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El nuevo sindrome respiratorio agudo severo coronavirus 2 (SARS-CoV-2), que causa la
enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-19), es una amenaza para el sistema de salud
mundial y la seguridad econémica. A partir de julio de 2020, atin no hay medicamentos o
vacunas especificos disponibles para COVID-19; un diagnoéstico rapido y preciso de SARS-
CoV-2 es esencial para frenar la propagacion de COVID-19 y para la implementacion
eficiente de estrategias de control y contencion. La nanodeteccion magnética es un tema
emergente que representa las fronteras de las dreas magnéticas y de biodeteccion
actuales. La ultima década ha visto un rapido crecimiento en la aplicaciéon de herramientas
magnéticas para aplicaciones biologicas y biomédicas. Los avances recientes en
nanomateriales magnéticos y nanotecnologias han transformado los métodos de
diagnostico actuales a nanoescala y han llevado el limite de deteccion al diagnostico de
enfermedades en etapa temprana. Aqui en, esta revision cubre la literatura de nanosensores
magnéticos para la deteccion de virus y patdégenos antes del COVID-19. Revisamos las
técnicas populares de nanodeteccidon magnética, incluida la magnetorresistencia, la
espectroscopia de particulas magnéticas y la resonancia magnética nuclear. También se
revisan los kits magnéticos de diagnoéstico en el punto de atencion con el objetivo de
desarrollar diagnosticos listos para usar para controlar el brote de SARS-CoV-2 y prevenir
futuras epidemias. Ademaés, también se cubren otras plataformas que utilizan
nanomateriales magnéticos como herramientas auxiliares para mejorar la deteccién de
patogenos y virus. El objetivo de esta revision es informar a los investigadores sobre las
plataformas de diagnostico y vigilancia del SARS-CoV-2 y sus actuaciones. Revisamos las
técnicas populares de nanodeteccion magnética, incluida la magnetorresistencia, la
espectroscopia de particulas magnéticas y la resonancia magnética nuclear. También se
revisan los kits magnéticos de diagndstico en el punto de atencion con el objetivo de
desarrollar diagnosticos listos para usar para controlar el brote de SARS-CoV-2 y prevenir
futuras epidemias. Ademas, también se cubren otras plataformas que utilizan
nanomateriales magnéticos como herramientas auxiliares para mejorar la deteccién de
patogenos y virus. El objetivo de esta revision es informar a los investigadores sobre las
plataformas de diagnostico y vigilancia del SARS-CoV-2 y sus actuaciones. Revisamos las
técnicas populares de nanodeteccion magnética, incluida la magnetorresistencia, la
espectroscopia de particulas magnéticas y la resonancia magnética nuclear. También se
revisan los kits magnéticos de diagnoéstico en el punto de atencion con el objetivo de



desarrollar diagnosticos listos para usar para controlar el brote de SARS-CoV-2 y prevenir
futuras epidemias. Ademaés, también se cubren otras plataformas que utilizan
nanomateriales magnéticos como herramientas auxiliares para mejorar la deteccion de
patogenos y virus. El objetivo de esta revision es informar a los investigadores sobre las
plataformas de diagnostico y vigilancia del SARS-CoV-2 y sus actuaciones. Ademas,
también se cubren otras plataformas que utilizan nanomateriales magnéticos como
herramientas auxiliares para mejorar la deteccion de patogenos y virus. El objetivo de esta
revision es informar a los investigadores sobre las plataformas de diagnoéstico y vigilancia
del SARS-CoV-2 y sus actuaciones. Ademas, también se cubren otras plataformas que
utilizan nanomateriales magnéticos como herramientas auxiliares para mejorar la detecciéon
de patodgenos y virus. El objetivo de esta revision es informar a los investigadores sobre las
plataformas de diagnostico y vigilancia del SARS-CoV-2 y sus actuaciones.
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NOTA

Este articulo esta disponible a través del subconjunto ACS COVID-19 para reutilizacion y
analisis de INVESTIGACION sin restricciones en cualquier forma o por cualquier medio con
reconocimiento de la fuente original. Estos permisos se otorgan por la duracion de la
declaracién de la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) de COVID-19 como una
pandemia global.

1. Introduccion
SECCIONES DEL ARTICULO

En diciembre de 2019, se informd un grupo de casos de neumonia grave en Wuhan,
provincia de Hubei, China. (1) Posteriormente, se aislé una nueva cepa de coronavirus
perteneciente a la amplia familia de los coronavirus a partir del liquido de lavado
broncoalveolar. (2,3) Inicialmente, el virus se denominé nuevo coronavirus 2019 (2019-
nCoV) y luego se le cambié el nombre a sindrome respiratorio agudo severo coronavirus 2
(SARS-CoV-2). (4,5)El brote que comenz6 en China se ha expandido rdpidamente en todo el
mundo, y el 30 de enero de 2020, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) declaré la
nueva infeccién por coronavirus una "emergencia de salud publica de interés internacional”,
y la enfermedad se denominé enfermedad por coronavirus 2019 (COVID -19). EI COVID-19
fue declarado pandemia por la OMS el 11 de marzo de 2020, debido a su rapida
propagacion en varios paises del mundo. El SARS-CoV-2 es un virus de ARN de cadena
positiva envuelto con un gran genoma de ARN de ~30 kb con caracteristicas gendmicas
similares a las de los coronavirus conocidos.(6,7) EI ARN genémico del coronavirus
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codifica complejos de replicacion y transcripcion a partir de un Unico marco de lectura
abierto grande (ORF1ab) y proteinas estructurales del virus. (8) Las principales proteinas
estructurales del coronavirus son la espiga (S), la envoltura (E), la membrana (M) y la
nucleocdapside (N).

Actualmente no existe ningun medicamento para tratar el COVID-19. Debido a que la
manifestacion clinica de COVID-19 varia desde sintomas leves parecidos a los de la gripe
hasta neumonia potencialmente mortal y enfermedad respiratoria aguda, es esencial tener
un diagnoéstico adecuado durante una etapa temprana de la infeccién para implementar de
manera eficiente las medidas de control para frenar la propagacion de COVID-19.
.(9-11)Actualmente, la reaccién en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa en
tiempo real (RT-PCR) es la prueba de laboratorio mas utilizada para el diagnéstico de
COVID-19. La RT-PCR detecta el ARN del SARS-CoV-2 y se dirige a diferentes regiones
gendmicas del ARN viral.(12-14)Aunque la RT-PCR es una técnica sensible, requiere
equipos de laboratorio costosos y técnicos capacitados para realizar la prueba y puede
demorar hasta 48 h para generar resultados. Ademas, los estudios han encontrado una
tasa de falsos negativos de hasta un 30 % para RT-PCR en el curso temprano de la
infeccion.(15-18)Varios laboratorios de todo el mundo estan trabajando para mejorar los
métodos de RT-PCR y desarrollar plataformas alternativas de diagndstico molecular. La
amplificacion isotérmica de acidos nucleicos, que permite la amplificacion rapida de
secuencias diana a una sola temperatura constante, se emplea en varias pruebas, incluida
la prueba ID NOW COVID-19 de Abbott Diagnostics. ID NOW es una prueba rapida en el
punto de atencién (POC) que permite la deteccion directa de ARN viral de la muestra clinica
sin necesidad de extraccién de ARN. Sin embargo, estudios recientes han encontrado tasas
de falsos negativos que oscilan entre el 12 % y el 48 %, principalmente debido a
condiciones inadecuadas de transporte de muestras y muestras
inadecuadas.(19-21)Ademas, esto puede probar solo una muestra por

ejecucion. Recientemente, Abbott Diagnostics ha desarrollado una prueba rapida para la
deteccion de la infeccion por COVID-19 basada en la tecnologia de flujo lateral para
detectar el antigeno de la nucleocapsida viral. Los métodos serolégicos como el ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) y la inmunocromatografia de flujo lateral,
pruebas que detectan anticuerpos, se pueden usar para controlar la inmunidad a la
infeccién y la progresion de la enfermedad.(22)Aunque un resultado negativo de
anticuerpos contra el SARS-CoV-2 no descarta el COVID-19, los ensayos seroldgicos
ayudaran a evaluar la exposicién previa al SARS-CoV-2 en una poblacion y, por lo tanto,
tendran un uso potencial para comprender la epidemiologia del COVID-19. Los ensayos
seroldgicos actualmente disponibles pueden detectar anticuerpos IgM, IgG o IgA contra la
proteina de pico (S) o nucleocapside (N).(23-25) Sin embargo, la posible reactividad
cruzada de los anticuerpos contra el SARS-CoV-2 con los anticuerpos generados contra
otros coronavirus es un desafio para desarrollar pruebas serolégicas precisas para el
COVID-19. (26) Otras estrategias de ensayo no magnético para detectar el SARS-CoV-2 se
han revisado ampliamente en la referencia (27)- () (29)Recientemente, Liu et al. revisé seis
métodos prometedores que incluyen la secuenciacion del genoma completo, RT-PCR,
secuenciacién objetivo de nanoporos (NTS), técnicas de inmunoensayo basadas en
anticuerpos, sensores biomoleculares basados en papel y tecnologia basada en el sistema
Cas (CRISPR-Cas) de repeticiones palindrémicas cortas agrupadas regularmente
interespaciadas para la deteccion de SARS-CoV-2.(27)La secuenciacién del genoma
completo se basa en la identificacion de la secuencia completa del acido nucleico viral, que
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es el enfoque mas completo pero también es costoso y requiere mucho tiempo. Primero, la
RT-PCR realiza una transcripcion inversa del ARN viral en secuencias de ADN
complementarias, seguido de la amplificacion exponencial de fragmentos de genes con la
ayuda de cebadores especificos de diana. La tecnologia NTS combina las ventajas de la
secuenciacién del genoma completo y la RT-PCR. La secuencia del gen objetivo primero se
amplifica y luego pasa por un proceso de secuenciacion, donde se puede analizar tanto la
concentracion de analitos como la informacién detallada de la secuencia de acido
nucleico. El método CRISPER-Cas hace uso del mecanismo especial de CRISPER RNAs y
Cas13a. Cas13a, que se reprograma con ARN CRISPER, se puede activar después del
reconocimiento del ARN obijetivo, lo que conduce a la escisién de un ARN informador que
esta unido a un extintor fluorescente. También se han desarrollado sensores
biomoleculares basados en papel basados en los ARN programables. Tras la exposicién a
un ARN desencadenante, la horquilla dentro del sensor comienza a desenrollarse, lo que
expone los sitios de unidon ribosémicos y permite la traduccion de proteinas aguas

