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The application and practice of chemistry in weorob|e devices for body flid 0n0|y5|s

LAAPLICACIONY PRACTICA

DE LA QUIMICA EN DISPOSITIVOS
PONIBLES PARA EL ANALISIS

DE FLUIDOS CORPORALES

Hsin-Hua Nien "% Bor-Ran L3

Wearable devices improve personalize health care. The wearable devices can come in various convenient
forms such as contact lenses, watch and skin patch to fit the clinical application. The wearable devices can be
applied on different body fluid type including interstitial fluid, urine, tear, saliva, and sweat. Chemistry plays an
important role on body fluid component analysis. Delicate design of chemistry response affects the analytic
result display mode, detection accuracy and device stability. This article reviews the application and practice
of chemistry in wearable device of body fluid analysis. Integration of chemistry and other detection systems
provides many possibilities and opportunities on the development of future healthcare wearable devices.
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INTRODUCCION

Los dispositivos ponibles (es decir, que se pueden
llevar puestos)* brindan soluciones comodas para mejorar la
atencion médica actual sin necesidad de asistir a un hospital.
En general, es habitual acudir a un centro médico cuando se
requiere informaciéon de salud como la frecuencia cardiaca,
la presion arterial, la concentracion de oxigeno o datos
bioquimicos que impliquen analisis de sangre. Los principales
inconvenientes que se encuentran en estos casos son la
necesidad de desplazamiento al centro sanitario, la necesidad
de personal médico que asista a la persona y los largos
tiempos de espera para recibir los resultados, especialmente
en el caso de los analisis de sangre. Hoy en dia, sin embargo,
un reloj puede medir los pasos diarios y analizar el movimiento
corporal durante el ejercicio mediante un exquisito disefio
de giroscopios. Pero sus limitaciones no acaban ahi, los
dispositivos ponibles tales como un reloj inteligente se pueden

telemeds'yétem 2%

aplicar para medir los cambios de sefales bioquimicas de los
fluidos corporales con el fin de obtener informacion importante
sobre la salud de manera personalizada, facil y comoda.

Ademas del formato de reloj, que ya se encuentra en
el mercado, se han investigado y desarrollado ampliamente
otros dispositivos ponibles para la deteccion y andlisis de
fluidos corporales. Estos nuevos dispositivos se pueden
aplicar para el analisis de, por ejemplo, el liquido intersticial,
la saliva, las lagrimas, la orina y el sudor. Los dispositivos
pueden ser simples parches cutaneos que son facilmente
removibles, pero pueden también disefiarse dispositivos mas
complejos y avanzados que puedan adaptarse a los diferentes
fluidos corporales de interés. Por ejemplo, la mayoria de los
dispositivos ponibles para la deteccion de saliva tienen forma
de protector bucal y se colocan en la boca para la medicion
continua (Figura 1A). Sin embargo, para la medicion de
lagrimas, las lentes de contacto son el producto ponible mas

Waterproof sweat petch on skin

Figura 1. Diversos ejemplos de dispositivos ponibles. (A) Dispositivo integrado en un protector bucal para el analisis del nivel de glucosa en
la saliva. Adaptado con permiso de Arakawa T. ¢ a/. Wearable Cellulose Acetate-Coated Mouthguard Biosensor for In Vivo Salivary Glucose
Measurement. Anal. Chen. 2020, 92 (18), 12201-12207. © 2019 American Chemical Society. (B) Chupete o chupén para monitorizacion de glucosa
en la saliva de bebés. Adaptada con permiso de Garcia-Carmona, L. 7 a/. Pacifier Biosensor: Toward Noninvasive Saliva Biomarker Monitoring.
Anal. Chen. 2019, 91 (21), 13883-13891. © 2019 American Chemical Society. (C) Parche cutdneo para monitorear el estado de heridas. Adaptado de
Gao, Y. ¢t al. A Flexible Multiplexed Immunosensor for Point-of-Care in Situ Wound Monitoring. Sei. Ady. 2021, 7 (21), eabg9614 (CC BY 4.0) (D)
parche resistente al agua para el monitoreo de la hidratacién durante el ejercicio de deportes acuaticos. Imagen de Reeder, J. T. y col. Waterproof,
Electronics-Enabled, Epidermal Microfluidic Devices for Sweat Collection, Biomarker Analysis, and Thermography in Aquatic Settings. S¢i. Ad.
2019, 5 (1), eaau6356. (CC BY-NC 4.0).

