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INTRODUCCION

Desde diciembre de 2019 en la ciudad de Wuhan, Chi-
na, se reportaron los primeros casos del nuevo coronavi-
rus, conocido como sARs-cov-2, mucho mas contagioso
que el MERS del 2012 y el sars del 2002, que presentaba
una tasa de transmision muy elevada, el cual se propagd
rdapidamente por todo el planeta, provocando una pan-

demia de cardcter mundial.

RESUMEN

Debido a la emergencia sanitaria producida por el SARS-CoV-2, que ha generado una pandemia, en
este trabajo se propone una revision sobre métodos desarrollados para la deteccion de covid-19 basados
en biosensores de grafeno, considerando sus propiedades fisicoquimicas. Esta investigacion abarca una
recopilacion y andlisis de informaci6n sobre biosensores en revistas de alto impacto en los ultimos dos
afnos. Para el desarrollo del estudio, se escogieron pardmetros como: tiempo de deteccidn, limite de de-
teccion, tipo de sensor, proteinas que detectan el biosensor, tipo de grafeno y costo, a fin de comprobar
su efectividad. Los resultados analizados demuestran que la mayoria de biosensores funcionalizan el
anticuerpo de la proteina S, N, o una recombinacién de ambas, y algunos biosensores permiten la detec-
cion de hasta 4 tipos de proteinas (proteina reactiva C, IgG, IgM y nucleapside). Varios de los estudios
analizados muestran una deteccién de secuencia especifica del virus y un bajo limite de deteccién (LOD)
que va desde 0,1 fg/mL hasta a 1 fg/mL, lo que permite detectar SARS-CoV-2 a bajas concentraciones.
El analisis indica una opcion factible para la implementacién de biosensores basados en grafeno como
alternativa a las pruebas tradicionales

ABSTRACT

Due to the health emergency produced by SARS-CoV-2, which has generated a pandemic, this work
proposes a review on developed methods for the detection of covid-19 based on graphene biosensors,
considering their physicochemical properties. This research includes a compilation and analysis of in-
formation on this type of biosensors published in high-impact journals in recent years. For the develo-
pment of the study, parameters such as detection time, detection limit, type of sensor, proteins that the
biosensor detects, type of graphene, and cost were chosen to verify its effectiveness. The analyzed results
demonstrate that most biosensors functionalizing the antibody of S, N protein or recombination of both,
and some biosensors allow the detection of up to 4 types of proteins (C-reactive protein, IgG, IgM, and
nucleapside). Several of the analyzed studies show a specific sequence detection of the virus and a low
limit of detection (LOD) ranging from 0.1 fg/mL to 1 fg/mL, which allows detecting SARS-CoV-2 at low
concentrations. In conclusion, the analysis indicates a feasible option for the implementation of graphe-
ne-based biosensors as an alternative to traditional test.

Segun la Organizaciéon Mundial de la Salud (oms), una
de las principales acciones para contener tanto el conta-
gio como la propagacién se centra en el aislamiento de
las personas infectadas, quienes deben permanecer en
cuarentena quince dias. Los pacientes que han sido diag-
nosticados con el nuevo virus presentan sintomatologias
como: tos, fiebre, opresion en el pecho, dolor de cabeza,
entre otros sintomas agudos. Sin embargo, lo mas grave
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de la transmision e infeccion son los casos reportados de
individuos asintomaticos, lo que los convierte en focos
de transmision silenciosa (Bai et al., 2020). Se estima que
hasta agosto de 2021, la cantidad de infectados ascen-
di6 a 206.693.357 personas con 4.352.488 muertes con-
firmadas (World Health Organization, 2021), cifras no
tan exactas debido a las personas asintomaticas que han
fallecido sin reportar la causa de muerte o han llevado un
tratamiento en casa. El indice de mortalidad es elevado
debido a la falta de acceso a recursos, la indisciplina de
la sociedad, o un limitado acceso a pruebas de diagnosti-
co en poblaciones aisladas o empobrecidas. Esta tasa de
mortalidad se ha reducido significativamente gracias a
los programas masivos de vacunacién que se estdn lle-
vando a cabo en todo el mundo (Pérez Abreu et al., 2020;
El Universo, 2021).

A pesar de esto, hay que tener en cuenta que el meca-
nismo de supervivencia del genoma viral es la mutacion,
desde su aparicion se han reportados diversas variantes
de preocupacion por su mayor transmisibilidad (B.1.1.7;
B1.351; P.1-B.1.617.2) y de interés por diferir morfologi-
camente de la cepa original (B.1.427/B1.429; P.2; B.1.525;
P.3; B.1.526; B.1.617.1; C.37). Actualmente, la B.1.617.2
denominada como delta es dos veces mas contagiosa que
la cepa original (Davis et al., 2021), lo que ha causado pre-
ocupacion a nivel mundial por los estragos que se repor-
tan en la poblacién. Uno de los mecanismos efectivos para
controlar la propagacion del virus es la deteccion tem-
prana, de ahi nace la necesidad de acceder a pruebas ra-
pidas con un alto indice de certeza para la deteccion del
SARS-coVv-2 a fin de detener el contagio y mitigar el indi-
ce de mortalidad.

Las nanoparticulas se encuentran en auge como na-
nomateriales prometedores que presentan una mayor sen-
sibilidad a la deteccion de virus (Moitra, 2021; Lizarazo
Salcedo et al., 2018). Es por esto que han sido ampliamen-
te usadas en el dmbito sanitario, gracias a que aumentan la
actividad catalitica y desactivan hongos, bacterias y virus
mediante la generacién de especies reactivas de oxigeno
o formas fototérmicas (Ahmad et al., 2018).

Asimismo, las propiedades de resonancia del plasmon
superficial (RPs) que poseen las nanoparticulas metalicas
permitieron desarrollar biosensores fototérmicos para de-
tectar sarRs-cov-2 (Qiu et al., 2020), de igual manera, las
propiedades conductoras de este tipo de particulas han
sido aprovechadas por los investigadores.