abajo. Ademas de las tecnologias basadas en ARN, el inmunoensayo basado en
anticuerpos, que se basa en la reaccion especifica entre los anticuerpos y los antigenos
diana, también es prometedor para la deteccion rapida del SARS-CoV-2. El desarrollo de
anticuerpos de alta calidad, asi como la mejora de la sensibilidad y especificidad de las
pruebas, es la clave para la aplicacién a gran escala de estas tecnologias. Aunque la RT-
PCR es el enfoque mas utilizado, las técnicas de inmunoensayo basadas en anticuerpos,
los sensores biomoleculares basados en papel, y se espera que los métodos basados en el
sistema CRISPR-Cas se desarrollen aun mas en métodos de deteccion a gran escala en el
futuro. Por otro lado, NTS, con alta sensibilidad, exhaustividad y bajo costo, podria ser el
método mas adecuado para la deteccion rapida de sospechas de infeccidn viral que no
pueden ser diagnosticadas de manera efectiva por otros métodos. En junio de 2020, Wang
et al. informo la deteccion basada en NTS de SARS-CoV-2 y otros virus respiratorios
simultdaneamente dentro de 6 a 10 h, con un limite de deteccién (LOD) de 10 copias de
plasmido estandar por reaccién. podria ser el método mas adecuado para la deteccion
rapida de sospechas de infeccion viral que no pueden ser diagnosticadas de manera
efectiva por otros métodos. En junio de 2020, Wang et al. informo la deteccién basada en
NTS de SARS-CoV-2 y otros virus respiratorios simultaneamente dentro de 6 a 10 h, con un
limite de deteccién (LOD) de 10 copias de plasmido estandar por reaccion. podria ser el
método mas adecuado para la deteccion rapida de sospechas de infeccidn viral que no
pueden ser diagnosticadas de manera efectiva por otros métodos. En junio de 2020, Wang
et al. informo la deteccion basada en NTS de SARS-CoV-2 y otros virus respiratorios
simultdaneamente dentro de 6 a 10 h, con un limite de deteccién (LOD) de 10 copias de
plasmido estandar por reaccién.(30)La especificidad de este NTS para SARS-CoV-2
alcanza el 100%. Puede monitorear de manera efectiva secuencias de acido nucleico
silenciadas, categorizar tipos de SARS-CoV-2 y detectar otros virus respiratorios a partir de
muestras. Ademas de las tecnologias mencionadas anteriormente, Shan et al. informé una
matriz de sensores basada en nanomateriales con la capacidad de detectar el SARS-CoV-2
en el aliento exhalado.(31)El sensor estd compuesto por elementos de pelicula organicay
nanomateriales inorganicos. Los elementos de la pelicula organica estan unidos a
nanoparticulas de oro y funcionan como la capa de deteccion, que se hincha o se contrae
al exponerse a compuestos organicos volatiles, lo que provoca un cambio en la resistencia
del dispositivo. El sensor se utilizé en el estudio clinico con una precisién del 94 %y el 76 %
para discriminar entre los pacientes y los controles para los datos del conjunto de
entrenamiento y prueba, respectivamente. La discriminacion entre pacientes con COVID-19
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y pacientes con otras infecciones pulmonares también se demostré con precisiones del 90
%y el 95 % para los datos del conjunto de entrenamiento y prueba, respectivamente.

Entre otras tecnologias de biodeteccidn, los biosensores magnéticos han atraido una
atencion especial en los ultimos 20 anos. Se han desarrollado biosensores magnéticos
tanto de superficie como de volumen para la deteccidn de virus, patégenos, biomarcadores
de cancer, iones metalicos, etc.(32-42) En los biosensores magnéticos, las etiquetas
magnéticas [generalmente nanoparticulas magnéticas (MNP)] se funcionalizan con
anticuerpos o sondas de ADN/ARN que pueden unirse especificamente a los analitos
objetivo. (43-45)La concentracion de los analitos objetivo se convierte asi en las sefiales
magnéticas que generan estas etiquetas magnéticas. En comparacion con los biosensores
opticos, plasmoénicos y electroquimicos, los biosensores magnéticos presentan un ruido de
fondo bajo porque la mayor parte del entorno bioldgico no es magnético. La sefial del
sensor también esta menos influenciada por el tipo de matriz de muestra, lo que permite
procesos de deteccion precisos y confiables.(46)El nimero de articulos publicados sobre
biosensores magnéticos se resume en la Figura 1, lo que indica un creciente interés
cientifico en este tema.

Figura 1

500

419

400

2

o

o
T

222

M

o

o
T

Number of Publications

129

100 88
' 47

g 26
Dmll | 1 | |

2000 2002 2004 2006 2008 2010 2012 2014 2016 2018 2020
Year

Figura 1. Numero de publicaciones sobre biosensores magnéticos en los ultimos 20 afios
al 8 de julio de 2020. Los datos se obtuvieron de la coleccion principal de Web of Science
con las palabras clave "biosensores magnéticos" y "sensores biolégicos magnéticos".

La mayoria de los biosensores magnéticos se dividen en varias categorias, a saber,
sensores de magnetorresistencia (MR), plataformas de espectroscopia de particulas
magnéticas (MPS) y plataformas de resonancia magnética nuclear (NMR). Los sensores
MR son tecnologias basadas en la superficie que son sensibles al campo de dispersion de
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los MNP vinculados a la proximidad de la superficie del sensor. Los bioensayos
magnéticos basados en RM se revisan en la seccion 2, y este tipo de esquema de ensayo
se logra convirtiendo los eventos de unién de los MNP (debido a la presencia de analitos
objetivo) en sefiales eléctricas legibles. La sensibilidad de los bioensayos de RM depende
en gran medida de las propiedades magnéticas de las pilas magnéticas de los sensores de
RM y de los MNP. Es necesaria la optimizacioén de las estructuras de pelicula delgada en
los sensores de RM para adquirir una respuesta de campo magnético con alta sensibilidad
y linealidad. Mientras tanto, se requiere que los MNP empleados en los inmunoensayos
exhiban momentos magnéticos elevados mientras mantienen el estado
superparamagnético. Por el contrario, las plataformas MPS son tecnologias basadas en
volumen que (revisadas en la seccion 3) detectar directamente las respuestas magnéticas
dindmicas de los MNP; por lo tanto, los MNP son las Unicas fuentes de sefales e
indicadores para sondear analitos objetivo de medios no magnéticos. En consecuencia, las
propiedades magnéticas de los MNP, como la magnetizacion de saturaciony la
anisotropia, son los parametros clave para optimizar el rendimiento del

dispositivo. También deben tenerse en cuenta otros factores, como las propiedades
eléctricas y magnéticas de las bobinas de excitacidn y captacion. Plataformas de RMN
(revisadas en la seccion 4) usan MNP como potenciadores de contraste para introducir
falta de homogeneidad en el campo magnético local y perturbar las variaciones de
frecuencia de precesion en millones de protones de agua circundantes. Por lo tanto, los
bioensayos basados en RMN de alta sensibilidad se benefician intrinsecamente de los
agentes de contraste MNP. Ademas de las propiedades magnéticas deseadas para las
plataformas MR y MPS, también se requiere que los MNP en los sistemas NMR muestren
una alta relajacién transversal. Se revisan diferentes plataformas basadas en
nanosensores magnéticos para la deteccion de virus y patdgenos, y se realizan
comparaciones en la Tabla 1 . En la seccidn 5 también se revisan otras plataformas de
bioensayo que utilizan nanomateriales magnéticos como herramientas auxiliares para
mejorar el rendimiento de la deteccidn.. En esta revision, se resumira y discutira la
aplicacion de biosensores magnéticos en la deteccion de virus y patdégenos en funcion de
los diferentes principios de funcionamiento de las tecnologias.

Tabla 1. Comparacion de diferentes nanosensores magnéticos

plataforma tiempo de ensayo pat6égeno LOD
GMR <10 minutos HIN1 15 ng/ml (0,26 nM) para la nucleoproteina HIN1
H3N2v 125 TCID 50 /mL
<10 minutos HIN1 250 TCID 5o /mL
H3N2v 250 TCID 5o /mL
15 minutos VHB 200 Ul/ml de ADN
N/A E.coli O157H:H7 100 CFU/mI de antigeno en una muestra de 1 ml
N/A Tuberculosis M. 1 pM de proteina ESAT-6

MTJ 100 minutos VHE N/A
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plataforma tiempo de ensayo patégeno LOD
L. monocytogenes N/A
N/A VIH 0,01 pug/ml (4,16 nM) de antigeno p24
MPS 30 minutos C. botulinum 0,22, 0,11y 0,32 ng/mL (1,46, 0,7 y 2,2 pM) para BoNT-A, -B y -E, respectivamente
25 minutos S. aureus 4y 10 pg/ml (0,18 y 0,34 pM) para TSST y SEA
2 horas 0,1y 0,3ng/mL (4,5y 10,3 pM) para TSST y SEA
10 segundos HIN1 4,4 pmol para la nucleoproteina HIN1
42 minutos SARS-CoV-2 2,96 ng/mL (19,7 pM) para anticuerpos contra la proteina de pico de SARS-CoV-2
3,36 ng/mL (22,4 pM) de anticuerpos contra la proteina de pico de SARS-CoV-2
RMN 1 minuto E.coli 0157:H7 76 UFC/mL
92 UFC/mL
2,5 horas Tuberculosis M. 1 nM ssDNA en 1 pL de muestra

PBS: solucion salina tamponada con fosfato.

2. Plataformas de RM
SECCIONES DEL ARTICULO

2.1. SRES

MR fue descubierto por primera vez por William Thompson, quien acufié el término
magnetorresistencia anisotropica (AMR). (47) La observacion fisica de AMR muestra que
las resistividades de Ni y Fe aumentan cuando la corriente de carga se aplica en paralelo a
la magnetizacion y disminuyen cuando la corriente de carga se aplica en forma
perpendicular a la magnetizacion. (48) Este efecto AMR se origina en las interacciones
espin-6rbita y fue demostrado experimental y cuantitativamente por Ferty

Campbell. (49)Sin embargo, el cambio de resistencia maximo registrado por los
dispositivos AMR es solo de alrededor del 2 %, lo que lo hace inadecuado para la mayoria
de las aplicaciones. Con respecto a esto, se puede encontrar una revision detallada del
efecto AMR en peliculas delgadas y materiales a granel en la ref. (48). En este documento,
los biosensores AMR no se discutiran debido a sus aplicaciones limitadas en la
biodeteccidon magnética.

La magnetorresistencia gigante (GMR) se observé por primera vez en las multicapas de
Fe/Cr cultivadas con epitaxia de haz molecular por Albert Fert y Peter

Grunberg. (50,51)Estas multicapas exhiben un cambio de resistencia significativamente
mayor que el de los dispositivos AMR. El efecto GMR existe principalmente en estructuras
multicapa con capas metalicas ferromagnéticas y no magnéticas alternas. Cuando las
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magnetizaciones de dos capas ferromagnéticas adyacentes son paralelas, las multicapas
muestran baja resistencia, y cuando las magnetizaciones son antiparalelas, las multicapas
exhiben un estado de alta resistencia. El avance industrial para el descubrimiento de GMR
se realizé cuando Parkin et al. observo el efecto GMR de estructuras multicapa
pulverizadas con corriente continua.(52)Aunque el efecto GMR se observo principalmente
en una pelicula delgada o un sistema en capas ( Figura 2 A), también se observa en otros
sistemas, como peliculas granulares de Co-Au, Co-Ag y Fe-Ag.(53-57)El efecto GMR en
peliculas granulares ( Figura 2 B) estd muy relacionado con la dispersién interfacial
dependiente del espin, el acoplamiento entre particulas, y varios son importantes para fines
de biodeteccion debido a su capacidad para adaptarse a las formas de diferentes
biomoléculas.(58,59)En comparacién con otros tipos de sensores, la capacidad de los
sensores GMR flexibles para responder a un campo magnético externo los convierte en un
candidato perfecto para el monitoreo portatil de la actividad corporal en tiempo real y la
evaluacion de la eficacia de la administracion de farmacos. Debido a que no se ha
informado ninguna demostracion experimental sobre la deteccién flexible de
virus/patdgenos basada en MR, la discusién adicional sobre la biodeteccion flexible
basada en GMR se restringe en las secciones siguientes.

Figura 2
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Figura 2. (A) Estructura de pila GMR tipica utilizada para la biodeteccién. (B) MR de la
matriz Co-Ag, la evidencia de GMR granular. (C) Estructura tipica de MTJ utilizada para la
biodeteccién. (D) Curva de transferencia tipica de un sensor MR. La parte A se reprodujo
con permiso de la ref. (68). Derechos de autor 2019 I0OP Publishing. La parte B se reprodujo
con permiso de la ref. (56). Copyright 2006 Elsevier. La imagen en la parte C adaptada de la
ref.(69)tiene licencia CC BY-ND 2.0. La imagen en la parte D adaptada de la ref. (70) tiene
licencia CC BY-ND 2.0.