* El articulo original en ingles usa la palabra “wearable”, que significa en el contexto del tema tratado “dispositivo que se coloca en una persona (en el ojo, en un
brazo, etc) y se puede llevar puesto”. La traduccion recomendada seria “ponible”, como un objeto que se pone y se lleva puesto, y no portatil, ya que este ultimo no
implicar llevar algo puesto en el cuerpo, sino llevarlo de cualquier forma.
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conveniente donde integrar el dispositivo de medida. En
la Figura 1 se muestran algunos ejemplos de dispositivos
ponibles que se trataran en este articulo.

Para obtener informacién bioquimica de los fluidos
corporales con un dispositivo ponible, se requiere un disefio
complejo a microescala para integrar todos los componentes.
En el caso de los dispositivos para el cuidado de la salud,
los componentes mas importantes son el microcircuito
electrénico para la transferencia de informacion y el sistema
de microfluidos para manipular las sustancias de interés.
Asimismo, para el analisis de los componentes bioquimicos de
los fluidos corporales es critico el conocimiento avanzado de
la quimica, especialmente en lo que se refiere al enlace entre
moléculas y a las posibles reacciones quimicas entre ellas, ya
que de estas depende la inmovilizaciéon de enzimas, el analisis
de los biomarcadores y la deteccion de sefales en el futuro
dispositivo'2. Para el analisis cuantitativo de biomarcadores se
utilizan electrodos fijados con material biosensible que incluye
anticuerpos, enzimas, péptidos o mediadores, que al unirse
con el biomarcador generan sefiales eléctricas. También
se pueden usar sistemas de biodeteccion optofluidicos que
pueden detectar y medir las reacciones de competencia y
acople entre los sensores y los biomarcadores pues estos
alteran las sefiales medibles®. Del mismo modo, también se
pueden llevar a cabo reacciones colorimétricas en soluciones
tampon con el fin de completar todo el analisis.* De forma
resumida, puede decirse que los dispositivos ponibles pueden
medir de forma continua datos bioquimicos, convertirlos en
formatos digitales y transmitirlos de manera inalambrica para
un posterior seguimiento de los biomarcadores.

PRINCIPIOS DE DETECCION BIOQUiMICOS
Deteccion colorimétrica

La detecciéon colorimétrica se utiliza ampliamente
en la deteccién de metabolitos de biofluidos. En este tipo de
deteccion, los analitos de interés reaccionan con el reactivo
del sensor y generan una reaccion quimica especifica que
cambia el color. El coste del dispositivo portatil colorimétrico es
relativamente bajo y la mayoria de los chips son desechables.
Por otro lado, su simplicidad y la medicion intuitiva (por
observacion de un cambio de color) hacen que la deteccion
colorimétrica sea adecuada especialmente cuando se quieren
detectar cantidades limite que adviertan de un problema
durante la vida diaria o en los casos en que se desea realizar
un seguimiento personalizado. Las sustancias de interés
para la deteccion colorimétrica en dispositivos microfluidicos
ponibles incluyen el agua®”, la glucosa &', el lactato>'°, los
iones cloruro®®1011 el pH%°1012 |3 temperatura'®", el nivel de
proteinas®, los iones nitrito®, el acido Urico™, y la urea®.

