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La enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-19) se informé por primera vez en diciembre de 2019 y luego
se caracteriz6 como una pandemia por la Organizacion Mundial de la Salud el 11 de marzo de 2020. A
pesar de los grandes esfuerzos para contener la propagacion de la enfermedad, se ha extendido por todo
el mundo con méas de 5.3 millones de casos confirmados y mas de 340,000 muertes confirmadas como
del 25 de mayo de 20201. Se cree que la transmision del SARS-CoV-2, el coronavirus beta que causa el
COVID-19, es a través del contacto directo y rutas aéreas, y los estudios de estabilidad del SARS-CoV-2
han demostrado viabilidad en aerosoles durante al menos 3 horas (2). Dada la rapida propagacion de la
enfermedad, incluso a través de portadores asintomaticos (3), es evidente la importancia para explorar
tecnologias practicas de mitigacion, que puedan inactivar el virus en el aire en lugares publicos y por lo
tanto limitar la transmision viral en el aire. La exposicion a la luz ultravioleta (UV) es un enfoque
antimicrobiano directo (4) y su efectividad contra diferentes cepas del virus en el aire se han establecido
desde hace mucho tiempo (5). El tipo de luz UV mas cominmente empleada como germicida, es la
aplicacion de una lampara de arco de vapor de mercurio a baja presion que emite alrededor de los 254
nm; mas recientemente se ha utilizado la tecnologia de ldAmpara xenén, que emite un amplio espectro UV
(6). Sin embargo, aunque estas lamparas se pueden usar para desinfectar espacios desocupados, la
exposicion directa a lamparas UV germicidas convencionales en espacios publicos ocupados no es
posible, ya que la exposicion directa a estas longitudes de onda de la lampara germicida puede ser un
peligro para la salud, tanto para la piel como los ojos (7-10). Por el contrario, se ha demostrado que la luz
UVc lejana (207 a 222 nm) es tan eficiente como la luz UV germicida convencional para matar
microorganismos (11), pero los estudios hasta la fecha (12-15), sugieren que estas longitudes de onda no
causan en el humano problemas de salud asociados con la exposicién directa a la luz ultravioleta germicida
convencional. En resumen (ver abajo), la razon es que la luz UVc lejana afecta una gama de materiales
biolégicos de menos de unos pocos micrometros, y por lo tanto no puede alcanzar células humanas vivas
en la piel o los 0jos, ya que se absorben en el estrato corneo de la piel o en la capa lagrimal ocular. Pero
como los virus (y las bacterias) son extremadamente pequefios, la luz ultravioleta lejana aln puede
penetrarlos y matarlos. Hasta ahora, la luz UVc potencialmente tiene aproximadamente las mismas
propiedades germicidas altamente efectivas de la luz UV, pero sin los riesgos asociados para la salud
humana (12-15). Varios grupos han propuesto que la luz UVc lejana (207 o 222 nm), que puede ser
generado utilizando “lamparas excimer” de bajo costo, es una tecnologia antimicrobiana potencial segura
y eficiente (12-18) que puede desplegarse en lugares publicos ocupados.



FIGURA 1-SUPERVIVENCIA DEL CORONAVIRUS EN FUNCION DE LA DOSIS DE
LUZ UVc LEJANA.
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Supervivencia fraccional, PFUyy / PFU conroles, S€ representa en funcion de la dosis de 222 nm de UVc lejano. Los resultados se
informan como la formacion estimada de placa unidades (UFP) / ml utilizando la conversion UFP / ml = 0,7 TCIDs, (29) aplicando la
distribucion de Poisson. Los valores son informados como media + SEM de multiples experimentos (n = 3 alfa HCoV-229E y n = 4
para beta HCoV-OC43); las lineas representan las regresiones de mejor ajuste a la ecuacion (1) (ver texto y Tabla 1).

La base mecanicista de la biofisica basada en este enfoque de UVc lejano (12) es esa luz en este rango
de longitud de onda que tiene una profundidad de penetracién muy limitada. Especificamente, la luz
ultravioleta lejana (207—222 nm) es muy fuertemente absorbida por las proteinas a través del enlace
peptidico y otras biomoléculas (19,20), por lo que su capacidad de penetrar materiales biol6gicos es muy
limitada en comparacién con, la luz UV germicida convencional de 254 nm (superior) (21,22). Esta limitada
penetracién sigue siendo mucho mayor que el tamafio de los virus y las bacterias, hasta ahora, la luz UVc
es tan eficiente para matar estos patégenos como la luz ultravioleta convencional (12—14). Sin embargo,
a diferencia de la luz ultravioleta germicida, la luz ultravioleta lejana no puede penetrar ni el estrato cérneo
humano (la capa externa de la piel de las células muertas) ni la capa de lagrima ocular, ni siquiera el
citoplasma de células humanas individuales. Por lo tanto, la luz UVc lejana no puede alcanzar ni dafiar las
células vivas en la piel humana o el ojo humano, en contraste con la luz ultravioleta germicida convencional
que puede llegar a estas sensibles células (7-10).