Las uniones de tunel magnético (MTJ) tienen estructuras de pila ( Figura 2 C) similares a
las de las valvulas giratorias GMR, excepto que las capas ferromagnéticas adyacentes
estan separadas por una capa aislante, que generalmente es un éxido. En los primeros
dias, se utilizé AlO «.(60,61) Mas tarde, esta capa aislante fue reemplazada por un material
de MgO para lograr un menor desajuste de red e inestabilidad de la interfaz y, por lo tanto,
una relacién de magnetorresistencia de tinel (TMR) mds alta. (62,63)La caracteristica mas
importante de una estructura MTJ es su curva de transferencia, como se muestra en

la Figura 2D. En la curva de transferencia, dos caracteristicas son de suma importancia: la
relacion MRy la sensibilidad. La caracterizacion fisica de la relacion MR es la tasa de
cambio en la resistencia del dispositivo MR junto con la variacién del campo magnético. Su
sensibilidad se mide por la pendiente de la curva de transferencia a una intensidad del
campo magnético. En este sentido, un punto interesante a tener en cuenta es el equilibrio
entre la sensibilidad y el rango de respuesta del campo magnético lineal para los sensores
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de RM. Un amplio rango de respuesta lineal en la curva de transferencia se logra con gran
facilidad en los sensores GMR, aunque esto conlleva un compromiso en la sensibilidad. Por
otro lado, aunque los sensores MTJ poseen una alta sensibilidad, se requieren disefios de
pilas adicionales o piezas de soporte, como imanes de polarizacion, para lograr una alta
linealidad.(64-66)0tro factor que entra en juego para todos los sensores en la nanoescala
es la relacién sefial-ruido (SNR). Generalmente, los sensores MTJ muestran una SNR mas
alta que los sensores GMR. Sin embargo, el ruido de disparo del medio de conduccion
puede hacer que sufran las SNR de los MTJ.(67) Con el avance de las tecnologias de
nanofabricacion y deposicion de peliculas delgadas, la proporcién de TMR ha aumentado
drasticamente durante los ultimos 20 afios de ~20 % a mas de 200 %. (62,68-70)

2.2. Plataforma GMR

Desde Baselt et al. informo el primer biosensor basado en GMR que utiliza la micromatriz
Bead Array Counter, la biodetecciéon basada en GMR ha estado atrayendo cada vez mas la
atencion entre la comunidad.(71)Esta seccidn revisa los biosensores GMR para detectar
virus y patdogenos y compara sus LOD y ventajas sobre las herramientas de biodeteccién
existentes. Tome el inmunoensayo sandwich como ejemplo ( Figura 3A), donde los
anticuerpos de captura dirigidos especificamente a los analitos (como antigenos de
virus/patdgenos) estan prefuncionalizados en la superficie del sensor GMR. Luego se
agregan muestras de biofluidos y se llevan a cabo uniones especificas de anticuerpos 'y
antigenos en la superficie del sensor. Por |lo general, se agrega un paso de lavado para
eliminar los analitos no unidos de las areas de deteccion. Luego, los MNP funcionalizados
con anticuerpos de deteccidn se agregan a las areas de deteccion de GMR, formando los
complejos de anticuerpos de captura de antigeno-anticuerpo de deteccién de MNP. Por lo
tanto, la cantidad de MNP capturados en la proximidad de la superficie del sensor es
directamente proporcional al nimero de antigenos en la muestra de prueba. Ademas, este
esquema de inmunoensayo en sandwich mejora significativamente la especificidad de
deteccion. Para lograr el mejor rendimiento, Los MNP superparamagnéticos (SPMNP) se
utilizan predominantemente para evitar el agrupamiento y la sedimentacion en las
superficies del sensor. Hay varios factores a considerar para los inmunoensayos
magnéticos basados en MNP. En primer lugar, el tamafio de las MNP debe permanecer por
debajo del tamafio critico de una transicién de dominio unico a multidominio, que es de
alrededor de 25 nm para las MNP de 6xido de hierro, para mantener el estado
superparamagnético. En segundo lugar, la magnetizacion de saturacién aumenta con el
tamano de las particulas hasta que alcanza el valor general. Como resultado, el tamafo de
los MNP debe aumentarse para adquirir una magnetizacion de alta saturacion, pero
también debe ser lo suficientemente pequefio para permanecer en el estado de dominio
unico. En tercer lugar, la uniformidad de los tamafios y formas de los MNP es importante
en un proceso de deteccion con alta repetibilidad. Debido a que las senales de los sensores
magnéticos dependen del campo perdido de los MNP,

figura 3
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Figura 3. (A) Mecanismo de inmunoensayo tipo sandwich de un biosensor GMR que forma
un complejo de anticuerpo de captura-antigeno objetivo-anticuerpo de deteccion-MNP. (B)
Fotografia del dispositivo portatil basado en GMR informado por investigadores de la
Universidad de Minnesota. (C) Curvas de respuesta de la nucleoproteina H1N1 detectada
por el dispositivo portatil en la parte B que muestra un LOD de 15 ng/mL. (D) Fotografia de
otro dispositivo portatil basado en GMR informado por los investigadores de la Universidad
de Stanford. (E) Curvas de respuesta de anticuerpos IgG detectados por el dispositivo que
se muestra en la parte D que representa un LOD de 10 ng/mL. La imagen en la parte A
adaptada de ref. (72)tiene licencia CC BY-ND 2.0. Las partes B y C se reprodujeron de la
ref. (73). Copyright 2017 Sociedad Quimica Estadounidense. Las partes D y E fueron
reproducidas con permiso de la ref. (74). Derechos de autor 2016 Elsevier.

Krsna et al. informé sobre un sistema de sobremesa GMR para la deteccién de la cepa
H1N1 del virus de la influenza A (IAV) dentro de un rango de concentracién de 10 ° -

10 ° TCID s /mL.(72)Wu et al. informé un dispositivo portatil de biodeteccion GMR llamado
Z-Lab ( Figura 3 B) para detectar IAV.(73)Lograron un LOD de 15 ng/mL para detectar la
nucleoproteina HIN1 ( Figura 3 C) y un LOD de 125 TCID s /mL para detectar la variante del
virus H3N2 purificado (H3N2v) a partir de soluciones tampén, con un tiempo de ensayo
total de menos de 10 min. . Mas tarde, Su et al. informé el esquema de inmunoensayo sin
lavado para detectar HIN1 y H3N2v a partir de muestras de hisopos nasales enriquecidos
con un LOD informado de 250 TCID s /mL.(32)Este enfoque de inmunoensayo sin lavado
permite que las detecciones sean manejadas por personal no técnico con requisitos
minimos de capacitacién. Otro grupo de la Universidad de Stanford informé sobre un
sistema portatil similar basado en GMR para bioensayos in situ ( Figura 3 D). Informaron
sobre el ensayo multiplexado de anticuerpos de inmunoglobulina humana Gy M (IgG e
IgM) con sensibilidades de hasta 0,07 y 0,33 nM, respectivamente. Figura 3 E muestra las
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sefales en tiempo real, medida por su dispositivo portatil para la deteccion de diversas
concentraciones de IgG durante un periodo de medicién 10 min.(74)Zhi et al. informé la
deteccion del virus de la hepatitis B (VHB) utilizando un biochip GMR integrado con un
canal de microfluidos con una sensibilidad de deteccién de 200 Ul/ml para moléculas de
ADN del VHB.(75)En su trabajo, la integracion de un canal de microfluidos aumenté la
facilidad de manejo de volimenes de muestra mas pequefios en el area de deteccion. Se
informd un buen seguimiento de este trabajo con LOD significativamente mejorados hasta
10 copias de moléculas de ADN del VHB diana.(76)También se han informado plataformas
GMR para la deteccion de bacterias. Por ejemplo, Sun et al. informaron la deteccién

del antigeno 07157H:H7 de Escherichia coli utilizando el esquema de biodeteccion GMR con
un LOD informado de 100 unidades formadoras de colonias (UFC)/mL.(77)Gupta et

al. reportaron la deteccion del antigeno especifico de Mycobacterium tuberculosis —ESAT-6
usando el esquema GMR y un LOD de 1 pM.(78)

El punto clave aqui es que varias demostraciones experimentales de ensayos magnéticos
para la deteccidn de virus basados en GMR, y los LOD informados, indican que el bioensayo
basado en GMR es uno de los candidatos prometedores para la deteccion in situ, rapida y
sensible de COVID-19. 19

2.3. Plataforma MTJ

Grancharov et al. informaron sobre la primera prueba de concepto de MTJ como
biosensor. en 2005.(79)Demostraron un método Unico para la deteccién de antigenos y
ADN a temperatura ambiente utilizando nanoparticulas de ferrita de manganeso
monodispersas como etiquetas magnéticas. Desde entonces, ha habido varios intentos de
emplear MTJ como biosensores.(70,80-82)Sin embargo, la mayoria de sus intentos se
limitaron a aplicaciones de genotipado de sensores TMR. En el afio de 2017, Sharma et

al. demostré una plataforma MTJ integrada de microfluidos de poli(metacrilato de metilo)
( Figura 4 A,B) para detectar ADN patégeno del virus de la hepatitis E (HEV), Listeria
monocytogenes y bacterias Salmonella typhimurium .(83)Las partes Cy D de

la figura 4 muestran que la sefal normalizada se adquiere en funcién del tiempo a partir de
sensores MTJ funcionalizados con sondas de ADN objetivo de HEV y Listeria,
respectivamente, con un tiempo de ensayo de alrededor de 100 min. La excelente
sensibilidad y especificidad de la plataforma MTJ integrada de microfluidos podria allanar
el camino para un aparato multiplexado de laboratorio en chip y la detecciéon POC de
antigenos patdgenos. Muy recientemente, Li et al. demostraron experimentalmente la
deteccion del antigeno p24 del VIH-1T mediante sensores MTJ con un tiempo de ensayo
inferior a 10 min y un LOD del orden de 0,01 ug/mL.(84)

Figura 4
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Figura 4. (A) Imagen SEM de la matriz de 12 sensores MTJ. (B) Fotografia del canal de
microfluidos integrado con los biosensores MTJ para facilitar el manejo de volimenes de
muestra extremadamente pequenos. Sefiales MTJ normalizadas de sensores
funcionalizados con (C) sondas de ADN de HEV para detectar ADN objetivo de HEV 100 nM
y (D) sondas de ADN de Listeria para detectar ADN objetivo de Listeria 500 nM. Los
paneles superiores muestran las fotografias de las areas de los sensores después de la
inmovilizacién de las perlas magnéticas. Reproducido con permiso de ref. (83). Derechos
de autor 2017 Elsevier.

Con un disefo de circuitos mejorado y la facilidad de la nanofabricacion, existe una
tendencia a utilizar sensores MTJ para bioensayos. Gervasoni et al. us6 una plataforma de
bloqueo dual de 12 canales para mejorar el circuito para la generacion y adquisicion de
sefiales en su sistema de deteccién MTJ.(82)Lograron una resolucién inferior a ppm del
amplificador lock-in y un orden de magnitud mejor que un instrumento comercial de ultima
generacion. Sin embargo, existen varias desventajas de los MTJ como biosensores en
comparacion con los sensores GMR. El requisito de electrodos superiores aumenta la
distancia entre los MNP unidos a la superficie y la capa libre del sensor MTJ. Debido a que
los campos dispersos de los MNP decaen rapidamente con el aumento de la distancia, la
sensibilidad de los sensores MTJ a menudo se sacrifica a pesar de su alta relacion

TMR. Ademas, la dificultad de lograr una alta linealidad y una baja coercitividad también
sigue siendo un desafio para los MTJ. Se necesitan disefios mas dedicados de la
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estructura de pilay el proceso de fabricacion para aprovechar al maximo el alto nivel de
sefial inducido por la gran relacién TMR.

