va-
cuna se suministra mediante una inyeccién intramuscular en el brazo, y las na-
noparticulas lipidicas son quimicamente dirigidas hacia los ganglios linfaticos
mads préximos, mediante la funcionalizacién de la nanoparticula con sefiala-
dores quimicos. Las nanoparticulas, con un tamafio menor a los 100 nm pasan
a través del espacio intersticial hasta alcanzar las células dendriticas, en donde
son asimiladas por endocitosis (Tu et al., 2020). En abril de 2020, se llevé a cabo
el primer ensayo de la vacuna en una poblacién humana reducida (52 indivi-
duos). Si el ensayo es exitoso, para el otofio de 2020 se estarian haciendo
pruebas con 5,000 voluntarios. La vacuna puede tomar de 12 a 18 meses para
estar lista, pues se tienen que optimizar la dosis, la via de administracién y pon-
derar los efectos secundarios. En los primeros ensayos se ha visto que, con dosis
de 1 microgramo se alcanza la tan ansiada inmunidad, en ensayos in vivo, por lo
que 1 gramo puede inmunizar hasta a 1 millén de personas (Cohen, 2020).
Otras propuestas de vacunas basadas en el uso de nanoparticulas son reali-
zados por instituciones publicas y privadas en todo el mundo, como Pharma,
BIOCAD, Novavax, Curevac las Universidades de Fundan y Shangai en China y
de Tokio; no obstante, estas se encuentran en una etapa menos avanzada de de-
sarrollo (Amanat y Krammer, 2020). Es probable que trasla pandemia de Covid-
19,1a humanidad inicie una etapa de vacunas basadas en nanoparticulas, dando
un paso adelante en el desarrollo de la nanomedicina. Lo tnico seguro es que
nadie sabe cudl o cudles vacunas funcionaran eficazmente.

Perspectivas

Ante el reto que plantea la pandemia de Covid-19, consideramos que los de-
sarrollos en nanociencia y nanotecnologia deben enfocarse en cuatro ejes
principales.

Mejora en los métodos de diagndstico. La nanotecnologia puede ayudar a mejorar las
técnicas moleculares empleadas en la deteccién y cuantificacién del virus, o de los
anticuerpos en suero. Las propiedades conductoras y épticas de las nanoparticulas
metalicas proveeran menores limites de deteccién, alta selectividad, y en general
una mayor confiabilidad en el diagndstico. Las nanoparticulas de oro y otros con-
ductores pueden ser empleados para la fabricacién de biosensores. Por otro lado,
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el efecto de RSP mostrado por las nanoparticulas metélicas puede ser aprovechado
para incrementar la sefial de fluorescencia en los ensayos RT-PCR o utilizarse para
evaluar las interacciones de los componentes del virus con diversas biomoléculas, lo
cual puede ser util incluso para probar la efectividad de un medicamento para neu-
tralizar al virus. La nanotecnologia puede también miniaturizar los dispositivos de
prueba para llevarlos a las zonas urbanas marginales y las dreas rurales. Sitios a don-
de el virus inevitablemente llegara en el futuro préximo.

Desarrollo de equipo de proteccién personal. Los actuales equipos de proteccién personal,
como caretas, mascarillas N95, trajes de aislamiento y guantes, son una barrera ade-
cuada para proteger al personal de salud que trata con los enfermos mas graves, asi
como para las familias que comparten espacio con infectados. Las nanoparticulas in-
organicas de metales de transicién y 6xidos metalicos han mostrado una notable ca-
pacidad para la inactivacién de agentes patégenos, incluyendo virus (Galdiero et al.,
2011; Joe et al., 2016). La disponibilidad de mascarillas con capacidad autolimpiado-
ra es atractiva desde la perspectiva econémica y préctica. En una exploracién rapida
en el motor de busqueda Google Patents se encontraron alrededor de 7,780 patentes
relacionadas con materiales nanoparticulados para la limpieza de equipo de protec-
cién personal, 25% de las cuales abordan la funcionalizacién de mascarillas con nano-
particulas de plata para la inactivacién de patégenos que atacan las vias respiratorias.