ISSN: 2518-2803 (en linea)

La deteccion colorimétrica de marcadores en
biofluidos puede hacerse a simple vista o mediante un teléfono
inteligente equipado con un software de andlisis de imagenes
digitales. De hecho, este ultimo formato se utiliza ampliamente
en competiciones deportivas o durante el entrenamiento fisico.
Para medios acuosos, se puede aprovechar como indicador
colorimétrico al cloruro de cobalto (1), CoCl,, el cual se afiade
alos hidrogeles en los sensores de flujo.>” Ademas del CoCl,,
otros colorantes que se han usado como medidores de flujo
son el gel violeta Americolor 11 y colorantes alimentarios
secos™. Para la determinacion del pH, los reactivos habituales
son el purpura de bromocresol, el azul de bromotimol, el rojo
de metilo y la fenolftaleina.

La cantidad del biomarcador también se puede
detectar mediante una reaccion enzimatica con un cofactor
y un reactivo cromogeénico (sustancia que cambia de color).
Por ejemplo, para la deteccion de lactato, se usa formazan,
que cambia de color cuando interaccionan la enzima lactato
oxidasa (LOx), la nicotinamida adenina dinucledtido (NADH) y
la diaforasa. La deteccién de glucosa, por otro lado, se puede
realizar mediante el uso de la enzima glucosa oxidasa (GOXx)
y de yoduro. En este caso, el peréxido de hidrégeno producido
por la oxidacién de la glucosa induce la oxidacion del yoduro
a yodo y un cambio de color de amarillo a marrén, faciimente
detectable.® Otra alternativa la ofrecen Moreddu et al., quienes
eligieron la 3,3’,5,5-tetrametilbencidina (TMB) para oxidarla
con peroxido de hidrégeno en presencia de glucosa lo que dio
lugar a un cambio de color de amarillo a verde.® Los dispositivos
presentados en esta ultima investigacion también usaron la
3',3",5',5"-tetraclorofenol-3,4,5,6-tetrabromosulfoftaleina para
la deteccién de la presencia o ausencia de proteinas y una
mezcla de 3-hidroxi-1,2,3,4-tetrahidro -7,8-benzoquinolina y
sulfanilamida para detectar la presencia de nitritos.

El método colorimétrico también tiene sus
inconvenientes, entre los que destaca que es dificil de utilizar
para medir biomarcadores en bajas concentraciones. La
mayoria de los dispositivos colorimétricos ponibles se centran
en la deteccion de lactato e iones cloruro debido a su alto
contenido en el sudor. En esos casos, la imagen se puede
capturar a través de un teléfono inteligente y luego el nivel
RGB del color de la imagen se analiza mediante un software
que ayuda a reconocer la concentracion del analito. En el
parche de piel disefiado por el grupo de Choi, por ejemplo,
este contiene los marcadores de color de referencia impresos
alrededor de la region donde se realizan las reacciones
colorimétricas. De este modo, al tomarse la foto se ven
simultaneamente los fluidos coloreados de referencia y el que
se esta analizando, lo que permite comparar los niveles RGB
de la imagen y cuantificar el analito objetivo.”® Este disefio
se ha aplicado también en lentes de contacto para detectar
el pH, la glucosa, los nitritos y el nivel de proteinas en las
lagrimas,®® y también se ha aplicado en parches de sudor.’
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Para casos de baja concentraciéon de analitos son mejores El peréxido es después oxidado, lo que genera una corriente
otras tecnologias de deteccién optica, como la sonda de de electrones (reaccion 2).
deteccion de fluorescencia, que puede mejorar la sensibilidad

y selectividad hacia los biomarcadores. La corriente de salida producida durante la catalisis

por GOx se puede detectar mediante amperometria y la sefial

io uimi se puede transferir a través de un moédulo inalambrico para
Deteccion electroquimica de transf t d dul lamb