3. Plataformas MPS
SECCIONES DEL ARTICULO

3.1. MPS

MPS fue reportado por primera vez por Nikitin et al. y Krause et al. en 2006.(91,92) Es una
tecnologia derivada de imagenes de particulas magnéticas (MPI), donde las imagenes
tomograficas pueden reconstruirse explotando las respuestas magnéticas no lineales de
las MNP. (93,94) Aqui, en los inmunoensayos basados en MPS, las respuestas magnéticas
no lineales de las MNP junto con su grado de libertad de rotacion se utilizan como métricas
para diferentes propdsitos de biodeteccion. (44)En una plataforma MPS, se aplican
campos magnéticos sinusoidales externos (también llamados campos de excitacién) para
magnetizar periédicamente (y saturar magnéticamente) los MNP, como se muestra en

la Figura 5 A1, A3.(85-87,95-101)Los campos magnéticos dipolares variables en el tiempo
generados por los MNP como respuesta a los campos aplicados ( Figura 5 A2, A4) son
monitoreados por bobinas captadoras. Como resultado de la ley de induccién de Faraday,
se registran los voltajes eléctricos variables en el tiempo de las bobinas captadoras y se
extraen los espectros MPS para su analisis, como se muestra en la Figura 5 A3, A6). Hoy en
dia, existen dos modos de campo de excitacion de las plataformas MPS que se han
reportado con frecuencia: los modos de monofrecuencia y de doble frecuencia. En una
plataforma MPS de monofrecuencia, se aplica un campo magnético sinusoidal con
frecuencia f y se observan arménicos impares mas altos en 3f (el tercer arménico), 5f (el
quinto armonico), 7f (el séptimo armoénico), etc., debido a la no linealidad. respuestas
magnéticas de los MNP.(95,96,102)Por otro lado, en una plataforma MPS de doble
frecuencia, se aplican dos campos magnéticos sinusoidales con frecuencias fry f L El
campo de baja frecuencia f . magnetiza periédicamente los MNP, mientras que el campo
de alta frecuencia f + modula estos armonicos impares mas altos al rango de alta
frecuencia. Por lo tanto, arménicos impares mas altos en f+ + 2 f . (los terceros
armonicos), f+ + 4 f (los quintos arménicos), f+ + 6 f. (los séptimos armonicos),
etc.(97,99,103-106) Aunque diferentes en los modos de excitacién, los mecanismos de
deteccion magnetizan periddicamente los MNP y las extracciones de armodnicos impares
mas altos como resultado de respuestas magnéticas no lineales son idénticas.

Figura 5


https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acsanm.0c02048
javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acsanm.0c02048#fig5
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acsanm.0c02048#fig5
javascript:void(0);
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acsanm.0c02048#fig5
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acsanm.0c02048#fig5
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acsanm.0c02048#fig5
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acsanm.0c02048#fig5
javascript:void(0);
javascript:void(0);

Figura 5. (A) Respuestas magnéticas no lineales de MNP. A1-A3 y A4-A6 son los modos
de monofrecuencia y de doble frecuencia, respectivamente. A1y A4 son los campos de
excitacion en el dominio del tiempo. A2 y A5 son las respuestas magnéticas en el dominio
del tiempo. A3 y A6 son los espectros MPS extraidos de las bobinas captadoras. (B) Dibujo
esquematico del inmunoensayo MPS basado en volumen. (C) Dibujo esquematico del
inmunoensayo MPS basado en superficie.

Ademas, existen dos tipos de plataformas de inmunoensayo basadas en MPS: plataformas
basadas en volumen y basadas en superficie ( Figura SANTES DE CRISTO). Aunque ambas
plataformas utilizan respuestas magnéticas dinamicas de MNP para la caracterizacion, los
grados de libertad son diferentes. En las plataformas MPS basadas en volumen, los MNP
se dispersan en la fase liquida. Tras la aplicacion de campos magnéticos externos, sus
momentos magnéticos se relajan para alinearse con los campos externos a través de los
procesos conjuntos de relajacion browniana y de Néel, donde la relajacién browniana es la
rotacion fisica de un MNP completo con su momento magnético fijo y la relajacion de Néel
es la rotacion de el momento magnético dentro de un MNP estacionario. Para las
plataformas MPS basadas en volumen, se prefieren los SPMNP de un solo nucleo que
realinean los momentos magnéticos a los campos externos a través de un proceso
dominado por la relajacién browniana. El proceso de relajacidon browniana se ve afectado
por la viscosidad del liquido, el volumen hidrodinamico de MNP y la temperatura
(nota:(105-111)Mediante MNP que funcionan en la superficie con reactivos
biolégicos/quimicos como anticuerpos, ADN, ARN y proteinas, las MNP sirven como
sondas de alta especificidad para capturar analitos objetivo de muestras de

biofluidos. Como se muestra en la figura 5B, los eventos exitosos de reconocimiento y
union en MNP provocan un aumento del volumen hidrodinamico. Por lo tanto, la relajacion
browniana se inhibe pero sigue siendo el mecanismo de relajacién dominante y las
respuestas magnéticas se debilitan. Se detectan retrasos de fase mas grandes entre los
momentos magnéticos y los campos externos, y se observan amplitudes arménicas mas
bajas a partir de los espectros MPS. En esta plataforma de MPS basada en volumen, el
inmunoensayo se logra al monitorear la libertad de rotacién reducida de las MNP en la
suspension de prueba. Por otro lado, en la plataforma MPS basada en superficie, los MNP
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funcionalizados en superficie se capturan en un sustrato sélido (es decir, la superficie de
reaccion) y su libertad de rotacién browniana se inhibe o bloquea para diferentes
escenarios, como se muestra en la Figura 5.C. Como resultado, los inmunoensayos se
logran “contando” la cantidad de MNP capturadas en el sustrato sdlido.

3.2. Plataforma MPS basada en superficie

Orlov et al. inform6 un ensayo de flujo lateral multiplexado (LF) para la deteccion de
neurotoxina botulinica (BoNT) tipos A, By E.(85)BoNT-A, -B y -E son proteinas producidas
por bacterias anaerobias de Clostridium botulinum ampliamente presentes en el suelo y el
agua. En su trabajo, la multiplexacién se realiza combinando la plataforma MPS con la
medicion de flujo lateral. EI método de flujo lateral se basa en varios marcadores 6pticos,
como latex, Au, Ag y QD; solo con este método, es dificil lograr inmunoensayos
cuantitativos de alta sensibilidad, especialmente en medios opacos.(112-116)Al
reemplazar estas etiquetas opticas con etiquetas magnéticas (es decir, MNP), se logra una
plataforma de biodeteccion potencialmente de alta sensibilidad, alta estabilidad y bajo
ruido de fondo. Aqui, los autores combinaron tres tiras reactivas en un cartucho. Cada tira
reactiva se denomina tira A, tira B y tira E, respectivamente, para la deteccién prevista de
BONT-A, -By -E, respectivamente, como se muestra en la Figura 6 D. Cada tira se compone
de almohadilla de muestra, almohadilla de conjugacidn, nitrocelulosa y almohadilla
absorbente superpuestas en una hoja de respaldo de plastico adhesivo, como se muestra
en la figura 6A. Los anticuerpos de captura anti-BoNT (etiquetados como Ab de captura en
la figura) se depositan en la membrana de nitrocelulosa etiquetada como linea de

prueba. Los complejos de anticuerpos de detecciéon de MNP correspondientes (marcados
como MP-Ab en la figura) se depositan en la almohadilla de conjugacién. Durante un
proceso de analisis, la muestra de prueba se deposita en la almohadilla de muestray el
fluido migra a lo largo de la tira de prueba bajo la accion capilar. Los analitos objetivo se
unen a MP-Ab y capturan Ab en la linea de prueba. Como se muestra en la Figura 6B, las
distribuciones de MNP a lo largo de la tira reactiva muestran tres picos correspondientes a
los MNP restantes que quedan en la almohadilla de conjugacién, los MNP se unen a la
linea de prueba debido a la presencia de analitos objetivo y los MNP no unidos se
recolectan en la almohadilla absorbente. Las amplitudes de la sefial magnética registradas
por MPS [etiquetadas como el lector de cuantificacion de particulas magnéticas (MPQ) en
la figura] se correlacionan positivamente con la concentracion (cantidad) de los analitos
objetivo. Los MNP especificamente capturados en la linea de prueba de la membrana de
nitrocelulosa se pueden ver en la imagen de microscopia electrénica de barrido (SEM) que
se muestra en la Figura 6C. Los procedimientos del ensayo multiplexado y la configuracién
de medicién son como el ensayo de un solo plex, reemplazando la tira de un solo plex con
un cartucho. La muestra se deposita en el cartucho y, después de ~25 min, el cartucho se
inserta en el lector MPQ para las mediciones. Con este método, los autores han detectado
con éxito y simultaneamente tres estereotipos de toxina botulinica a partir de matrices
liqguidas complejas, como la leche entera y los jugos.

Figura 6
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Figura 6. (A) Disefio de tira reactiva basado en ensayo de flujo lateral tipo sandwich. (B)
Distribuciones de MNP a lo largo de la tira de prueba de flujo lateral para diferentes
concentraciones de BoNT-A. (C) Imagen SEM de MNP capturadas especificamente en la
membrana. (D) Configuracién de ensayo multiplexado: varias tiras de prueba de un solo
plex con posiciones diferentes de las lineas de prueba se combinan en un cartucho en
miniatura. El cartucho con una muestra depositada en su extremo frontal se inserta en el
lector MPQ portatil (es decir, MPS). Reproducido de referencia (85). Copyright 2016
Sociedad Quimica Estadounidense.

Los autores combinaron con éxito el método MPS con el método de flujo lateral. Mediante
la conjugacion de diferentes anticuerpos de captura en diferentes ubicaciones de una tira
reactiva, se logra una plataforma de ensayo multiplexada. Al reemplazar las etiquetas
Opticas con MNP, las mediciones pueden analizar medios independientemente de las
propiedades opticas, ofreciendo sensibilidades al nivel de los métodos cuantitativos
basados en laboratorio.

Orlov et al. reportaron la aplicacién de la plataforma MPS para la deteccion de toxinas
producidas por Staphylococcus aureus .(86)Estas toxinas estan ampliamente presentes en
el medio ambiente y son la causa de diversas enfermedades mortales, como
enfermedades gastrointestinales graves y shock téxico. En su trabajo, introdujeron un
inmunoensayo magnético novedoso en la fase sélida de fibra 3D ( Figura 7 D) que encaja
en una punta de pipeta automatica estandar, como se muestra en la Figura 7 A. Las
superficies del filtro poroso 3D se inmovilizan con anticuerpos de captura especificos para
un toxina definitiva. Estos filtros en fase sélida preparados inmovilizados con anticuerpos
se pueden almacenar durante mucho tiempo sin comprometer las propiedades. Se
proponen dos formatos de medicion: uno para el andlisis de las muestras de pequefio
volumen ( Figura 7 B, etiquetada como express MIA) y el otro para el andlisis de las
muestras de gran volumen (Figura 7 C, etiquetada como MIA de alto volumen). En el MIA
exprés, las muestras se dispensan simultaneamente a través de todas las puntas mediante
una pipeta electrénica. En el MIA de alto volumen, la muestra de prueba se bombea a
través de los filtros de fibra 3D y el volumen de la muestra se determina por la velocidad y
el tiempo de bombeo. En este paso, los analitos objetivo que fluyen a través de los filtros
porosos 3D son capturados por los anticuerpos de captura del filtro de fase sélida. Los
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demas pasos son los mismos para ambos formatos. Después de pasar las muestras a
través de los filtros, cada filtro se lava para eliminar los reactivos no unidos. Luego se
llevan a cabo 7 minutos de dispensacion de los complejos anticuerpo-MNP de deteccién
seguidos de otro ciclo del paso de lavado. Los MNP que se unen al inmunocomplejo en las
superficies de fibra porosa 3D sirven como etiquetas para ser registradas por el lector de
MPS.