Tratamiento. Hasta el momento de redaccién de este trabajo, diferentes medicamen-
tos han sido probados para el tratamiento de Covid-19. Sustancias como mesilato
de camostat, azitromicina, hidroxicloroquina, lopinavir ivermectina, remdesivir, to-
cilizumav y sarilumab han sido propuestas para bloquear la fusién del virus con las
células hospederas, la replicacién viral y la infeccién en general. En este sentido, las
nanoparticulas inorganicas funcionalizadas pueden entregar a los medicamentos de
manera eficiente, al ser dirigidos a las células afectadas por el SARS-CoV-2, princi-
palmente los neumocitos tipo II.

Desarrollo de vacunas. Hasta el 15 de mayo de 2020, mas de un centenar de alternati-
vas de vacuna se estdn desarrollando en todo el mundo, ocho de ellas en la etapa de
ensayos clinicos (WHO, 2020c¢). Las nanoparticulas de biomoléculas, como protei-
nas y lipidos, pueden sustituir a las vacunas que usan al virus inactivado o atenuado,
lo cual seria una garantia de bioseguridad.

Conclusiones

Indudablemente, la nanociencia y la nanotecnologia tienen un papel impor-
tante en la caracterizacién del SARS-CoV-2, las interacciones que tiene con
las células del cuerpo y la fisiopatologia de la enfermedad que produce. Aun-
que ha pasado poco tiempo desde el inicio del brote, mucho se ha avanzado
en el desarrollo de técnicas analiticas robustas, confiables y portitiles. En
ese sentido, la nanociencia y su persistente enfoque en miniaturizar los sen-
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sores es una ventaja para el desarrollo de sistemas de diagnédstico portatil,
que puedan ser comercializados y que cada individuo pueda hacer el test en
casa. Asimismo, uno de los campos en los que se lleva un mayor avance es en
el desarrollo de vacunas. Esta podria ser la primera vez que una vacuna esté
formulada con nanoparticulas, lo cual representaria uno de los mayores hi-
tos en la historia de la nanociencia y la nanotecnologia. No obstante, ain
existen dreas del conocimiento inexploradas para SARS-CoV-2, por ejemplo,
el desarrollo de equipo de proteccién personal eficiente para salvaguardar la
salud de los profesionales de la salud que estdn en la primera linea de cuida-
do de los enfermos mas graves. Paralelamente, se debe explorar la nanocata-
lisis como una alternativa para remover al virus del aire en espacios cerrados,
como aviones, oficinas, subterraneos o asilos de ancianos.

La pandemia por Covid-19 ha puesto a la humanidad en una encrucijada,
en la que se tienen que ponderar los pros y contras de una sociedad hiperglo-
balizada. Al mismo tiempo, los dirigentes, los tomadores de decisiones e in-
cluso los medios de comunicacién tienen que voltear la mirada hacia la comu-
nidad cientifica, pues son los inicos que pueden dar una solucién al problema.
En menos de cinco meses de emergencia sanitaria, la comunidad cientifica ha
descifrado el genoma del virus, rastreado su origen, propuesto una serie de
medidas para el tratamiento de Covid-19 y avanzado a pasos agigantados
para la elaboracién no de una sino de 118 propuestas de vacuna. Como cien-
tificos, debemos apropiarnos de estos logros y no permitir que se nos invisi-
bilice una vez controlado el problema y hasta que llegue la siguiente pan-
demia o los embates mas crudos del cambio climatico. Este es el momento de
mostrar a la sociedad, a los altos funcionarios y a los medios de comunicacién
el papel tan importante que tienen la ciencia y la tecnologia en la vida de prac-
ticamente todos los seres humanos que habitan el planeta, e incluso de los
que estdn en 6rbita.
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