Por otra parte, el grafeno, desde su descubrimiento en
2004 por los cientificos Geim y Novoselov (2004), quie-
nes ganaron el premio Nobel en 2010 por sus innovadores
experimentos respecto a este nanomaterial bidimensional
(2D), que se distingue por sus inigualables propiedades
fisico-quimicas, haciéndolo un material muy interesante,
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posee una configuracion electrénica sp? donde las bandas
de valencia y conduccion se tocan en el denominado pun-
to de Dirac; ademads, sus electrones ubicados en regiones
de orbitales deslocalizados se desplazan con gran liber-
tad por su estructura, como si se tratase de cuasiparticu-
las con masa efectiva nula (Gallach Pérez, 2020), lo que
conlleva a que el grafeno presente una gran conductivi-
dad, a diferencia de otros materiales, esta propiedad no
varia con la temperatura (Smith et al., 2019).

Cuando otras especies quimicas forman algtn tipo de
interaccidn con los electrones 1t deslocalizados, la conduc-
tividad del grafeno se ve alterada (Herradén, 2020), esta
alteracion es cuantificada por los biosensores. Otras no-
tables propiedades son: la permeabilidad al agua, es de-
formable, es ligero, soporta la radiacion ionizante, no es
corrosivo ni toxico, y gracias a sus propiedades eléctricas
y quimicas es facilmente funcionalizable, convirtiéndose
en una alternativa atractiva para aplicaciones biomédicas
(Priyadarsini et al., 2018; Valencia Giraldo, 2011). En la
actualidad, existen varios estudios que se basan en tran-
sistores de efecto de campo para deteccion de moléculas,
virus, entre otros (Kuo et al., 2018; Gong et al., 2019). Es-
tos poseen ventajas muy notables, entre las que destacan
ultrasensibilidad con poca cantidad de analito y medicio-
nes instantaneas que pueden ser recogidas por sistemas de
procesamiento de datos para su posterior visualizacion y
diagndstico (Liu et al., 2019). Por otro lado, los sensores
electroquimicos son un método muy prometedor en la
deteccién de anticuerpos o patdgenos, gracias a su trans-
duccién de senales (De Eguilaz et al., 2020). Este tipo de
biosensores, han avivado un alto interés en la comunidad
cientifica mundial, como alternativa viable en el analisis
de biomoléculas (Lu et al., 2009).

Por todo lo expuesto, en este estudio se discute la po-
sibilidad de presentar una alternativa al uso de las pruebas
comunes, dando oportunidad al campo de la nanotecno-
logia y la nanoingenieria para sustituir las pruebas actua-
les de anticuerpos, antigenos o las PCR, por biosensores,
que emplean nanomateriales basados en grafeno.

Tomando en cuenta que este tipo de biosensores pue-
den ser funcionalizados con distintas moléculas para de-
tecciones mas selectivas y especificas, con un adecuado
método de recoleccion de muestras podrian ser pruebas
de deteccion confiables y rapidas. Ademas, podrian ser
manipuladas por cualquier individuo desde la comodi-
dad de su hogar, controlando de manera efectiva futuros
brotes y trazas de otros virus, brindando una ventaja con
respecto a otras pruebas reportadas.

Se plantea analizar principalmente al grafeno funcio-
nalizado con propositos de bioingenieria para la deteccion
de sars-cov-2, evaluando la fiabilidad de los dispositivos



en funcién de diferentes indicadores (tipo de grafeno,
proteinas detectadas, tipo de sensor, costo, tiempo y li-
mite de deteccidn), a fin de establecer si este tipo de bio-
sensores son una alternativa viable para su escalamiento
a nivel industrial (Torrente Rodriguez et al., 2020; Moj-
soska et al., 2021).

Materiales y métodos

La presente revision se desarrollé empleando una meto-
dologia mixta, a fin de establecer la viabilidad para el uso
y la masificaciéon de dispositivos basados en grafeno con
propositos de deteccion e identificacion del sArRs-cov-2.
Con base en la informacion estudiada, se han selecciona-
do los siguientes indicadores cualitativos: tipo de grafeno
y tipo de biosensor. Cuantitativamente se selecciond indi-
cadores como: numero de proteinas que detecta el biosen-
sor, costo, tiempo y limite de deteccion. Entre los articulos
elegibles se escogid aquellos que permitian una compa-
racion cuantitativa y cualitativa de los diferentes dispo-
sitivos, otra métrica considerada fue el impacto que han
tenido en la comunidad investigativa. El proceso metodo-
légico del estudio se resume a continuacion en el diagra-
ma de flujo que presenta la figura 1 (ver Figura 1).

Resultados
SARS-COV-2

El sars-cov-2 (sindrome respiratorio agudo severo
coronavirus 2) pertenece a la familia Orthocoronaviri-
nae y al subgénero Sarbecovirus, que engloba a otras es-
pecies causantes de infecciones leves e incluso mortales a
humanos (Zhu et al., 2019). El sars-cov-2 ha sido el sép-
timo coronavirus en contagiar a personas, precedido de
otras especies de coronavirus (229E, NL63, OC43, HKU1,
MERS-CoV y el anterior sars-cov) (Yiice et al., 2021).

La morfologia estructural del sars-cov-2 esta con-
formado por las glicoproteinas spike (S), proteinas de en-
voltura (E), proteinas de membrana (M) y en el interior el
RNA viral pegado a la proteina nucleapside (N) (Diaz-Cas-
trillén y Toro-Montoya, 2020). De todas las nombradas,
aquélla que juega un papel relevante en la infeccidn, es la
proteina S, que esta formada por 3 subunidades iguales
(81, S2, S3), organizadas en forma de circulo que se unen
para encajar como una llave con el receptor ACE-2, esta
union es mediada por el RBD (Receptor Binding Domain)
(Tolosa, 2020). Hay que tomar en cuenta que el ACE-2 for-
ma parte de una ruta bioquimica que interviene en proce-
sos regulatorios como la presion sanguinea o inflamacidn,
cuya actividad principal es modular a la angiotensina 2
para prever sus efectos dafinos.

En marzo de 2020, se encontrd una variante del
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SARS-COV-2 que contiene una sustitucion D614G (de éci-
do aspartico a glicina en la posicién 614) de la protei-
na S, esta mutacion se expandi6 rapidamente por todo
el mundo posicionandose como una mutacién predomi-
nante en toda la poblacidn, distintas investigaciones en
modelos animales y humanos mostraron que estas mu-
taciones D614G pueden ubicar su dominio de unién RBD
a fin de interactuar mas eficientemente con el receptor
ACE-2 (Kantor et al., 2021), esta variacion en el virus estd
asociada con una carga viral ARN mds alta en la zona na-
sofaringea, lo que aumenta la transmisibilidad.
Métodos de deteccion del virus SARs-cov-2

Actualmente, existen diferentes métodos de deteccion
del virus como: RT-PCR (Real-time polymerase chain re-
action), pruebas que detectan antigenos, y pruebas que
detectan anticuerpos.