Figura 7
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Figura 7. (A) Dibujo esquematico de filtros porosos 3D como sustrato de inmunoensayo en
fase sélida en un cilindro. Dibujos esquematicos de un inmunoensayo magnético de
estructura sandwich en filtros de fibra 3D: (B) configuracién expresa MIA; (C) configuracion
MIA de alto volumen. (D) Imagen SEM de filtros de fibra 3D cilindricos. Reproducido de
referencia (86). Copyright 2012 Sociedad Quimica Estadounidense.

En junio de 2020, Pietschmann et al. informo sobre la plataforma portatil de inmunoensayo
MPS en superficie MInD (inmunodeteccion magnética) para la deteccion de anticuerpos
especificos contra el SARS-CoV-2.(88)En su trabajo, una matriz de filtro de polietileno
poroso recubierta con un péptido de proteina de pico de SARS-CoV-2 sirve como superficie
de reaccién (llamadas columnas de inmunofiltracion en el articulo). Las concentraciones
variables de anticuerpos contra la proteina de pico de SARS-CoV-2 en solucion salina
tamponada con fosfato (PBS) y muestras de suero humano se afiaden a través de la
superficie, seguidas de un paso de lavado para eliminar los anticuerpos no unidos. Luego
se agregan anticuerpos secundarios biotinilados, seguido de otro paso de

lavado. Finalmente, los MNP recubiertos con estreptavidina se agregan a la superficie de
reaccion, formando una estructura de [péptido de proteina de pico de SARS-CoV-2]-
[anticuerpo de proteina de pico de SARS-CoV-2]-[anticuerpo secundario]-[MNP]. Después
de un paso de lavado final, se miden los espectros de MPS de las MNP

capturadas. Consiguieron LOD de 2,96 y 3. 36 ng/mL para la deteccion de anticuerpos
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contra la proteina de pico de SARS-CoV-2 de PBS'y suero humano,

respectivamente. Muestra una mejor sensibilidad y un rango de deteccion mas amplio que
el ensayo ELISA de bioquimica analitica de uso comun. Sin embargo, los grupos de control
negativos son PBS y suero sin anticuerpos contra la proteina de pico. La deteccion de
anticuerpos puede proporcionar una ventana de tiempo mas amplia para la deteccion
indirecta de SARS-CoV-2 porque los anticuerpos se generan en respuesta a la infeccién. La
prueba de anticuerpos es muy Uutil para la vigilancia de COVID-19. Un desafio potencial para
desarrollar una deteccion precisa de anticuerpos es la posible reactividad cruzada de los
anticuerpos contra el SARS-CoV-2 con los anticuerpos generados contra otros
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anticuerpos puede proporcionar una ventana de tiempo mas amplia para la deteccion
indirecta de SARS-CoV-2 porque los anticuerpos se generan en respuesta a la infeccién. La
prueba de anticuerpos es muy Uutil para la vigilancia de COVID-19. Un desafio potencial para
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coronavirus. Muestra una mejor sensibilidad y un rango de deteccion mas amplio que el
ensayo ELISA de bioquimica analitica de uso comun. Sin embargo, los grupos de control
negativos son PBS y suero sin anticuerpos contra la proteina de pico. La deteccion de
anticuerpos puede proporcionar una ventana de tiempo mas amplia para la deteccion
indirecta de SARS-CoV-2 porque los anticuerpos se generan en respuesta a la infeccién. La
prueba de anticuerpos es muy Uutil para la vigilancia de COVID-19. Un desafio potencial para
desarrollar una deteccion precisa de anticuerpos es la posible reactividad cruzada de los
anticuerpos contra el SARS-CoV-2 con los anticuerpos generados contra otros

coronavirus. La deteccidn de anticuerpos puede proporcionar una ventana de tiempo mas
amplia para la deteccién indirecta de SARS-CoV-2 porque los anticuerpos se generan en
respuesta a la infeccion. La prueba de anticuerpos es muy util para la vigilancia de COVID-
19. Un desafio potencial para desarrollar una deteccion precisa de anticuerpos es la
posible reactividad cruzada de los anticuerpos contra el SARS-CoV-2 con los anticuerpos
generados contra otros coronavirus.(26)Sin embargo, en este trabajo no se prueba la
reactividad cruzada con otro coronavirus como el MERS coronavirus (MERS-CoV) y el SARS
coronavirus (SARS-CoV). Este dispositivo de prueba POC permite la identificacion de
personas con inmunidad contra el SARS-CoV-2.

3.3. Plataforma MPS basada en volumen

Zhang et al. demostrd por primera vez la viabilidad de utilizar un método de bioensayo MPS
basado en volumen para aplicaciones de deteccidn molecular.(95)En su trabajo, los MNP
se funcionalizan con dos aptameros de ADN antitrombina: los analitos objetivo (es decir, la
trombina) unen los MNP a través de interacciones ADN-ADN, lo que inhibe la libertad de
rotacion de los MNP y, por lo tanto, reduce las respuestas magnéticas. Mostraron un LOD
de 4 nMy 2 pmol para la deteccion de trombina. Ademas, también demostraron la
capacidad de detectar ssDNA a partir de suero con un LOD de 400 pM. Este trabajo pionero
demuestra que MPS basado en volumen puede ser una plataforma prometedora para
bioensayos versatiles y altamente sensibles y potencialmente para futuras aplicaciones in
vivo.
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Wu et al. informo sobre la plataforma de inmunoensayo MPS basada en volumen que
utiliza el entrecruzamiento de MNP inducido por anticuerpos policlonales para un paso, la
deteccién sin lavado de moléculas de nucleoproteina H1N1.(87)En su trabajo, los MNP
estan anclados con anticuerpos IgG policlonales especificos para la nucleoproteina

H1N1. Cada molécula de nucleoproteina HTN1 tiene muchos epitopos que sirven como
sitios de unién para los anticuerpos policlonales IgG. Por lo tanto, cada nucleoproteina
puede unirse a mas de un MNP, formando en consecuencia grupos de MNP. Como se
muestra en la Figura 8A, se preparan siete grupos experimentales y dos grupos

negativos. Para el control negativo 2 (indice de muestra IX), las respuestas magnéticas de
los MNP desnudos se registran en la plataforma MPS. Para el control negativo 1 (indice de
muestra VIII), se registran las respuestas magnéticas de los complejos anticuerpo
policlonal-MNP. Para los grupos experimentales I-VII, se mezclan diferentes
concentraciones de nucleoproteina HIN1 con complejos de anticuerpo policlonal-MNP, y
las concentraciones de mayor a menor son 4,42 uM (1), 2,21 uM (I1), 884 nM (lil), 442 nM (
V), 221 nM (V), 88 nM (VI) y 44 nM (VII). Debido a las cantidades variables de los analitos
objetivo (es decir, la nucleoproteina H1N1), se observan diferentes grados de agrupacion
de MNP en las muestras |-VIl. Como se muestra en la Figura 8B, con el grado creciente de
agrupamiento de MNP, el tamafio hidrodinamico promedio de MNP aumenta y la amplitud
armonica disminuye. La Figura 8 C muestra las amplitudes de los arménicos tercero y
quinto de las muestras IX, VIl e I. Con el anclaje de los anticuerpos policlonales en las
MNP, se observa una pequefia disminucion en la amplitud arménica de la muestra VIl en
comparacion con la muestra IX, lo que prueba la conjugacion exitosa de anticuerpos en
MNP y, como resultado, el tamafio hidrodinamico aumenta ligeramente. El grupo
experimental (muestra I) muestra una disminucién sustancial en las amplitudes armoénicas
debido a la agrupacion de MNP inducida por nucleoproteina HIN1. Como nota al margen,
las proporciones armonicas también se utilizan como un factor independiente de la
cantidad de MNP para el inmunoensayo basado en MPS. Partes a—e de la Figura 8D
muestra las distribuciones de tamafio hidrodinamico de los MNP de las muestras Il (2,21
M), IV (442 nM), VI (88 nM), VIII (complejo de MNP-anticuerpo) y IX (MNP desnudo)
medidas por dispersién de luz dindmica (DLS) . El tamafio hidrodindmico aumenta después
del anclaje de los anticuerpos en las MNP y luego aumenta aun mas en presencia de la
nucleoproteina H1N1. La Figura 8 D,f ofrece una comparaciéon mas intuitiva entre las
muestras 1l (2,21 pyM) y VIIl (complejo MNP-anticuerpo). La nucleoproteina H1N1 provoca
un cambio de pico de tamafio notable de 46 a 59 nm. Ademas, la protuberancia entre 200 y
300 nm indica la presencia de grupos de MNP. En la Figura 8 E,F, las amplitudes arménicas
registradas de las muestras I-IX muestran tendencias similares.

Figura 8
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Figura 8. (A) Diagramas de flujo de preparaciéon de muestras. (B) La amplitud arménica cae
y el tamafo hidrodindmico de MNP aumenta a medida que MNP forma grupos. (C) Ejemplo
de los arménicos tercero y quinto a lo largo de diferentes frecuencias de campo impulsor
recopiladas por el sistema MPS. Los diagramas de caja muestran las proporciones
armonicas (R35) recopiladas de las muestras |, VIl y IX. (D) Distribucién estadistica de los
tamafios hidrodinamicos de las muestras (a) Il, (b) IV, (c) VI, (d) VIl y (e) IX, segln se
caracteriza por DLS. ( f ) Comparacion de las curvas de distribuciéon de tamafio DLS
medidas entre las muestras Il (2, 21 uM) y VIII (0 nM, MNP + Aby). (E y F) Mediciones MPS
de los arménicos tercero y quinto de las muestras |-1X a frecuencias de campo impulsor
variables de 400 Hz a 20 kHz. Reproducido de referencia (87). Copyright 2020 Sociedad
Quimica Estadounidense.

Este esquema de deteccion de MPS de un solo paso, sin lavado y basado en el volumen
permite el inmunoensayo en muestras biolégicas minimamente procesadasy la
manipulacion por parte de personal no técnico con requisitos minimos de

capacitacion. Dado que las sefiales magnéticas corresponden a todo el volumen de la
suspension de MNP, la eliminacion de las MNP no unidas de la muestra podria garantizar
una mayor sensibilidad de deteccion para este tipo de modo de ensayo basado en el
volumen.

4. Plataformas de RMN
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SECCIONES DEL ARTiCULO

4.1. RMN

Las propiedades basicas de la RMN se elaboraran aqui. Los ntcleos como 'H,* Cy* P
con un numero impar de protones y/o neutrones exhiben momentos magnéticos
intrinsecos y, por lo tanto, poseen un espin distinto de cero, donde ' H es el nlcleo mas
estudiado debido a su abundancia en muestras bioldgicas. Por ejemplo, las sefales de
RMN del agua y la grasa en los tejidos del paciente se monitorean para aplicaciones de
RMN. Cuando se aplica un campo magnético estatico externo, H o, a lo largo de

la zdireccidn, el espin nuclear se comporta como una pequefa barra magnética y tiene una
precesion alrededor de la direccién del campo con una frecuencia de Larmor. Tras la
eliminacion de este campo externo, los espines nucleares se aleatorizan, mostrando una
magnetizacion neta cero a nivel macroscopico. Cuando se aplica un pulso de
radiofrecuencia (RF) ortogonal al campo estatico H o, estos nucleos se voltean hacia

el plano x — y . Un angulo de inclinacion de 90° (es decir, cambiando los espines nucleares
a x — yplano) puede maximizar la sefial de RMN resultante en el plano transversal. Cuando
se elimina el pulso de RF, estos nucleos se relajan y vuelven a los estados de equilibrio. Las
bobinas de RF controlan las magnetizaciones transversal y longitudinal de estos espines
nucleares midiendo el flujo magnético. El tiempo de relajacién longitudinal T 1 es el tiempo
que tarda la componente z del espin nuclear (magnetizacién) en volver a su valor de
equilibrio térmico, y el tiempo de relajacion transversal T 2 es la medida del decaimiento de
la magnetizacién neta en el x — plano y (perpendicular aHo). Los reciprocos de T1y T 2se
conocen como las tasas de relajacion longitudinal y transversal Ry R 2, respectivamente.