su posterior analisis en una computadora. La GOx se puede
Ladeteccion electroquimica de biomarcadores esuna inmovilizar con poli(MPC-co-EHMA) 22 o poli(MPC-co-EHMA-
de las mas usadas. De hecho, existen muchos estudios en los co-MBP)(PMEHB).?* Un ejemplo de esta aplicacion para
que se han utilizado dispositivos ponibles para la deteccién y la deteccidon de glucosa es el trabajo de Jina et al. quienes
analisis de diversas sefiales bioquimicas mediante diferentes utilizaron electrodos de Pt-C cubiertos con albumina sérica
métodos electroquimicos. Las sustancias bioquimicas de bovina reticulada que contenia GOx.* Estos dispositivos se
interés que se pueden detectar mediante este método son los pueden usar para detectar lactato simplemente cambiando la
iones Na* %17 y K* 1618 | pH 87  |a glucosa 4'%?7, el lactato enzima GOx por la enzima lactato oxidasa (LOx).
16.17.2528 g| nivel de cortisol %, y algunos medicamentos®. Cada
tipo de sustancia de interés requiere diferentes enfoques para El azul de Prusia (PB) es un compuesto que puede
su deteccion. ser adicionado al método mencionado para el reconocimiento
selectivo del peroxido formado y se aplica ampliamente
Por un lado, los electrodos potenciométricos en diversos analisis cuantitativos basados en enzimas
con membranas selectivas de iones son adecuados para oxidasas. En consecuencia, el nivel de glucosa o de lactato
electrolitos como el Na* o el K* y también para el pH. Por se puede medir mediante sus enzimas especificas (GOx o
otro lado, la oxidacién enzimatica con un electrodo recubierto LOx) en cooperacion con PB.'+16242830 Ademas del uso de
de mediador redox acoplada a un detector amperométrico es PB como mejorador de la deteccidon, se han desarrollado
adecuada para la deteccion de lactato y glucosa (Figura 2 también detectores amperométricos acoplados a actuadores
A-B). electrotérmicos (ACET). Un actuador electrotérmico es
un dispositivo que cambia de posicion dependiendo de la
En este apartado nos centraremos en la segunda temperatura y la corriente eléctrica. En el presente caso, se
opcién mencionada. Para el caso de la glucosa, por ejemplo, la usa para forzar el movimiento de los fluidos. El grupo de Lin
glucosa oxidasa (GOx) es la enzima adecuada para catalizar et al. us6 esta mejora adicional en parches cutaneos para la
la oxidacion de la glucosa con la consecuente produccién de deteccién de glucosa en el sudor y encontraron una reduccion
peroxido de hidrégeno (H,0,) y gluconolactona (reaccion 1). en los tiempos de deteccidn y una mejora en la sensibilidad de
la deteccion.®

GOx
glucosa + 0, —— gluconolactona + H,0, (Reaccion 1)
H,0, ——— 2H* + 0, + 2e~ (Reaccién 2)
(A) Biomarcadorv Producto (B) 0, Glucose O, Llactate
O,/ 0, C Gox @ (tox
Capa con la enzima . )
H,0, O, +H* PBg.q H,0, Gluconic acid ) PByeq H,0, Pyruvate
Capa permselectiva |\
Capa de electroanalisis oF e-/ PBo, OH e-J PBo, s

Figura 2. Deteccién electroquimica en dispositivos ponibles. (A) Principio basico de deteccion electroquimica mediante diferentes capas: en la
parte de arriba se detecta el biomarcador que gracias a una enzima especifica es oxidado con la formacién de perdxido de hidrégeno; una membrana
selectiva permite el paso de este producto que experimenta una nueva reaccién redox cuyo potencial eléctrico es detectado por la capa inferior,
que tiene los electrodos adecuados. Imagen adaptada de Lin, H. ¢£ 2/ A Programmable Epidermal Microfluidic Valving System for Wearable
Biofluid Management and Contextual Biomarker Analysis. Naz Commun 2020, 11 (1), 4405. (CC BY 4.0) (B) Secuencias especificas de deteccion de
glucosa y lactato mediante interaccién electroquimica con las enzimas especificas: GOx para glucosa y LOx para lactato. En los dibujos se incluye
al azul de Prusia, PB (Prussian Blue) en una de las capas pues su presencia mejora el comportamiento redox del proceso. Adaptado de Martin,
A. et al. Epidermal Microfluidic Electrochemical Detection System: Enhanced Sweat Sampling and Metabolite Detection. ACS Sens. 2017, 2 (12),