RT-PCR, es una version de PCR en tiempo real desa-
rrollado explicitamente para la deteccion de ARN del vi-
rus. Esta técnica es suficientemente especifica y muestra
una alta fiabilidad (Yiice et al., 2021; Green, 2020). Esta
fundamentada en 2 reacciones consecutivas, la primera
convierte el ARN en ADN complementario con el uso de
la enzima de transcripcion inversa, la segunda amplifica
la muestra de ADN por reaccion de cadena de proteinas,
empleando cebadores especificos de sondas y genes de
hidrdlisis marcadas por fluorescencia (Yiice et al., 2021).
En la tabla 1, se resumen algunas de las pruebas pPcRr per-
mitidas por la FDA con autorizaciéon de uso de emergen-
cia (ver Tabla 1).

Por otra parte, las pruebas de antigenos se basan en la
deteccion de un antigeno, substancia, o cualquier molé-
cula que produce la activacion del sistema inmunolégico,
y posteriormente produce la generacién de anticuerpos
para neutralizar agentes patégenos externos, protegien-
do asi el cuerpo humano (Yiice et al., 2021). Las prue-
bas de antigenos a diferencia de los métodos basados en
PCR, permiten encontrar estructuras presentes en el virus
como: liberacion de glicoproteina S, proteina M, proteina
N, o virus sin etapa de amplificacion (Green et al., 2020).

En la tabla 2, se presentan los principales resultados
acerca de las pruebas que detectan antigenos, se hace re-
ferencia a diferentes tests aprobados con autorizacion es-
pecial emergente por la FDA, donde se muestra el tipo de
proteina detectada, la sensibilidad, el limite de deteccion
(LoDp), el tiempo de procesamiento de resultados, entre
otros parametros estudiados (ver Tabla 2).

De la misma manera, los anticuerpos son proteinas
generadas por el sistema inmunoldgico del cuerpo huma-
no como reaccion a la presencia de antigenos. Cada anti-
cuerpo solo puede detectar a un unico tipo de antigeno,
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elimindndolo del cuerpo (Yiice et al., 2021). Las inmuno-
globulinas A(IgA), M(IgM) y G (IgG) son anticuerpos;
IgA e IgM son detectables en la primera fase de la infec-
cion, se pueden detectar a partir del 5.° al 7.° dia posterior
al inicio de los sintomas. A continuacion, se produce la
fabricacion de IgG como anticuerpos de memoria y pro-
teccion; todas estas son secretadas en la sangre y mucosas
(Jacofsky et al., 2020). A diferencia de las pruebas RT-PCR
y antigenos, las pruebas de anticuerpos son de caracter
cualitativo, semicuantitativo y cuantitativo permitiendo
establecer un nivel de presencia de anticuerpos (ver Ta-
bla 4), el método mas comin empleado es el Ensayo In-
munoabsorbente Ligado a Enzima (EL1SA) (Sethuraman
et al., 2020) y el ensayo dispositivo de flujo lateral, que son
tiras reactivas inmunocromatogréficas. En la tabla 3, se
recogen las pruebas de anticuerpos de diferentes fabrican-
tes, donde se establece la proteina que se detecta, su ni-
vel de sensibilidad y el tiempo de deteccion (ver Tabla 3).

El grafeno y su funcionalizacién

El grafeno monocapa al ser de naturaleza hidrofdbi-
ca, precisa ser dotado con propiedades que conduzcan a
la modificacién covalente de los &tomos de carbono, pa-
sando de una configuracién sp” a sp’ (Aceituno Bueno,
2018), esto conlleva a cambiar la geometria hexagonal a
tetraédrica, presentando enlaces mas alargados, causan-
do una distorsién geométrica que se extiende sobre mul-
tiples posiciones de la red (Johns y Hersam, 2013); donde
los electrones son compartidos por ambos atomos causan-
do cambios significativos en sus propiedades electrénicas
(Aceituno Bueno, 2018).

La funcionalizacion del grafeno es clave, puesto que se
dota al nanomaterial de una afinidad covalente importan-
te al momento de interactuar con las moléculas de sondas
de deteccidn, las cuales estardn en contacto con el ana-
lito, estas variaciones van a ser detectadas por el trans-
ductor de senales del biosensor. Por ejemplo, el grafeno
funcionalizado con PBASE se emplea como enlazador he-
terobifuncional, ya que contiene un grupo pireno que se
apila con el grafeno por superposicion i - 'y un éster de
N-hidroxisuccinimida (NHS), que reacciona con aminas
primarias presentes en las moléculas diana (antigenos,
anticuerpos, material genético) (Kwong Hong Tsang et
al., 2019).

Biosensores basados en grafeno para deteccion de
SARS-COV-2

Los biosensores de grafeno (Bio-G) detectan molé-
culas dianas especificas (ARN, antigenos o anticuerpos),
de acuerdo con el ensayo que se desea aplicar para la de-
teccidn, se recogen respuestas a partir de sefales sen-
sibles y rapidas. El principio de funcionamiento de los
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biosensores, se basa en el cambio de la distribucién de
cargas a lo largo de la superficie del grafeno y del po-
tencial eléctrico al unirse con las moléculas diana. Poste-
riormente, se recoge la sefal del transductor al medir las
variaciones en conductancia, corriente, resistencia o vol-
taje (Yiice et al., 2021; Chen et al., 2019).

El proceso de caracterizacion de los sensores es un
paso fundamental en los articulos estudiados, mediante
técnicas instrumentales como: voltamperometria de pul-
sos (DVP), espectroscopia de impedancia electroquimica,
amperometria, voltamperometria ciclica, espectroscopia
Raman, XPs, SEM, entre otras, se comprueba si las fun-
cionalizaciones del grafeno con los enlazadores de detec-
cidn estan correctamente ensambladas. De manera que se
mida, y verifique la fiabilidad y rendimiento de los bio-
sensores.