Para la mayoria de aplicaciones de bioensayo, RMN detecta los objetivos MNP marcado
mediante la medicidn de la sefal de precesion de la ' protdn H de todo el volumen de la
muestra. De esta forma, la plataforma de RMN se clasifica como un tipo de método de
inmunoensayo basado en volumen. Tenga en cuenta que la plataforma de inmunoensayo
basada en RMN también se denomina cambio de relajacion magnética. Como se muestra
en la Figura 9A, debido a la alta relacion superficie-volumen de los MNP, |a falta de
homogeneidad del campo magnético local causada por el MNP perturba las variaciones de
frecuencia de precesion en millones de protones de agua circundantes, lo que acelera el
decaimiento de la coherencia de fase del sistema de espin. Ademas, la deteccién basada
en RMN se beneficia intrinsecamente de la amplificacion de la sefial y puede lograr una alta
sensibilidad. A medida que los MNP monodispersos se agregan al unirse a los objetivos,
los grupos pueden desfasar de manera eficiente los espines nucleares de los protones del
agua circundante, lo que resulta en una disminucién de T 2tiempo de relajacion. Lo
contrario también es cierto al desmontar el grupo. La relajacion magnética se define como
la propiedad intrinseca de la capacidad del MNP para aumentar las tasas de relajacion
longitudinal y transversal de los protones del agua circundante. Con el fin de optimizar los
MNP para mejorar la relajacion de los protones del agua bajo un campo determinado, se
informd la teoria de Solomon-Bloembergen-Morgan (SBM) para la interpretacion fisica de la
relajacion del espin nuclear en soluciones paramagnéticas.(117-119)

Figura 9
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Figura 9. (A) Perturbaciones espaciales y temporales inducidas por MNP en la
homogeneidad y la fuerza del campo magnético local. (B) Dibujo esquematico del principio
de funcionamiento del biosensor basado en RMN para la deteccién de patégenos. (C) Vista
esquematica del ensamblaje del iman y el disefio de la sonda de RMN. (D) Fotografia de un
dispositivo de RMN portatil. Las imagenes en las partes Ay B adaptadas de ref. (89)tienen
licencia CC BY-ND 2.0. Las partes C y D fueron reproducidas con permiso de la

ref. (134). Copyright 2011 La Sociedad Real de Quimica.

Un campo estatico altamente homogéneo H o es el requisito previo para una plataforma de
RMN de alta sensibilidad. Dichos sistemas requieren muestras altamente homogéneas,
bobinas, un contenedor y coincidencia de susceptibilidad, que son los principales
obstaculos para miniaturizar la RMN.(120) En los ultimos afios, ha habido muchos avances
en la miniaturizacion de las plataformas de RMN, como el montaje de componentes
electronicos en chips de circuitos integrados, la implementacién de bobinas de RMN mas
pequefias o planas y los imanes permanentes compactos y el montaje de canales de
microfluidos. (120-130)Estas plataformas de micro-NMR (UNMR) de bajo costo han
demostrado portabilidad, robustez, versatilidad e incluso mayor sensibilidad que los
sistemas convencionales. Hay muchos libros y resefas que destacan los avances
recientes de los sistemas UNMR, asi como la uNMR para aplicaciones de la vida real, y
enumeramos algunos de ellos para informacién de los lectores.(130-133).

La Figura 9 B muestra los pasos del inmunoensayo basado en RMN con interaccion MNP-
patogeno, separacion magnética y filtracion. Como se menciond en la seccién 3.3, para las
plataformas de biodeteccién basadas en volumen, el paso de filtracién podria reducir
efectivamente la interferencia de los MNP no unidos. La separacion magnética y la
filtracién no son necesarias pero se prefieren para los inmunoensayos de alta sensibilidad.

Issadore et al. informé una plataforma de RMN miniaturizada para diagndsticos
POC.(134)En la Figura 9 se muestra una fotografia y el esquema de la plataforma de RMN
portatil.C,D. The magnet, microcoils, and RF matching circuits are assembled into a
thermally insulating shell. The circuits can provide NMR pulse sequences, collect NMR
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signals, and communicate with external terminals. Samples are loaded to polyimide tubes
and inserted into the microcoil bore for NMR measurements. A modular coil is plugged into
the system to accommodate sample volumes (i.e., from 1 to 100 mL). This portable NMR
platform with automatic measurement setting tuning provides users with an easy-to-use
interface and offers a sensitive on-site diagnosis. With these capabilities, it is expected that
an NMR hand-held device can be an essential tool for personal care and accurate
diagnostics for infectious diseases in rural areas and mitigates the healthcare burden.

4.2. NMR Platforms

Los recientes avances en micro y nanofabricacién han acelerado el desarrollo de
dispositivos portatiles de RMN. Alocilja y Luo informaron sobre la deteccion de la bacteria
transmitida por los alimentos E. coli 0157:H7 en muestras de agua potable y leche
utilizando una plataforma de RMN portatil.(89)EIl sistema NMR puede generar 0,47 T de
campo magnético y un transmisor de RF pulsado de alta potencia con circuitos de
deteccion de ruido ultrabajo. En su trabajo, las bacterias se marcan con MNP a través de
interacciones anticuerpo-patdgeno. Se lleva a cabo un paso de filtracion de 20 a 30
minutos seguido de 1 minuto de recoleccién de senales de RMN.

Lion et al. informé la deteccion de acidos nucleicos basada en una estrategia de cédigo de
barras magnético,(90)donde los genes de micobacterias amplificados por PCR se capturan
especificamente en las microesferas y se etiquetan mediante MNP y luego se detectan
mediante la técnica de RMN. Todos los componentes y pasos estan integrados en un
cartucho de fluidos para simplificar los ensayos en chip. Como se muestra en

la Figura 10 A, las muestras de esputo se procesan primero para extraer ADN de M.
tuberculosisseguido de amplificacién por PCR. Los amplicones son capturados por perlas
poliméricas que estan recubiertas con hebras de ADN de captura complementarias. Luego,
las MNP modificadas con hebras de ADN sondeadas se unen al otro extremo del
amplicon. Este esquema de captura de ADN-ADN objetivo-ADN de sonda mejora la
especificidad de deteccidn y ofrece una cinética de unién rapida. Después de la eliminacion
de los MNP no unidos, las muestras se someten a mediciones de RMN. Los MNP
capturados debido al ADN objetivo provocan una relajacién mas rapida de la sefial de RMN
de 'H, y la tasa de decaimiento es directamente proporcional a la cantidad de MNP (y la
cantidad de ADN inicial), lo que permite la cuantificacion de las hebras de ADN objetivo. El
dispositivo de microfluidos para mediciones de RMN en chip se muestra en la Figura 10B.
Los MNP y los tampones se precargan en camaras cerradas y, después de amplificar por
PCR las hebras de ADN obijetivo, los amplicones se mezclan con perlas de captura. Luego,
los complejos de perlas y ADN se mezclan con MNP y se pasan a los canales de

mezcla. Las perlas marcadas con MNP se filtran mediante una membrana en linea, que se
muestra en la Figura 10 C, y se concentran en la camara de RMN para las mediciones.

Figura 10
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Figura 10. (A) Procedimiento de ensayo. (B) Camaras de PCR con integracion de cartucho
fluidico, un canal de mezcla y una microbobina para mediciones de RMN. Todo el cartucho
es desechable. (C) Imagen SEM de la perla capturada por el filtro de membrana. Barra de
escala =1 ym. La imagen SEM insertada muestra que las perlas estan etiquetadas de
manera eficiente con MNP. Barra de escala = 30 nm. Reproducido con permiso de

ref. (90). Derechos de autor 2013 Naturaleza de Springer.

In addition to the bioassay applications, saturation-transfer-difference (STD) NMR has
emerged as a robust tool for characterizing protein binding and ligand screening. (135) It is
used for identifying the underlying mechanisms of Hepatitis B virus X protein (HBXx)-
mediated carcinogenesis. Yue et al. used a NMR-based metabolomic approach to study the
effects of HBx on cell metabolism. (136) Kusunoki et al. used NMR to characterize
interactions between the HBx BH3-like motif and Bcl-x and showed that this motif binds to
the common BH3-binding hydrophobic groove of Bcl-« with a binding affinity of 89

UM. (137) NMR is applied for assessing the ability of an artificially designed oligopeptide in
binding to Ebola virus Viral Protein 24 (VP24). (138) The successful protein—protein binding
could inhibit the interaction of Ebola virus VP24 with the human protein Karyopherin, thus
reducing the Ebola virus virulence. Vasile et al. used NMR to study the interactions between
the sialic acid and influenza hemagglutinin (HA) from human and avian

strains. (139) Screening of the HA ligand—protein interactions could yield useful
information for an efficient drug design.

Aqui, hemos revisado diferentes nanosensores magnéticos e incluido la literatura mas
representativa. Las ventajas y desventajas de cada plataforma se enumeran y comparan en
la Tabla 2 . Cabe sefalar que los pros y los contras enumerados en la Tabla 2 se basan en
tecnologia, pero no en valores limite tedricos. Hay varios documentos que comentan sobre
las sensibilidades limitantes de diferentes nanosensores magnéticos para referencia de los

lectores.(94,140-146)

Tabla 2. Ventajas y desventajas de diferentes nanosensores magnéticos
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plataforma

GMR

MTJ

MPS, de
superficie

MPS,
basado en
volumen

ventajas

alta sensibilidad

disponibilidad de
un dispositivo
portétil

capacidad de
produccién en masa

alta sensibilidad

capacidad de
produccién en masa

alta sensibilidad

bajo costo por
prueba

disponibilidad de
un dispositivo
portatil

Deteccidn sin
lavado de un paso
permitida

inmunoensayos que
pueden ser

desventajas

Por lo general, se requieren multiples pasos de lavado,
por lo que se necesitan técnicos bien capacitados,
pero puede ser sin lavado, lo que reduce la sensibilidad.

pérdida de tiempo

alto costo por prueba; Se requiere nanofabricacion de biosensores
GMR

Por lo general, se requieren multiples pasos de lavado,
por lo que se necesitan técnicos bien capacitados, pero puede ser
sin lavado, lo que reduce la sensibilidad.

alto ruido; gran distancia desde el MNP hasta la superficie
del sensor

respuesta lineal dificil de adquirir
complicado proceso de fabricacion
pérdida de tiempo

alto costo por prueba; Se requiere nanofabricacion de biosensores
MT]J

Por lo general, se requieren multiples pasos de lavado,
por lo que se necesitan técnicos bien capacitados, pero puede ser
sin lavado, lo que reduce la sensibilidad.

pérdida de tiempo

sensibilidad media



plataforma ventajas desventajas

manejados por no
técnicos

bajo costo por
prueba

disponibilidad de
un dispositivo

portatil

RMN disponibilidad de Por lo general, se requieren multiples pasos de lavado,
un dispositivo por lo que se necesitan técnicos bien capacitados, pero puede ser
portatil sin lavado, lo que reduce la sensibilidad.

pérdida de tiempo

sensibilidad media

To evaluate a bioassay platform, the assay sensitivity (positive percent agreement) and
specificity (negative percent agreement) are usually of interest. Sensitivity refers to the
bioassay platform’s ability to correctly detect the sick people who do have the illness. This
parameter is determined by both the concentration level of target analytes from the sample
and the volume of the sample available for testing. In addition, a bioassay platform should
be sufficiently sensitive so that the concentration/quantity level of target analytes falls
withing the dynamic range of the assay. The sensitivity of a platform can be increased
when coupled with amplification techniques (such as RT-PCR) when nucleic acids are
detected. Thus, the assay sensitivity of a platform depends on the intrinsic property of the
sensor: the dynamic range. External factors such as the sample volume available for
testing, whether it is coupled with amplification techniques, can also affect the platform
sensitivity. Thus, in Table 2, the sensitivity of each bioassay platform is only evaluated by
its intrinsic sensitivity without considering external factors.