1860-1868. ©2017 American Chemical Society.
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Para ampliar el rango lineal de respuesta (LRR) en
la deteccion de lactato, Xuan et al. incorporaron membranas
limitadoras de difusion en la capa exterior de un electrodo de
azul de Prusia con la lactato oxidasa (PB-LOx) que se plastifico
y recubrié con PVC y otras sustancias. Se compararon 30
membranas de PVC diferentes y se eligié una con un 3%
en peso de una sal de amonio cuaternario conocida como
ETH500 que permitié obtener un LRR mas amplio (de 1 a 50
mM), un tiempo de respuesta inferior a 5s y una respuesta
reproducible con baja interferencia del pH y la temperatura.

Este gran resultado se debidé a que las capas limitadoras de
difusion modularon el flujo de lactato.

El método electroquimico ha sido usado también
para la deteccion a tiempo real de medicamentos como
la vancomicina en el liquido intersticial. Ese es el caso del
dispositivo de Ranamukhaarachchi et al.?, quienes usaron una
microaguja funcionalizada para llegar a este liquido bajo la
piel (véase figura 3A). La funcionalizacion de la aguja se dio
en varios pasos: primero se dor6 la microaguja y sobre el oro

(A)

Vancomycin ——— TMB + H,0,
Vancomycin-HRP H — 49
@ @, T™MB ':,'1 () @ Cytokines \“ -
® f ey &
Acetyl-L-Lys-D-Ala-D-Ala a a
(SlIDD)

Gold substrate
(inside microneedle lumen)

Bacteria
© aptamer

‘%Graphene © AuNP Q Cytokine

. Au electrode « MB aptamer

Detection

H,0 HRP o4 HQ req
X X > )
H20, HRP o HQ o«

(C) Recognition

(B) Hypothalamus
Stress

— ;
CRH['
Pituitary gland

Cortisol
S L
WY Sl B
ACTH ’ - %  anti-cortisol mAb
HO OH [a% 4 BSA
° Cortisol
o Cortisol-HRP

Adrenal gland | ©

Figura 3. Ejemplos de aplicacién de ponibles para la deteccién de hormonas, fairmacos y microbios. (A) Método de deteccion de vancomicina
mediante la competencia por un peptido en la superficie de una microaguja funcionalizada. En el sustrato de oro se han fijado unos péptidos
que se unen fuertemente a la vancomicina (ver texto principal). A su vez, esta vancomicina fijada se une a la enzima especifica HRP (peroxidasa
de rabano). Cuando existe vancomicina en el fluido a analizar este firmaco compite por el péptido, lo que produce su deteccion por cambios de
corriente. Adaptado de Ranamukhaarachchi, S. A.; Padeste, C.; Dtbner, M.; Hifeli, U. O.; Stoeber, B.; Cadarso, V. ]. Integrated Hollow Microneedle-
Optofluidic Biosensor for Therapeutic Drug Monitoring in Sub-Nanoliter Volumes. S¢/ Rep 2016, 6 (1), 29075. (CC BY 4.0) (B) esquema de la
generacion de cortisol como respuesta al estrés. (C) Proceso de deteccion electroquimica de cortisol debido a la competencia entre el cortisol de una
muestra y el cortisol etiquetado con HRP fijado a una plataforma de grafeno mediante el anticuerpo anticortisol. Adaptado de Torrente-Rodriguez,
R. M.; Tu, J; Yang, Y.; Min, J.; Wang, M.; Song, Y.; Yu, Y.; Xu, C,; Ye, C.; IsHak, W. W; Gao, W. Investigation of Cortisol Dynamics in Human Sweat
Using a Graphene-Based Wireless MHealth System. Marter 2020, 2 (4), 921-937. (CC BY) (D) Plataforma electroquimica para parche de sudor. Esta
plataforma consiste en una ldmina de grafeno sobre otra de oro que permite la detecciéon de mediadores inflamatorios en el entorno de una herida
mediante aptimeros especificos de cada analito. Imagen adaptada de Gao, Y. ¢# a/. A Flexible Multiplexed Immunosensor for Point-of-Care in Situ
Wound Monitoring. Se/ Ady 2021, 7 (21), eabg9614 (CC BY 4.0).
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se colocé una monocapa autoensamblada de estreptavidina 'y
biotina con el fin de obtener el nivel maximo de estreptavidina
necesario para la inmovilizacién de los péptidos especificos de
la vancomicina. Una vez inmovilizados los péptidos especificos
sobre la monocapa se adiciond vancomicina funcionalizada
con peroxidasa de rabano (HRP). De este modo, cuando la
vancomicina de la muestra llega a la microaguja compite por
los sitios del péptido y desplaza a la vancomicina combinada a
HRP, lo cual se puede detectar mediante ensayos usando TMB
(3,3', 5,5-tetrametylbenzidina) como sustrato, y cuantificar
mediante ensayos de optofluidica® (Figura 3A).