En todos los casos las caracterizaciones se dieron en 3
etapas, las superficies de grafeno sin funcionalizacién, su-
perficies funcionalizadas con biorreceptores, y finalmente
la respuesta a la unién con los analitos, de esta manera se
fue corroborando y comprobando los cambios en el vol-
taje y la conductancia que se fueron produciendo al ana-
dir al grafeno, las sondas y las moléculas diana.

Principio de funcionamiento fisico-quimico

Debido a la naturaleza hidrofébica del grafeno mo-
nocapa, muchas de las reacciones bioldgicas no podrian
llevarse a cabo, de ahi que es necesario afnadir enlazado-
res como, por ejemplo, el acido pirenobutirico (pBA) o és-
ter succinimidilico del 4cido 1-pirenobutanoico (PBASE)
que constan de un grupo pireno y carboxilico, donde una
vez funcionalizados con la capa de grafeno se unen me-
diante interacciones hidréfobas y de apilamiento n (Hin-
nemo et al., 2017).

Las capas de grafeno interactiian fuertemente con las
unidades de pireno del PBA y PBASE, gracias a la afini-
dad de la unién covalente entre los grupos carboxilos de
los enlazadores y los grupos amino receptores de captu-
ra (Hinnemo et al., 2017), de esta forma sus propiedades
se mantienen excelentemente conservadas. La deteccion
de la sefial eléctrica se basa en principios electroquimi-
cos, donde se miden los cambios en la conductancia de-
bido a las reacciones redox que ocurren en cada uno de
los electrodos de trabajo al detectar los anticuerpos, pro-
teinas o antigenos del sArRs-cov-2 en los biosensores ba-
sados en sensores electroquimicos.

Una vez funcionalizado el grafeno-enlazador, otro
punto importante son los receptores, la unién de los bio-
rreceptores (anticuerpos, antigenos, enzimas u oligo-
nucleotidos antisentido) identifican la molécula diana
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Tabla 1. Resumen sobre pruebas PCR del mercado tradicional segin cada fabricante
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METODO DE

PRUEBA FABRICANTE PROTEINA'DE SENSIBILIDAD LoD (ll’“?i,te de RECOLECCION DE TIFMPO TECNOLOGIA REFERENCIA
DETECCION deteccion) (minutos)
MUESTRA
Sofia Quidel Proteina N 96,67% 1,I13x102 Hisopos nasofaringeos 15 Flujo lateral basada en (Quidel, 2021)
DICT 50/ ml y nasales inmunofluorescencia
Dispositivo de Abbott Proteina N 93,33% 25x10"% Hisopos nasofaringeos 15-20 LFA- Ensayo de Flujo Lateral de (Abbott, 2021)
prueba rapida TCID 50 / ml Antigeno
Panbio ™
COVID-19 Ag
Prueba rapida  SD BioSensor, Inc Proteina N 96,52% 3,12x 10> Hisopos nasofaringeos 15-30 Inmunoensayo cromatografico (SD Biosensor,
de antigeno TCID 50/ ml 2021)
SARS- CoV-2
ErbaLisa
1 tra I Erba Mannhei
COVID-19  Calbiotech, Inc. g‘fo(;“’,;a'g) 2 98.30 % - Suero ~ 60 ELISA (Brba ) 0’2“3;‘ e
1gG ELISA P
. (Public Health
ELISA Anti-
SARS-CoV- EUROIMMUN 1gG (contra S1 94,40 % B Suero Plasma 120 ELISA Englar?d,
2 (IgG) AG RBD) Sangre entera 2020)(Euroimmun,
g 2020)
Elecsys Anti
1 tra I ECLIA - I d
SARS CoV- Roche ¢G (contra la 88.1% - Suero Plasma 18 CLIA - Inmunoensayo de (Roche, 2020)
) proteina N) electroquimioluminiscencia
Platelia . . 1gG, IgA, IgM
Laborats Bio-
SARS-CoV- . (;:: dorllr(:cs: 1o (contra la 97,50 % - Suero Plasma ~120 EIA - Inmunoensayo enzimatico (Bio-Rad, 2020)
2 Total Ab T proteina N)
Prueba
rapida de
casete 1gM /1gG .
LFIA - I de fl
qSARS- Cellex, Inc. (contra la 93,80 % - Suero Plasma 15-20 nmL;n:)enlsayo € tuo (Rafer, 2020)
CoV-2 proteina N & S) atera
IgGIgM (oro
coloidal)
Tabla 2. Resumen pruebas que detectan antigenos
P METODO DE
PROTEINA DE LOD (limite de TIEMPO
PRUEBA FABRICANTE . SENSIBILIDAD ( . RECOLECCION DE . TECNOLOGIA  REFERENCIA
DETECCION deteccion) (minutos)
MUESTRA
Prueba rapida de Roche Proteina N 95,5% 3.12x10*2 Hisopos nasofaringeos 15-30 Inmunoensayo (Roche, 2020)
antigeno SARS- TCID50/mL f cromatografico
CoV-2

Tabla 3. Resumen sobre pruebas que detectan anticuerpos..
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inmovilizada en el canal de grafeno o los electrodos de
trabajo mediante reacciones quimicas.

Sensores basados en arreglos de transistores efecto de
campo con grafeno (G-FET)

De manera similar trabajan los biosensores G-FET,
donde se aplica un voltaje entre los electrodos fuente (S)
y drenaje (D), y se mide el flujo de corriente a través de la
capa de grafeno como una funcién del voltaje del electro-
do compuerta (G), que se mantiene en constante contacto
con la solucién buffer. Cuando se enlaza el complejo son-
da de deteccidon-molécula diana, la distribucidn de car-
gas del nivel de Fermi cambia en las inmediaciones de la
capa de grafeno, modificando asi su conductividad eléc-
trica. El cambio de conductancia en el electrodo G, altera
la cantidad de corriente que puede fluir entre los electro-
dos Sy D (Zhang et al., 2020; Mao, 2018).

Cabe mencionar que la mayoria de transistores ana-
lizados usaron grafeno monocapa producido mediante
la técnica cvp, inmovilizado sobre el canal del transistor
(Ghany et al., 2017). En la tabla 5, se presenta los resulta-
dos mas significativos en cuanto a biosensores de grafeno.