En resumen, se espera que la luz UVc lejana tenga aproximadamente las mismas propiedades
antimicrobianas que la luz UV convencional, pero sin producir efectos adversos sobre la salud. Si este
fuera el caso, la luz del UVc lejano tiene el potencial de ser utilizada en entornos publicos ocupados para
evitar la transmision en el aire de persona a persona de patégenos como los coronavirus. Anteriormente
hemos demostrado que una dosis muy pequefia (2 mJ / cm?) de luz ultravioleta lejana a 222 nm fue
altamente eficiente en la inactivacion en aerosoles del virus de la gripe HIN1 (23). En este trabajo
exploramos la eficacia de la luz de 222 nm contra dos coronavirus humanos en el aire: alfa HCoV-229E y
beta HCoV-OC43. Ambos virus fueron aislados hace 50 afios y son endémicos para la poblacién humana,
causando entre el 15-30% de las infecciones del tracto respiratorio cada afio (24). Como el SARS-CoV-2,
el virus HCoV-OC43 pertenece al género beta (25). Aqui medimos la eficiencia con la que la luz UVc lejana
inactiva estos dos coronavirus humanos cuando son expuestos en gotas de aerosol de tamafios similares
a los generados durante los estornudos y la tos (26). Como todos los coronavirus tienen un tamarfio fisico
y genomico comparable, un determinante critico de la respuesta a la radiacion UV (27), planteamos la
hip6tesis que ambos virus responderian de manera similar a la luz UVc lejana, y de hecho que todos los
coronavirus responderan en forma similar.

Resultados

Inactivacion de coronavirus que afectan a humanos después de la exposicion a la luz de 222 nm en la
infectividad de ensayos de aerosoles.

Utilizamos un enfoque estandar para medir la inactivacién viral, analizando la infectividad del coronavirus
en células hospedadoras humanas (células pulmonares normales), en este caso después de la exposiciéon



en aerosoles a diferentes dosis de luz UVc lejana. Cuantificamos la infecciosidad del virus con el cultivo
de tejidos con una dosis infecciosa de 50% en el ensayo TCIDso (28), y se estimo el correspondiente en
unidades formadoras de placa (PFU) / ml utilizando la conversion PFU / ml = 0.7 TCIDso (29). La figura 1
muestra la supervivencia fraccional de coronavirus en aerosoles de HCoV-229E y HCoV-OC43 expresados
como controles PFUuv / PFU en funcién de la dosis incidente de luz de 222 nm. La regresion lineal robusta
(Tabla 1) usando cuadrados minimos repesados iterados (30) indicando que la supervivencia de ambos
géneros alfa y beta es consistente con un modelo de desinfeccion exponencial UV clasico (R% = 0.86 para
HCoV-229E y R? = 0.78 para HCoV-0OC43). Para el coronavirus alfa HCoV-229E, la tasa de inactivacion
constante (tasa de susceptibilidad) fue k = 4.1 cm? / mJ (intervalos de confianza del 95% (IC 2.5-4.8) que
corresponde a una seccidn transversal de inactivacion (o la dosis requerida para matar el 90% de los virus
expuestos) de Dgo = 0.56 mJ / cm?. Del mismo modo, la tasa de susceptibilidad para el beta coronavirus
HCoV-OC43 fue k = 5.9 cm? / mJ (95% IC 3.8-7.1) que corresponde a una seccion transversal de
inactivacion de Dgo = 0,39 mJ / cm?.

Ensayo de integracion viral.