Por otro lado, la especificidad es que el ensayo medira solo los analitos objetivo y no el
sustrato ni ninguin otro analito. Se pueden tomar medidas para mejorar la especificidad del
ensayo. Tomando como ejemplo el inmunoensayo basado en antigeno-anticuerpo, se
desea obtener anticuerpos que tengan una alta especificidad de unién y afinidad para los
analitos objetivo. Dichos anticuerpos deben caracterizarse rigurosamente en las
condiciones reales del ensayo para garantizar que tengan la especificidad

deseada. Ademas, la alta especificidad del bioensayo suele ser dificil de alcanzar cuando
se analiza a partir de una matriz de muestra compleja. Por ejemplo, el método de ensayo
sin lavado de un solo paso podria tener una menor especificidad de ensayo. Por lo tanto, la
especificidad del ensayo de una plataforma depende de factores externos como los
anticuerpos y el formato del ensayo.Tabla 2 .

5. Otros métodos de bioensayo magnético
SECCIONES DEL ARTICULO
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En la mayoria de los nanosensores magnéticos, los MNP se utilizan como etiquetas (p. €j.,
sensores MRy plataformas MPS) o potenciadores de contraste (p. €j., plataformas NMR)
debido a sus propiedades magnéticas unicas, gran relacion superficie-volumen, buena
estabilidad y biocompatibilidad, y facil funcionalizacién de superficies con una gran
variedad de reactivos. Ademas de las tecnologias anteriores, también se han informado
ampliamente otras plataformas que utilizan MNP como herramientas auxiliares para la
deteccion de virus y patégenos. En esta seccion, revisamos algunos trabajos
representativos que utilizan nanomateriales magnéticos como herramientas auxiliares para
la deteccidn de virus y patdgenos de alta sensibilidad, como se resume en la Tabla 3 .

Tabla 3. Nanomateriales magnéticos como herramientas auxiliares en otras plataformas
de bioensayo

plataforma tiempo de ensayo patdgeno LOD
EM MALDI-TOF 1 hora H5N2 10 45 -10 %5 DICT s
RMF N/A cholerae 1 pM en una muestra de 1 uL
virus zika 100 aM en una muestra de 1 pL
RLS 12 horas VHA 18:20
20 minutos JEV 13:30
SERS 25 minutos H3N2 102 TCID s /mL en una muestra
de 100 pL
RT-PCR 2 horas VHB 10 copias en una muestra de 1 pL
VHC 10 copias en una muestra de 1 pLL
VIH 100 copias en una muestra de 1 pL
fluorometria 2 horas EIV 1,3 ng/ml de antigeno EIV
EIAV 1,2 ng/ml de antigeno VAIE
30 minutos E. coli N/A
S. aureu
N/A especies de alternaria 0,25 pg/mL para AME
1 hora HTLV-II 0,22 fM para deteccion de ADN
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Chou et al. Utilice MNP funcionalizados en superficie como sondas para una separacion
magnética eficiente para lograr una deteccidn de virus rapida y sensible.(147)En su trabajo,
los MNP se funcionalizan con anticuerpos virales H5N2 dirigidos a la proteina HA. En
combinacion con la separacion magnética, estos MNP muestran un aislamiento efectivo de
H5N2 del lisado para la lectura directa de espectrometria de masas de tiempo de vuelo de
desorcién/ionizacion laser asistida por matriz (MALDI-TOF MS) sin ninguln paso de

elucion. Se logra un LOD en el rango de 10 *° =10 *° TCID s dentro de un tiempo de
diagnostico de 1 h. Las sondas MNP funcionalizadas pueden diferenciar inequivocamente
los virus H5N2 de otros subtipos, como los virus H5N1, con una alta especificidad y, por lo
tanto, pueden utilizarse para la deteccién rapida de diferentes subtipos de virus.

Tian et al. informaron biosensores homogéneos y volumétricos basados en resonancia
ferromagnética (FMR) para la detecciéon de ADN.(148)Este método cuantifica el ADN
objetivo midiendo el cambio de campo FMR de la suspensidn. La estrategia de deteccion
del ADN diana se basa en una amplificacion isotérmica seguida de hibridacién con MNP
modificados con anticuerpos de deteccién. En presencia de hebras de ADN diana, los
complejos anticuerpo-MNP forman agregados, lo que reduce la anisotropia neta y aumenta
el campo de resonancia. Para los ensayos FMR basados en amplificacion de circulo
rodante (RCA), se obtiene un LOD de 1 pMy un rango de deteccioén lineal de 7,8 a 250 pM
para detectar el ADN diana sintético de Vibrio cholerae a partir de soluciones tampon. Para
los ensayos FMR basados en amplificaciéon isotérmica mediada por bucle, se obtiene un
LOD de 100 aM para la deteccion de un oligonucleotido diana sintético del virus del Zika a
partir de muestras de suero al 20 %.

Barrios-Gumiel et al. informaron MNP decorados con carbosilano-dendro con grupos
carboxilo y carboxilato periféricos para la captura y concentracion de las cepas R5-HIV-
1 nwaos y X4-HIV-1 s (149) Los MNP de carboxilo y carboxilato ayudan a lograr
diagnosticos rapidos y faciles y reducen/eliminan el riesgo de transmision del VIH-1.

Zhang et al. sintetizé un complejo de polimero impreso molecularmente magnético (MIP)
de virus bajo un campo magnético aplicado.(150)La existencia de Fe s O « MNPs puede
acelerar el proceso de preparacion del complejo. Debido a que los virus fueron capturados
especificamente en la superficie del MIP magnético, el tamafio y la forma de las particulas
cambiaron, lo que provoco6 un cambio en la senal de dispersion de luz por resonancia
magnética (RLS). El rango de concentracion lineal para el virus de la hepatitis A fue de 0,02
a 1,4 nM, con un LOD de 6,2 pM. También se empled una configuracion similar para
detectar el virus de la encefalitis japonesa (JEV) con un LOD de 1,3 pM en suero

humano.(151)

Ademas, los MNP se han combinado con frecuencia con varios otros materiales no
magnéticos como Au, silice, poros fluorescentes y puntos cuanticos (QD) en diferentes
plataformas de bioensayo.

sol et al. informé un método de inmunoensayo magnético basado en la espectroscopia de
dispersiéon Raman mejorada en la superficie (SERS) para detectar el virus de la influenza
H3N2 (A/Shanghai/4084T/2012) a través de un complejo de estructura sandwich que
consta de etiquetas SERS, el virus de la influenza objetivo y Fe s O « /Au MNPs como
soporte y captura de sustratos.(152)Usando un espectrémetro Raman portatil, se logra un
LOD de 10 > TCID s /mL y un rango de deteccion lineal de 10 =5 x 10 * TCID s /mL.
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Wang et al. empled dos tipos de etiquetas para el anticuerpo del virus y el antigeno por
separado.(153)Los antigenos del virus se funcionalizaron con MNP codificados con
fluorescencia, mientras que los anticuerpos se conjugaron con CdTe QD emisores de
verde. Mediante la aplicacion de diferentes tipos de nanocompuestos fluorescentes a los
antigenos, se logré la deteccidon multiplexada del virus de la influenza equina (EIV) y el virus
de la anemia infecciosa equina (EIAV) con sensibilidades de 1,3 y 1,2 ng/mL para los
antigenos EIV y EIAV, respectivamente.

Ali et al. emplearon MNP en una plataforma de RT-PCR para la deteccion multiplexada del
VHB, el virus de la hepatitis C (VHC) y el virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH).(154)Se utilizaron MNP recubiertas de silice durante la extraccion de acido

nucleico. Después del proceso de RT-PCR, los virus fueron capturados por MNP recubiertos
con sondas modificadas con amino y carboxilo. La deteccion multiplexada se realiz6 con la
capacidad de detectar menos de 100 copias de virus por microlitro de suero.

Zong et al. conjugaron tres proteinas fluorescentes (FP) diferentes a un MNP. Tras la
interaccidn con las bacterias objetivo, los niveles caracteristicos de estos FP se desplazan
dependiendo de la fuerza de unién entre los MNP, FP y bacterias cuaternizados.(155)Las
longitudes de onda de excitacién/emision de estos FP son 380/450, 480/510y 555/585
nm para proteinas fluorescentes azules, verdes y rojas, respectivamente. Los patrones de
respuesta de fluorescencia se analizan mediante analisis de componentes principales y
analisis discriminante lineal. Esta tecnologia puede detectar y distinguir rapidamente
diferentes tipos de bacterias con un primer discriminante del 89,7 % en 30 minutos.

Kim et al. inform¢ la deteccién de catepsina L (asociada con algunas células cancerosas)
mediante el control de las agregaciones de puntos de polimero (CPdots) y MNP.(156)En
presencia de catepsina L, la fluorescencia y la relajacion de la RM cambian debido a las
agregaciones de CPdots y MNP. Este método de deteccion también se puede aplicar en la
deteccion de virus y patdgenos.

Hombre et al. informd un inmunoensayo fluorométrico mediante la introduccion de la
extincion de la fluorescencia mediada por H 2 O 2¢« QD de CdTe rematados con acido
mercaptopropiénico (QD de MPA-CdTe) en un inmunoensayo basado en MNP para la
deteccion de alternariol monometil éter (AME).(157)AME es una micotoxina producida por
la especie Alternaria. Aqui, la AME libre de la muestra compite con la AME marcada con
catalasa (CAT) para unirse a los anticuerpos monoclonales (mAb) en las MNP. La extincién
de la fluorescencia de MPA-CdTe QD se puede utilizar para cuantificar AME de la

muestra. Sin embargo, debido a la gran escala de los instrumentos de detecciony la
complejidad de la preparacion de muestras, todos los métodos de deteccion de AME
informados solo se utilizan en instalaciones de laboratorio.