En la figura 2 (a) se puede apreciar el transistor de-
sarrollado en la universidad de Pekin (uPk-2), que fabri-
¢6 un chip conformado por 10 transistores efecto-campo
empaquetados en PQFP (paquete plano cuadruple de
plastico), donde mediante un apilamiento m-7 se inmo-
vilizaron sondas de ss-DNA en la superficie del grafeno
monocapa y el antigeno. Para la detecciéon de anticuerpos
se usé una proteina recombinante a partir de la longitud
completa de la proteina N y se conjugé con el dominio
RBD de la proteina S (Ke et al., 2020), este sensor detec-
ta ARN viral y la inmunoglobulina IgG, con un tiempo de
deteccion de 10 minutos y un limite de deteccion de ARN
viral que oscila desde 0,1 fg/ mL" a1 fg/ mL™".

Asimismo, en la figura 2 (b), se muestra un prototi-
po basado en un transistor FET (ULD-1) desarrollado en
la universidad de Leiden, en la cual se efectuaron dos en-
sayos, donde se funcionalizé el grafeno con dos enlazado-
res CSAb y ACE2, para determinar la afinidad de unién a
la proteina de la subunidad S1 de covid-19, donde CSAb
demostré mejor afinidad de enlace con la subunidad S1
de la proteina S, lo que concluy6 en una deteccién eficaz
(Torrente Rodriguez et al., 2020). Con respecto al tiempo
de deteccion, solo tardd 2 minutos para mostrar los resul-
tados una vez depositado el analito, y se necesité un LoD
de 2 pM aproximadamente (Tabla 5).

Por otra parte, en Corea del Sur, figura 2 (c) se de-
sarrollé un FET (cN1-1), donde el grafeno monocapa
fue previamente depositado sobre el canal, para luego
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sumergirlo en PBASE, y asi exponerlo a un anticuerpo spi-
ke a fin de detectar el antigeno de la proteina S del virus, el
tiempo de deteccién que reportan los investigadores es de
1 a 8 minutos una vez depositado el analito, con un Lop
de 2,42 x 10?* copias/mL. Cabe recalcar, que por lo gene-
ral se usa albumina de suero bobino (BsA) para enjuagar
la superficie de deteccion y evitar que se formen residuos
que alteren la respuesta del biosensor (ver Figura 2).

Sensores basados en sistemas de electrodos

Generalmente un sensor electroquimico consta de 3
electrodos, el electrodo de trabajo (WE) de donde se depo-
sita el analito y se generan las reacciones de oxidacién-re-
duccién, una vez generada la reaccion, electrodo auxiliar
o contra electrodo (CE), recoge las seniales que produce el
WE, y segun el tipo de reacciéon produce un flujo de elec-
trones que van hacia o desde el electrodo CE, este elec-
trodo admite tinicamente el transporte de la corriente.
Posteriormente el electrodo de referencia (RE), que esta-
blece los valores de wWE y posee una entrada alta de impe-
dancia para no originar transporte de corriente a través
del mismo (Arrieta-Almario y Tarazona-Caceres, 2014).
Finalmente, aplicando un potencial controlado (V) regis-
tra la respuesta del sensor, midiendo la corriente que cir-
cula por el sensor en funciéon del tiempo (Bertrand, 1998).

En la figura 3 (a), se presenta el diagrama de un estu-
dio llevado a cabo en el Instituto Tecnolégico de Califor-
nia (CTH-4), donde se grabé un sistema en poliimida que
consta de un RE de plata (Ag/AgCl), un CE y 4 electrodos
WE con grafeno monocapa multiplexados y funcionali-
zados con PBA, donde las unidades de pireno interactian
fuertemente con el grafeno y la sonda de deteccién esta
basada en ensayos de saindwich sencillo y doble (Torrente
Rodriguez et al., 2020; Ochoa Azze, 2012). Las muestras
de sangre y saliva deben someterse a un pretratamiento y
enjuagarlas con distintas soluciones (PBS y BsA) para for-
mar suero purificado antes de agregarse sobre la superfi-
cie de deteccion.

Este sistema multiplexado es interesante, puesto que
se agregaron 4 proteinas de captura especificas en cada
WE para detectar distintas proteinas del virus. En la tabla
5, se reportan los limites de deteccion para la proteina C
reactiva (CRrp) en el rango de 10-20 pg mL ! en muestras
tipo suero, y 0,1-0.5 pg mL™" en muestras de saliva. Mien-
tras que, para la proteina nucleocapside (NP) el LOD se es-
tableci6 en un rango de 0,1 a 0,8 pg mL™" en muestras de
suero y desde 0,5 a 2,0 ng mL" en muestras de saliva. Asi-
mismo, la inmunoglobulina especifica S1-IgG se detecto
con un LOD establecido desde 20 a 40 pg mL" en mues-
tras de suero y 0,2 a 0,5 pg mL™" en muestras de saliva. Fi-
nalmente, la inmunoglobulina S1-IgM se detect6 con un
LoD de 20 a 50 ug mL" en muestras de suero y 0,6 a 5,0 pg



mL" saliva) (Torrente Rodriguez et al., 2020). La detec-
cion simultanea de estas proteinas proporciona informa-
cion sobre tres aspectos claves de la enfermedad: estado
critico, infeccion viral y generacion de anticuerpos. Este
dispositivo es capaz de generar una respuesta confiable
en un tiempo de 10 min, este sistema resulta interesan-
te porque consta de un sistema electrénico que se encar-
ga de enviar la sefiales mediante bluetooth al usuario y se
visualizan los resultados en una aplicacion (Torrente Ro-
driguez et al., 2020).

Siguiendo con el andlisis en la figura 3 (b), se muestra
otro experimento que se llevd a cabo en la Universidad de
Illinois (UcH-1), un genosensor electroquimico que de-
tecta de manera sensible y selectiva el ARN viral del sars-
cov-2, este sensor se diseid sobre papel filtro usando una
suspension de nanoplaquetas de grafeno (Gnp) formando
una pelicula conductora via spincoating, posteriormente
se grabd sobre el papel/Gnp micro-Au electrodos, disefio
que se presenta en la figura 3 (c). Para la fase de deteccidn,
se funcionalizaron sondas de oligonucleétidos antisenti-
do ssDNA con nanoparticulas de oro (AuNPs+ssDNA)
para un mayor rendimiento al reconocer y detectar el vi-
rus (Moitra et al., 2020; Vikesland, 2018), esto debido a su
gran drea de superficie y propiedades conductoras (Ling
Ling et al., 2011; Young et al., 2016). Este arreglo se unira
a dos zonas especificas del gen N, para obtener una ace-
leracién en la transferencia de electrones, las Au+ssDNA
fueron depositadas sobre los micro-Au electrodos (Ala-
feef, 2020).