Investigamos nuevamente la integracion del coronavirus a las células huésped del pulmén humano,
después de la exposicion en aerosoles a diferentes dosis de luz UVC lejana. Las figuras 2 y 3 muestran
imagenes fluorescentes tomadas con 10x de células pulmonares humanas MRC-5 y WI-38 incubadas,
respectivamente, con HCoV-229E (Figura 2) y HCoV-OC43 (Figura 3), que habian sido expuestos en forma
de aerosol a diferentes dosis de UVc lejano. La solucién viral se recogié del BioSampler después de pasar
por la camara de aerosol mientras se exponia a 0, 0.5,1 0 2 mJ/cm? de luz de 222-nm. Las células fueron
incubadas con el virus expuesto durante una hora, el medio fue reemplazado con medio de infeccion
reciente, y la inmunofluorescencia se realiz6 24 horas después. Evaluamos las lineas celulares para la
expresioén de la glicoproteina de la espiga viral, cuya subunidad funcional S2 esta altamente conservada
entre los coronavirus (31,32). En las Figuras 2 y 3, la fluorescencia verde (Alexa Fluor-488 utilizada como
anticuerpo secundario contra anticuerpo anti-glucoproteina de la espiga de coronavirus humano) indica
cualitativamente la infeccion de células con virus vivos, mientras que los nlcleos se tifieron con DAPI
apareciendo como fluorescencia azul. Tanto para alfa HCoV-229E, como para el beta HCoV-OC43, la
exposicién a la luz de 222 nm, redujo la expresion de la glucoproteina de la espiga viral como se observa
por una reduccion en la fluorescencia verde.

TABLA 1
k
95% confidence interval
Human coronavirus type | k (cm?/mJ) | Lower Upper p value | R? Dy, (m]J/cm?)
HCoV-229E 4.1 2.5 4.8 0.0003 | 0.86 | 0.56
HCoV-0C43 59 3.8 7.1 0.0001 | 0.78 |0.39

Parametros de regresion lineal para valores normalizados de In [S] [supervivencia] (ecuacién 1) como dependientes de dosis variable
y UV (D, mJ / cm?) como variable independiente. k es la tasa de inactivacion UV constante o factor de susceptibilidad (cm? / mJ). La
regresion lineal se realizé con el término de intercepcion establecido en cero representando la definicion de 100% de supervivencia
relativa a dosis cero de UV. La seccion transversal de inactivacion de coronavirus, Dy, (la dosis UV que inactiva el 90% del virus
expuesto) se calcul6 usando Dy = - In [1 - 0.90] / k.



FIGURA 2

Alfa HCoV-229E en fibroblastos pulmonares humanos MRC5
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Infeccién de células pulmonares humanas de alfa HCoV-229E en aerosol irradiado en funcion de la dosis de luz UV lejana. Imagenes
fluorescentes representativas de fibroblastos de pulmén humanos normales MRC-5 infectados con alfacoronavirus 229E humanos
expuesto en forma de aerosol. La solucién viral se recogio del BioSampler después de que atraviesa la camara de aerosol mientras
se expone a (a) 0, (b) 0.5, (c) 1 o (d) 2 mJ / cm? de luz de 222 nm. La fluorescencia verde indica cualitativamente las células infectadas
(Verde = Alexa Fluor-488 utilizada como anticuerpo secundario contra anticuerpo anti-glucoproteina de la espiga del coronavirus
humano; Azul = mancha nuclear DAPI). Las imagenes fueron tomadas con un objetivo 10 x; La barra de escala se aplica a todos los
paneles de la figura.

Discusion

La gravedad de la pandemia de COVID-19, garantiza el rapido desarrollo y despliegue de medidas para
reducir la transmisién de persona a persona en interiores. Hemos desarrollado un enfoque prometedor
utilizando luz UVc lejana de longitud de onda Gnica a 222 nm generada por ldmparas de excimero filtradas,
gue desactiva el virus en el aire sin inducir dafio biologico en células y tejidos humanos expuestos (11-18).
El enfoque se basa en el principio de base biofisica que la luz UVc lejana, debido a su penetracion muy
limitada en materiales biolégicos, puede atravesar y matar virus y bacterias que normalmente tienen
dimensiones micrométricas 0 mas pequefias, pero no puede penetrar en las capas externas de células
muertas de la piel, ni la capa externa de lagrimas en la superficie del ojo humano (12).



FIGURA 3_
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Infeccién de células pulmonares humanas a partir de beta HCoV-OC43 en aerosol irradiado en funcion de la dosis de luz UV¢ lejana.
Imagenes fluorescentes representativas de fibroblastos pulmonares humanos normales WI-38 infectados con betacoronavirus OC43
humanos expuesto en forma de aerosol. La solucion viral se recogi6 del BioSampler después de que atraviesa la camara de aerosol
mientras se expone a (a) 0, (b) 0.5, (c) 1 o (d) 2 mJ / cm? de luz de 222 nm. La fluorescencia verde indica cualitativamente las células
infectadas (Verde = Alexa Fluor-488 utilizada como anticuerpo secundario contra anticuerpo de glucoproteina de la espiga de
coronavirus humano; Azul = mancha nuclear DAPI). Imagenes fueron tomadas con un objetivo 10 x; La barra de escala se aplica a
todos los paneles de la figura.
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