Paramedirel nivelhormonal de cortisol en el sudor, por
ejemplo, se puede aplicar una idea similar. El interés del cortisol
radica en que es una hormona que se libera en respuesta al
estrés o0 en caso de baja concentracion de glucosa en sangre.
(Figura 3B). Es por eso que su deteccidn es importante y ha
sido el objetivo de varios dispositivos ponibles. La propuesta
de Torrente-Rodriguez et al. (Figura 3C) consisti6 en usar
una plataforma amperométrica de deteccién de estrés basada
en grafeno recubierta con el anticuerpo anticortisol marcado
con HRP que reconoce especificamente al cortisol. Como en
el caso descrito antes, la deteccion se da por la reaccién de
competitiva entre el cortisol de la muestra y el cortisol marcado
con HRP. En este ultimo caso, se puede usar espectroscopia
de impedancia electroquimica (EIS) para medir la respuesta
del detector. Mas adelante (punto 3. Nivel de hormonas
y biomarcadores) se mencionaran otras alternativas para
medir cortisol.

APLICACIONES EN EL
BIOFLUIDOS

ESTUDIO DE

Analisis del liquido intersticial

El liquido intersticial es una valiosa fuente de
biofluidos para la medicién continua usando dispositivos
ponibles.?'%® Este fluido corporal, que rodea las células y
llena el espacio extracelular entre los tejidos, constituye
el ambiente interno del cuerpo y comprende del 15 al 25%
del peso corporal. Los nutrientes y productos secundarios
presentes en este fluido provienen tanto de las células
como del suero sanguineo, lo que convierte este liquido en
una fuente Unica de biomarcadores que puede proporcionar
informacién sistémica de una persona. Durante las ultimas
décadas, por ejemplo, el estudio del contenido de este liquido
ha sido usado como muestra para la deteccion continua de
enfermedades cronicas, fallas de érganos y para la deteccion
de la eficacia de los farmacos®. Por esta razén, se han
desarrollado dispositivos ponibles que tienen acceso a este
liqguido directamente debajo de la piel con el fin de estudiar
sus cambios. Para realizar anadlisis de este tipo se usan
dispositivos ponibles con microagujas que penetran bajo la

26  Revista de Quimica rucr, 2023, vol. 37, n° 2

piel a través del estrato cérneo sin afectar a los nervios en
las regiones dérmicas, de tal manera que puedan extraer y
transportar el biofluido al sistema de deteccion.

Un ejemplo de este tipo de dispositivos es el
mencionado previamente de Ranamukhaarachchi et al.
(figura 3A), quienes lo aplicaron para detectar vancomicina
extrayendo volumenes muy pequeios (aproximadamente 0,6
nL) de liquido intersticial . Pero ese no es el Unico ejemplo.
Jina et al. * han desarrollado otra matriz de microagujas que
se colocan en la epidermis sin dafar los vasos sanguineos,
para la monitorizacién continua (por un maximo de 72h) de
glucosa. Sus microagujas estan formadas por electrodos
de trabajo de platino-carbono cubiertos con albumina sérica
bovina reticulada que contiene GOx. De este modo la glucosa
se mide por una reaccion de oxidacion continua en el gradiente
de concentracion que existe entre la fuente del liquido y el
detector de la microaguja. EI cambio de corriente que ocurre
en el electrodo fijo de la glucosa oxidasa es determinado por
el método amperométrico. Este método, que es minimamente
invasivo, pudo medir con éxito el nivel de glucosa con
resultados similares a los del glucometro de sangre comercial.