Uno de los derivados de grafeno es el (rGO) es una
capa de dtomos de carbono similar a la del pristino, pero
con grupos residuales oxigenados los mismo que se tra-
tan de eliminar mediante técnicas de reduccién quimica
(Dreyer, 2009).

Por otra parte, gracias a una colaboracion entre la
Universidad Carnegie Mellon y la Universidad de Pitts-
burgh (Figura 3c), se desarroll6 un sensor ucm-2 (Tabla
5) basado en una celda electroquimica, donde en un por-
taobjetos de vidrio recubierto con cromo estampado (5
nm de espesor) y oro (100 nm de espesor) forma la capa
base de los tres electrodos (WE, CE y RE) (Ali et al., 2020),
para fabricar el canal donde se deposita la muestra se usé
dimeticona (PDMS). Este sensor tiene un disefio singu-
lar con nano-impresion 3D AJ (aerosol jet), y se deposi-
taron micropilares de AuNPs sobre el WE, a los cuales se
agregaron nanoescamas de Rgo, unidas a dos antigenos
virales, como se indica en la figura 3 (c); la proteina Sy el
dominio RBD del virus, que son enlazadores para detec-
tar la presencia de anticuerpos, esto se logré al activar los
grupos -COOH de rGO usando una quimica de acopla-
miento EDC: NHS (1-etil-3- (3-dimetil-aminopropil) car-
bodiimida, N-hidroxi-succinimida) (Liu et al., 2018). Asi
se facilita la formacion de enlaces covalentes C-N entre
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rGO y antigenos a través de una reaccion de amidacion.
Este sensor se puede reutilizar hasta 10 veces sin perder su
sensibilidad, segtin los resultados obtenidos por los inves-
tigadores. Ademads, presenta limites de deteccion conside-
rables; 2,8 x 107> M anticuerpos antiproteina S1 contra el
antigeno spike S1y 16,9 x 10 > M anticuerpo anti-RBD
contra (RBD) (ver Figura 3).

Otro estudio reportado, comprende un inmunoensa-
yo electroquimico URK-1 (Ver Tabla 5) a nivel de labora-
torio que se realiz6 unicamente para detectar la proteina
S como antigeno, adhiriendo a la superficie de grafeno
(electrodo de trabajo) anticuerpos antiproteina S como
sondas de deteccion, este enfoque de antigeno anticuer-
po es similar al canal de deteccién de dispositivo cNI-
1, ambos utilizan el mismo mecanismo de anclaje entre
el biorreceptor y el analito, la diferencia radica en que
este dispositivo esta basado en un inmunoensayo elec-
troquimico sin etiqueta, que detecta la subunidad S1 de
la proteina S. Se logro detectar una sefal de respuesta por
encima de 260 nM (20 pg/ml). La funcién de este siste-
ma es detectar la perturbacion de la sefial obtenida de las
mediciones de ferri/ferrocianuro después de la unién con
el antigeno, este dispositivo reporta que se necesita uni-
camente 45 min desde la toma de la muestra, incubacion
hasta la deteccién (Mojsoska et al., 2021).

Para verificar la efectividad de todos los dispositivos
reportados en esta revision, los investigadores reportan
que las muestras fueron estudiadas por el método tradi-
cional de deteccidn (RT-PCR), mostrando una efectividad
de casi el 100% en todos los casos.

Discusion

Al analizar la viabilidad del uso de los transistores
basados en grafeno para deteccion del covid-19, es im-
portante establecer una comparacion cualitativa entre las
pruebas PCR pruebas de antigenos y pruebas de anticuer-
pos, que actualmente se emplean para detectar estructuras
de origen viral, por ejemplo, a diferencia de las RT-PCR,
las pruebas de antigenos solo muestran la infeccién ac-
tiva, mas no el desarrollo de inmunidad, de manera que
los anticuerpos son precedidos por los antigenos, es de-
cir, se forma un complejo de atraccion entre ellos y son
especificos de la molécula diana (Yiice et al., 2021), con-
virtiéndose asi en pruebas mas fiables que la de anticuer-
pos para identificar la fase activa de la enfermedad. Por
otra parte, las pruebas de anticuerpos pueden ayudar a es-
timar cualitativa y cuantitativamente inmunoglobulinas
G y M, con el propdsito de conocer si el individuo esta-
ba infectado con el virus, si ha desarrollado anticuerpos,
cuanto tiempo estaran presentes en el cuerpo y si brin-
dan inmunidad (Sharpless et al., 2021).



PCR

IgA/IgM

IgG

Interpretacion

+ - - Fase presintomatica
+ +/- +/- Fase inicial

+/- + +/- 2da Fase

+/- ++ ++ 3era Fase

R +/- ++ Infeccion pasada

Tabla 4: Interpretacion cualitativa de las pruebas ELISA (Sethuraman et al., 2020).