Zheng et al. desarrollé un biosensor fluorescente para la detecciéon de ADN del virus
linfotrépico T humano tipo Il (HTLV-II) basado en MNP y amplificacion de sefial de
polimerizacion radical por transferencia atémica (ATRP).(158)El buen desempefio de este
biosensor se debe principalmente a la amplificacion de la sefial ATRP, la separacion
magnética de las MNP y la alta especificidad de las cadenas de ADN. En este estudio,
utilizaron la sustancia fluorescente polimero de metacrilato de 9-antracenilmetilo () AMMA)
como unidad de informacién de la sefal y ADN en horquilla como sonda de captura para la
deteccion del ADN de HTLV-II. Para ser especificos, los MNP se modifican con sondas de
ADN en horquilla (pDNA), en presencia de ADN objetivo (tDNA), el pDNA se hibrida con el
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tDNA'y, por lo tanto, la estructura en horquilla se abre y el grupo azida se aleja del
MNP. Luego, los iniciadores se introducen en el pDNA mediante una reaccion de
cicloadicion de alquino-azida catalizada por Cu (l) para iniciar la reaccién de

ATRP. Posteriormente, el pAMMA se ancla en los MNP para generar largas cadenas
poliméricas,

Los sensores MR discutidos en la seccion 2 han sido la técnica de bioensayo magnético
mas popular. Sin embargo, estos nanodispositivos sufren un alto ruido de fondo, lo que
dificulta la sensibilidad de estos biosensores a temperatura ambiente. Tian et al. informo la
deteccion volumétrica de ADN utilizando cambios de FMR.(148)La agregacion de las MNP
fue causada por la unioén de la secuencia de ADN diana de V. cholerae, lo que dio lugar a
cambios significativos de FMR en comparacion con las MNP no agregadas. Sin embargo,
esta técnica implica la insercion de muestras MNP dentro de una cavidad
electromagnética, que no es una deteccion de frecuencia a nanoescala. La primera
viabilidad de la biodeteccion basada en frecuencias a nanoescala fue realizada por un
grupo de la Universidad de Australia Occidental. Sin embargo, su trabajo, que incluye tanto
simulacion como demostraciones experimentales, se limito a la deteccion de MNP
utilizando cristales magnoénicos y nanopuntos.(159-161)La fisica detras del
funcionamiento de tales dispositivos es que, a nanoescala, la frecuencia FMR del
dispositivo interactua directamente con los campos dipolares de los MNP, lo que, como
resultado, provoca un cambio en la frecuencia maxima. La principal ventaja del enfoque
basado en frecuencia sobre la técnica basada en MR es que la frecuencia de
funcionamiento de estos dispositivos es alta (del orden de terahercios) y, por lo tanto, hay
una reduccion significativa del ruido 1/ f. Sobre esta base, Saha et al. demostroé por
primera vez la viabilidad de un biosensor basado en frecuencia a través de un estudio de
simulacion.(162)Este trabajo demostrd la viabilidad de utilizar un dispositivo nanooscilador
de corriente de espin como biosensor basado en frecuencia. Senalé como el biosensor
basado en frecuencia es sensible a la posicion, ademas de demostrar sensibilidad
molecular unica a temperatura ambiente. Ademas, Bai et al., muy recientemente,
demostraron la deteccion de terahercios de las células HeLa de Pseudomonas, que se
basa en metamateriales integrados monoliticos como emisores de terahercios
espintrénicos.(163)Un emisor espintronico hecho de W/CoFeB/Pt ofrece la posibilidad de
una opcion de biosensor sin etiquetas, de terahercios de campo cercano y de costo
extremadamente bajo con alta sensibilidad y alta resolucién espacial. El hecho de que este
biosensor de terahercios no tenga etiquetas reduce significativamente el costo de comprar
biomarcadores, etiquetas magnéticas o MNP.

6. Discusiones
SECCIONES DEL ARTICULO

6.1.LOD

Este documento de revisidn se centra en los nanosensores magnéticos para la deteccién
de patdgenos y virus, y en la Tabla 1 se informan y clasifican diferentes herramientas de
deteccion . Cabe sefialar que, en el contexto de LOD, es mucho mas facil detectar
virus/bacterias que moléculas pequefias (es decir, antigenos, anticuerpos). Las moléculas
pequefias, como los antigenos, albergan menos sitios de union para etiquetas magnéticas
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(es decir, MNP), mientras que un solo virus/bacteria puede albergar cientos o miles de
sitios de unidn segun el objetivo. Por lo tanto, la sensibilidad se amplificara drasticamente
cuando se utilicen métodos de deteccidén de moléculas pequeinas en virus/bacterias.

6.2. Plataformas de deteccion categorizadas por biomarcadores
objetivo

Las plataformas de deteccion también se pueden categorizar por los biomarcadores
objetivo, como las pruebas de acido nucleico y proteinas (antigenos proteicos y
anticuerpos). Otras herramientas de diagndstico no magnéticas, como las tomografias
computarizadas y el analisis de acidos nucleicos, se utilizan predominantemente para
diagnosticar y detectar la COVID-19.(164-168)Sin embargo, al final, una pregunta muy
basica aun persiste en nuestra mente: ;Donde estan estos nanosensores cuando el mundo
esta luchando contra una pandemia de salud global? ; Por qué no se ponen en
comercializacion? Esto se puede responder desde varios puntos de vista. Desde un punto
de vista técnico, un biosensor ideal debe cumplir con la mayoria o todos los siguientes
requisitos: alta sensibilidad, alta selectividad, rapidez, capacidades de multiplexacion,
multiples modos de deteccion, descartabilidad, larga vida util y facilidad de uso. Pros 'y
contras de los biosensores magnéticos que figuran en la Tabla 2indican claramente que
todas las tecnologias carecen de una cosa u otra desde el punto de vista técnico. Ademas,
los avances en la plataforma de bioensayo requieren inversiones de la industria para que la
tecnologia particular sea fabricable en masa, autbnoma y rentable. Hasta el momento, los
biosensores magnéticos no se han comercializado en gran medida. Por eso, los
nanosensores magnéticos portatiles no han sido un gran éxito en medio de esta pandemia
mundial.

6.3. Método de preparacion de muestras bioldgicas para diferentes
biomarcadores diana

En este documento, presentamos brevemente los métodos de preparacion de muestras
biolégicas para detectar diferentes biomarcadores. Los métodos de preparacion para
detectar acido nucleico, antigenos y anticuerpos del SARS-CoV-2 se describen a
continuacion:

Extraccion de acido nucleico y antigenos de SARS-CoV-2 de muestras
de hisopos nasales y nasofaringeos

En general, las muestras de hisopos nasales y nasofaringeos se colocan en medios de
transporte universales o virales después de la recoleccién. Antes de la prueba, las
muestras se someten a mezcla mediante vortex. Para la deteccion de acidos nucleicos, se
utiliza un volumen especifico de la muestra eluida del hisopo para extraer el ARN mediante
reactivos comerciales de extraccion de ARN. Para la deteccién de antigenos, la muestra
eluida del hisopo se usa directamente sin mas extraccion.

Extraccion de Anticuerpos de SARS-CoV-2 de Muestras de Sangre

Para la deteccion de anticuerpos, se utilizan sangre entera, suero o plasma. En general, la
sangre completa se procesa en suero o plasma para su almacenamiento si no se analiza el
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mismo dia. El suero se genera dejando la sangre completa a temperatura ambiente
después de la recoleccion durante unos 30 minutos para que se coagule. Luego se
centrifuga la sangre para separar el suero claro del coagulo. Para el plasma, la sangre
completa se recolecta en un tubo estéril que contiene un anticoagulante. Luego, el plasma
se separa de las células sanguineas restantes mediante centrifugacion.

6.4. Dispositivos POC basados en nanosensores magnéticos en el
mercado

Segun nuestro conocimiento, a partir de julio de 2020, hay tres empresas que aplican
plataformas GMR para el diagndstico de enfermedades de la vida real, incluida Zepto Life
Technology, LLC. (St. Paul, MN), Dongguan Bosh Biotechnologies, Ltd. (provincia de
Guangdong, China) y Flux BioscFlux Biosciences, Inc. (San Francisco, CA). Recientemente,
T2 Biosystems, Inc. (Lexington, MA), una empresa que desarrolla plataformas de
diagnostico de enfermedades basadas en RMN, lanzé el panel T2SARS-CoV-2 en respuesta
a la pandemia de COVID-19. El panel ahora esta disponible comercialmente y ha sido
validado de acuerdo con los requisitos de autorizacion de uso de emergencia de la
Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA). Actualmente se distribuye de acuerdo
con la guia de la FDA.

7. Conclusiones y Perspectivas
SECCIONES DEL ARTICULO

En resumen, en medio de la pandemia de COVID-19, la demanda de herramientas de prueba
de enfermedades altamente sensibles, de bajo costo, rapidas, faciles de usar y confiables
esta aumentando. Las pruebas de diagndstico actuales para SARS-CoV-2, el virus
responsable de COVID-19, se basan en el ensayo RT-PCR en tiempo real. Aunque es
sensible, la PCR requiere técnicos capacitados para realizar las pruebas y tiene largos
tiempos de respuesta. Si bien las estrategias de PCR se limitan a la deteccion de acidos
nucleicos, los nanosensores magnéticos son mas versatiles y se pueden aplicar para la
deteccion de antigenos, anticuerpos y acidos nucleicos. Las plataformas de nanosensores
magnéticos a menudo se pasan por alto en comparacién con los sensores épticos,
electroquimicos y mecanicos tradicionales. Ademas, Los dispositivos POC basados en
nanosensores magnéticos se retrasan en lo que respecta a la comercializacion a pesar de
su prometedora alta sensibilidad y operacion simple. Una desventaja comun de la mayoria
de las plataformas de nanosensores magnéticos es el hecho de que dependen del uso de
etiquetas magnéticas para la deteccion y/o separacién. Aunque las etiquetas magnéticas
son ventajosas sobre las técnicas Opticas y electroquimicas que usan colorantes
fluorescentes, enzimas inestables y radioisotopos en términos de biocompatibilidad y
estabilidad en diferentes entornos bioldgicos, el requisito de una etiqueta en el proceso de
deteccion podria dificultar muchas aplicaciones in vivo, asi como introducir complejidad
adicional.(169,170)Para aplicaciones de bioensayo, se requiere que los tamafios de las
etiquetas magnéticas sean comparables a las moléculas del analito. Con un tamano a
nanoescala, estas etiquetas magnéticas sufren de un momento magnético pequefio, una
distribucion de tamafio no uniforme, lo que puede causar variaciones en la sefial,
especialmente para la deteccidn de cantidades ultrabajas de analitos objetivo, defectos
superficiales severos causados por la gran relacion superficie-volumen y efectos térmicos
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no deseados. calefaccion. La optimizacion de las etiquetas magnéticas, la mejora de la
sensibilidad magnética y el desarrollo de biosensores magnéticos sin etiquetas son
necesarios en el futuro para que las plataformas POC magnéticas sean mas competitivas
en el mercado. En general, las plataformas de nanosensores magnéticos se benefician de
una preparacion de muestras mas sencilla en comparacion con las técnicas épticas, usan
etiquetas magnéticas mas seguras en comparacion con las técnicas electroquimicas, y
son capaces de una deteccién homogénea en comparacion con las técnicas

mecanicas. En vista de estas ventajas, podemos esperar que suplanten o complementen
las técnicas de diagndstico actuales que se basan en estrategias no magnéticas. Ademas,
los investigadores en el campo de los nanosensores magnéticos estan logrando avances
significativos hacia dispositivos POC ampliados.(169,171)

A partir de julio de 2020, no existe una vacuna eficaz para prevenir la propagacion de
COVID-19. A medida que los investigadores de todo el mundo buscan curas efectivas para
la COVID-19, también se toman medidas para buscar mejores y mas rapidas herramientas
de diagndstico para el diagndstico, manejo y control oportunos de la COVID-19. Revisamos
la literatura sobre nanosensores magnéticos antes de la COVID-19 y destacamos algunas
herramientas prometedoras para la deteccion de patégenos y virus con alta especificidad y
sensibilidad. Todas las plataformas de deteccidn revisadas en este documento pueden
extenderse a la deteccidn de otros microorganismos y/o virus con un cambio en los
reactivos de los MNP. Se espera que los hanosensores magnéticos reformen los costosos
y laboriosos diagndsticos actuales y hagan posibles protocolos de deteccion rentables y
faciles de usar, con una sensibilidad superior/comparable.

Este estudio fue apoyado financieramente por el Instituto de Ingenieria en Medicina, la
Facultad de Medicina de la Universidad de Minnesota y los Médicos de la Universidad de
Minnesota y los Servicios de Salud de Fairview a través de una subvencion de respuesta
rapida COVID-19.
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