Otra forma para la deteccién quimica en tiempo real
con biosensores es el método de la iontoforesis inversa (R,
de reverse iontoforesis). Este método consiste en generar
la extraccién de iones del tejido subcutaneo mediante la
aplicacion de un potencial eléctrico en la superficie. El flujo
de iones que se genera hacia la superficie arrastra moléculas
neutras como la glucosa que luego son analizadas. Este
método lo aplicaron Chen et al. mediante un parche especial
para muestrear, y analizar de manera simultanea, la glucosa
del liquido intersticial.” En su disefio, el grupo usd una
bateria de papel con biosensores mejorados que consistian
en una pelicula delgada de oro sobre la cual se deposité un
film de PB de espesor nanométrico y, posteriormente, una
capa enzimatica con GOx. Antes de colocar el parche, se
debe cubrir la superficie de la piel con una solucién de acido
hialurénico para que este ingrese al liquido intersticial a la vez
que sale la glucosa. De este modo, se logré una respuesta
rapida a la corriente eléctrica aplicada, una buena extraccion
de glucosa del liquido intersticial y mayor estabilidad y menor
resistencia a la difusion de los bioanalitos que otros métodos
similares.

Analisis de la saliva

La saliva es un liquido secretado por las glandulas
salivales cuyos componentes se difunden desde la sangre
por lo que incluyen electrolitos, células, enzimas, hormonas,
metabolitos y agentes antimicrobianos, que se pueden
usar como biomarcadores especificos e informativos para
el diagnostico de enfermedades sin necesidad de extraer
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sangre.®-% El uso de saliva proporciona ventajas practicas
en cuanto a que puede ser rapidamente recolectada, siempre
hay un gran volumen disponible y tiene un flujo continuo, lo
que es ideal para mediciones confiables.®3° A continuacion
se mencionaran algunas propuestas para la deteccion de sus
diferentes analitos.

Para la glucosa, por ejemplo, Arakawa et al.
desarrollaron un protector bucal usando una membrana
enzimatica con GOx y PMEHB que detecta la glucosa
mediante un método amperomético?®® (Figura 1A). Lee et
al., por otro lado, desarrollaron una plataforma electrénica
ultrafina y flexible para poner en la cavidad bucal que contenia
sensores miniaturizados para la medicion de la ingesta de
sodio con monitoreo en tiempo real a través de telemetria
bluetooth. La base del dispositivo es una capa polimérica
cubierta con una membrana de cobre en forma de malla de
500 nm y una capa superior con un sensor potenciométrico
microestructurado selectivo de iones sodio que se adapta
comodamente a la cavidad bucal.” Dado que este tipo de
dispositivos serian dificiles de implantar en un bebé, Garcia-
Carmona et. al.?" integraron un detector similar en un chupete
(Figura 1B) con el fin de analizar glucosa. Estos investigadores
utilizaron dispositivos electrénicos inalambricos y sensores
electroquimicos de metabolitos para bombear liquido salival a
la plataforma de deteccion. La plataforma de medida de saliva
us6 el monitoreo amperométrico en tiempo real de glucosa
basado en GOx combinado con PB descrito en el apartado
Deteccion electroquimica de este articulo.