METODO DE PROTEINAS
. - TIPO DE - MUESTRAS TIEMPO DE . - TIPO DE
INVESTIGACION ABREVIATURA GRAFENO RECOLECCION TOMADAS DETECTADA DETECCION LIMITE DE DETENCION (LOD) SENSOR COSTO REFERENCIA
DE MUESTRA N
17 stras d
wn r‘::'f; :"f) , ; NP=0.1-0.8 pg mL -1 suero y 0.5-2.0
SARS-CoV-2 RapidPlex: A ))gx mue%tras‘ do Proteina ng mL -1 saliba - S1-IgG=20 a 40 pg
Graphene-based Multiplexed Grafeno saliva (5 (;) 3()) reactiva C mL -1 ensueroy0.2a0.5 uygmL -1 -; Biosensor ((Torrente Rodriguez
Telemedicine Platform for CTH-4 monocapa Sangre y saliva (se re ui:are nuclea sid;. 10 min S1-IgM=20a 50 ug mL -1 suero y 0,6 basado en celda 5 ctvos etal 2020)g
Rapid and Low-Cost COVID- P v psice, 25,0 ug mL-1 saliba-; PCR en el rango electroquimica ”
N . - posteior IgG, IgM
19 Diagnosis and Monitoring . de 10-20 pg mL -1 suero y 0.1-0.5 pg
tratamiento de la .
mL -1 saliba
muestra)
Electrical probing of COVID-19
spike ;Trot.em receptor binding ULD-1 Grafeno Muestra alsla.da Subumdadrsl ) ] Biosensor R (Zhang et al., 2020)
domain via a graphene field- en laboratorio - de la proteina 2 min aproximadamente 2 pM basado en G-
. monocapa
effect transistor N FET
Rapid .Delelt‘lion of COVID-19 3PCR ()
Causative Virus (SARS-CoV-2) L .
in Human Nasopharyngeal Hisopos muestras clinicas Virus Biosensor
CNI-1 Grafe sin ningy leto- Seo et al., 2020
Swab Specimens Using Field- raeno nasofaringeos sin nmsun Cm,np cto 1-8 min 2,42 % 102 copias / mL - 100 fg / mL basado en G- - (Seoctal, )
N monocapa procesamiento Antigeno de .
Effect Transistor-Based . . FET
N previo la proteina S
Biosensor
Rapid, Ultrasensitive, and 48 muestras
Quantitative Detection of Hisopo nasal clinicas 22 Biosensor
SARS-CoV-2 Using Anti: UCH-1 Ne laquetas . ) acientes (+) y 26 . . 6.9 i ) Alafeef et al., 2020
! 0 .smg .n isense anoplaquetas saliva pacientes (+) y ARN viral 5 min .9 copias / uL basado en celda $10 (Alafeef et al., )
Oligonucleotides Directed de grafeno (-), confirmados lectroquimi
electroquimica
Electrochemical Biosensor Chip por RT-PCR q
An accurate, high-speed, . P .
hisopos Muestras clinicas . Biosensor
portable bifunctional electrical UPK-2 Grafeno . ARN viral, . -1 -1 - (ke et al., 2020)
fa S de 10 (+) y 8 (- 10 ARNe~0,1 fg.mL~";1fgmL basad G-
detector for COVID-19 monocapa orotaringeos 10 y8() IgG mn ¢ 8. m 8 AMF;’-E'T'“
Sensing of COVID-19 Muestra aislada
Antibodies in Seconds via . en laboratorio
Oxido d Deteccion d 2,8 x 107" M antict ti-prote Biosens .
Aerosol Jet Nanoprinted UCM-2 o ce (suero fetal _ cteceion ce 10-12 . di“'uerp(_) anti-protetna tosensor - (Al et al., 2020)
N grafeno N anticuerpos S116,9 x 10 = M anticuerpo anti- basado en celda
Reduced-Graphene-Oxide- ducidob bobino y suero de S1vRED segundos RBD lectroquimi
reducido . electroquimica
Coated 3D Electrodes conejo) y 9
Rapid SARS-CoV-2 Detecti
aplle.n Elect:ocheme'czcl fon URK-1 Graf Muestra aislada Proteina S1 45 min todo el Biosensor (Mojsoska etal,
1 10 - raieno . rotemna min todo ¢! -
8 en laboratorio - B Proteina S a 260 nM (20 pg / ml) basado en celda 2021)
Immunosensor monocapa de Spike proceso

electroquimica

Tabla 5. Resultados obtenidos en esta revision
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Los dispositivos reportados en este articulo se ba-
san especialmente en 2 tipos de tecnologias; transistores
de efecto de campo y sensores electroquimicos, ambos
dispositivos tienen la ventaja de necesitar una minima
cantidad de grafeno a ser depositada en el canal y en el
electrodo de trabajo, respectivamente. Por otra parte, cabe
resaltar que el grafeno monocapa actualmente es mas cos-
toso de obtener y sintetizar, puesto que para que se depo-
site o crezca la monocapa de grafeno sobre determinado
substrato hacen falta equipos de alto vacio, y para la fabri-
cacion de semiconductores es necesario cuartos limpios
que requieren protocolos de limpieza estrictos y rigurosos
(IEEE/IEC, 2011; Phelan, 2021), es ahi donde incrementa el
valor de la hoja de grafeno monocapa y dificulta su proce-
so de escalamiento a nivel industrial, aunque cabe desta-
car que las cantidades que se requieren para los electrodos
y superficies de deteccion en estos biosensores son mini-
mas (Zhang et al., 2020; Seo et al., 2020; Ke et al., 2020).

Por otra parte, los sensores electroquimicos por lo
general usan nanomateriales derivados de grafeno, como
o6xido de grafeno reducido (rGO) y nanoplaquetas de gra-
feno, es interesante analizar, por ejemplo, el éxido de gra-
feno (Smith et al., 2019; Maio et al., 2020; Tene et al.,
2020), puesto que al contener grupos funcionales es mas
facil que se produzca la afinidad entre los enlazadores
como el pBA y el PBASE (Kwong Hong Tsang et al., 2019;
Hinnemo et al., 2017; Wu et al., 2015). Esto aporta una
gran ventaja con respecto a los biosensores basados en
transistores de efecto de campo, puesto que la etapa de
funcionalizacion sobre la monocapa de grafeno ya no de-
beria ser llevada a cabo.

Entre los dispositivos estudiados se observé que al-
gunos son disefiados con nanoparticulas de oro, dotando
a la monocapa de grafeno con una funcionalidad extray
elevando de alguna forma la respuesta eléctrica en el dis-
positivo, visto desde este punto de vista, es interesante
cémo el empleo de dos nanomateriales puede ayudar al
disefio y mejorar la respuesta de los sensores basados en
grafeno (Alafeef et al., 2020). Cabe recalcar, que mientras
mads nanomateriales se empleen dentro de un dispositi-
vo se corre el riesgo de elevar su costo final, lo cual no es
conveniente para la industrializacién de pruebas tipo poc
(pruebas auxiliares ejecutadas por personal no clinico y
externo a las instalaciones de un laboratorio).

En cuanto al costo, son pocos los dispositivos que re-
portan un costo real final, de una prueba para deteccion
de covid-19 utilizando nanomateriales basados en grafe-
no. De hecho, en nuestra investigacion solo dos dispositi-
vos mencionan el costo de la prueba como tal, el primero
el dispositivo cTH-4 (Torrente Rodriguez et al., 2020) con
un costo de cinco centavos por sensor, sin embargo, no se
menciona el costo total de todo el dispositivo junto con la
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aplicacion (Tabla 5). Mientras que el segundo, es un sis-
tema basado en un sensor electroquimico con un costo
final de usp 10 (Alafeef, 2020), los otros estudios solo re-
portan prototipos que son probados a nivel de laborato-
rio. Es interesante hacer mencion al dispositivo cTH-4,
puesto que los investigadores crean un disefio completo
de deteccion, con una aplicacién en la que se visualizan
los resultados via una aplicacion en el celular, esto brin-
da al usuario la posibilidad de obtener un sistema de de-
teccion automatizado.

En cuanto a las proteinas detectadas, el dispositivo
mas eficiente es CTH-4, permite evidenciar tres estados
criticos de la enfermedad: respuesta inmune (IgG e IgM)
(Li et al., 2020), infeccion viral (np) (Diao et al., 2020),
y gravedad de la enfermedad (pcr) (Gong et al., 2020),
desde el punto de vista de las pruebas tradicionales, po-
driamos establecer una comparacién con una prueba
cuantitativa de anticuerpos, puesto que nos da trazas de
dos proteinas importantes en la generacion de anticuer-
pos y desarrollo de la enfermedad (Jacofsky et al., 2020;
Ji et al., 2020). Por otra parte, la mayoria de los sensores
desarrollados y reportados, presentaron la deteccion de
proteinas N, S, ARN viral o IgG (Tabla 5).

El siguiente parametro para considerar depende del
tiempo de deteccion, éste es fundamental para optimizar
e incrementar el volumen de analisis clinicos, se analizd
que todos los sensores necesitan purificaciéon e incuba-
cién de muestras lo que representa un inconveniente si
no se manipula de manera adecuada; aunque en compa-
racion con las RT-PCR actuales son una alternativa alta-
mente eficiente, ya que las pruebas moleculares requieren
de minimo 1 a 4 horas para ser procesadas y analizadas
en laboratorios especializados. El tiempo de deteccion de
los biosensores, varié en un intervalo desde 10 segundos
a 12 minutos para detectar una senal medible en presen-
cia del analito. Sin embargo, el reporte del articulo URK-1
muestra en sus resultados un tiempo de 45 min que in-
cluye la incubacién y deteccion de la proteina

Se debe recalcar, que aquel biosensor que presento
una respuesta en un tiempo mds corto fue ucm-2, que
detect6 en un intervalo de 10 a 12 segundos anticuerpos
de la antiproteina S1 con un Lop de 2,8 x 10-15 M y an-
ti-RBD 16,9 x 10 > M, en suero fetal bobino y suero de
conejo respectivamente (Ali et al., 2020).

Ademas, todos los dispositivos desarrollados presen-
tan limites de deteccion ultrabajos capaces de competir
con las pruebas convencionales PCR-RT, en esta investiga-
cidn se reporta que el dispositivo capaz de detectar canti-
dades minimas de analito y producir una sefial detectable
es el biosensor cN1-1, cuyo nivel de deteccion se ubica en-
2,42 x 102 copias/mL para virus completo y 100 fg/mL



para la proteina S1. Tomando en cuenta que las pruebas
PCR que se reportan en este estudio detectan la presencia
del virus en intervalos que van desde 137.850 copias/mL
a 2730 copias/mL, este biosensor cNI-1 ofrece limites de
deteccion bajos y solo tarda entre uno y ocho minutos en
dar resultados. Mientras tanto, para los demas sensores
estudiados no es posible establecer un limite de deteccion
comparable con las pruebas tradicionales (antigenos y an-
ticuerpos), ya que, reportan el limite de deteccién (LoD)
en unidades de masa/volumen, sin poder diferenciar qué
cantidad de muestra constituye ARN viral y ARN humano.

Los sensores basados en grafeno se presentan como
una alternativa altamente viable, la funcionalizacién de
este nanomaterial en sensores FET y sensores electroqui-
micos permite detectar con facilidad los antigenos espe-
cialmente con bajos limites de deteccidn, en el orden de
las 242 copias/mL (Seo et al., 2020), pudiendo ser com-
parados con los limites de deteccion de las pruebas pcr,
pero con tiempos de respuesta mucho mads cortos. Los es-
tudios se enmarcan en la deteccion de la proteina S y del
RBD del sARs-cov-2, también se llevan a cabo ensayos
para detectar anticuerpos y secuencias especificas de ARN,
estos biosensores son altamente adaptables, y en caso de
mutacién unicamente se cambiaria la molécula a ser em-
parejada en la superficie detectora.

Conclusiones

Los sensores investigados y reportados en este
trabajo presentan tiempos de deteccion relativamente
cortos en el orden de los minutos, con una sensibili-dad
comparada con las pruebas convencionales PCR.
Ademas, los analisis realizados sugieren que existe la
viabilidad para su implementacién, pero por el mo-
mento en el dmbito del laboratorio; si la sintesis de
estos nanomateriales y los sistemas que se usan para la
construccion de este tipo de biosensores se abara-taran
en cuestion de costos, podria existir la posibi-lidad del
escalamiento a nivel industrial, y podrian convertirse
en una gran alternativa ante las pruebas tradicionales.

En conclusidn, los procesos de deteccion que
usan grafeno podrian ser aprovechados para detec-tar
trazas de otros virus, teniendo en cuenta que se puede
cambiar el biorreceptor para detectar protei-nas de
nuevos virus, manteniendo el disefio base y el
rendimiento del sistema de deteccion. Estos prototi-pos
pueden disenarse para reconocer otros agentes virales,
lo cual puede convertirse en gran ayuda si se producen
situaciones similares o futuras pandemias.
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El desafio actual es la reproducibilidad en gran
escala del grafeno y su estabilizacion, ademads crear
pruebas automatizadas que no requieran los tediosos
procesos de tratamiento de muestras.

También se pretende reducir los requisitos téc-
nicos, tiempo de respuesta, la viabilidad, menor riesgo
de muestreo y preparacién, para de esta manera lograr
contener futuros brotes virales que produzcan
emergencias sanitarias como las causadas por el
SARS-COV-2, con una deteccion rapida y ensayos mas
economicos.

Con la funcionalizacién de este nanomaterial se
esperan aplicaciones en varios campos, en especial, este
estudio muestra que el grafeno puede ser utilizado
para desarrollar dispositivos ultrasensibles de
deteccion, aprovechando sus propiedades fisico-qui-
micas y electrdnicas.
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