Andilisis de las lagrimas

Las glandulas lagrimales secretan lagrimas con
dos fines principales: para lubricar los ojos y para que se
genere una capa protectora que permita eliminar sustancias
irritantes, lo cual, a su vez, ayuda al sistema inmunoldgico. El
analisis del biofluido lagrimal es de interés porque contiene
un nivel relativamente alto de biomarcadores que se difunden
directamente desde la sangre y su concentracion esta mas
estrechamente correlacionada con la sangre que la de otros
biofluidos.?? Para poder monitorear continuamente y en
tiempo real la condicidn fisiolégica de una persona a través
de las lagrimas, se han desarrollado dispositivos ponibles
basados en lentes de contacto integradas con un sistema
de microfluidos. Los desafios de estos disefios son la rapida
evaporacion de las lagrimas y el pequefio volumen de muestra
disponible, especialmente para personas con menos lagrimas
(como aquellas que padecen el sindrome de los ojos secos o
sindrome de Sjogren).

Uno de estos dispositivos fue desarrollado por Kim

et. al, usando lentes de contacto multifuncionales para la
deteccioén electroquimica de glucosa y la presion intraocular
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(P10).# EI dispositivo integré una estructura hibrida de
nanocables de grafeno y plata (AgNW) en lentes de contacto
blandas que mantuvieron una alta transparencia (>91%) y
alta capacidad de estiramiento (~25%). Para determinar la
glucosa se uso el sistema de deteccion basado en la enzima
GOx. La deteccion de la PIO se baso en el hecho de que un
aumento de la PIO cambia el radio de curvatura de la cérnea,
lo que conduce a un cambio en la posicion relativa del circuito.
El cambio de posicién del circuito induce un efecto de antena
y un cambio de frecuencia de su sefal, que es adecuado para
la determinacion de la PIO mediante deteccion inalambrica.

Otros ejemplos basados en lentes de contacto
permiten, con un disefio adecuado, la deteccién no solo de
glucosa, sino también de iones cloruro y urea. Es el caso
de Yang et. al. quienes desarrollaron lentes de contacto
flexibles y biocompatibles usando el polimero poli(citrato
de dodecanodiol) metacrilado (mPDC).2 Para alcanzar
el objetivo, el dispositivo incorporé un sustrato quimico
distribuido en tres depdsitos colorimétricos separados con
entradas independientes para la deteccion de cloruros,
glucosa y urea evitando la contaminacién cruzada. Las
lecturas de concentracion se obtuvieron mediante un sistema
de fotografia con analisis RGB de color incorporado en un
smartphone.

El nimero de posibles biomarcadores a analizar
depende de como se disefie el dispositivo de medida.
Por ejemplo, Moreddu et.al. desarrollaron un sistema de
microfluidos mediante ablacion de lentes de contacto
comerciales con un laser de CO, en las cuales crearon
depositos colorimétricos separados para la deteccidon de
glucosa, el nivel de proteinas, los iones nitrito y el nivel de
acido urico, asi como para determinar el pH y el volumen de
lagrimas.®'® El resultado colorimétrico final se leyé usando
un software basado en MATLAB con calibracién de colores
instalado en un smartphone.

Las lentes de contacto, sin embargo, no son la Unica
forma de determinar biomarcadores en las lagrimas, también
es posible hacerlo con dispositivos colocados en los parpados.
Este es el caso del ponible conocido como NovioSense, que
se coloca en el parpado inferior y permite medir glucosa en
usuarios con diabetes?. La ubicacion del dispositivo permite
que el sensor mida continuamente y de forma estable el
nivel de glucosa en el liquido lagrimal usando el método
electroquimico basado en la enzima GOx mencionado en
anteriores ocasiones. El sensor proporciona resultados que
coinciden con el nivel de glucosa en sangre obtenido de
mediciones de sangre con equipos comerciales. Para reducir
el dolor y la sensacién de irritacion de los usuarios la superficie
exterior del dispositivo estaba recubierta con polisacarido.
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Analisis de la orina

La orina es otro fluido corporal de interés para
obtener informacién de salud y su monitoreo se puede hacer
mediante pafiales especiales. Un ejemplo ingenioso es el
pafal disefiado por Zhang et. al*° para la deteccién de glucosa
en pacientes diabéticos. Este pafal es impulsado por una
celda de biocombustible enzimatico (EBFC) la cual aprovecha
la energia producida por la oxidacion de la glucosa presente
en la orina usando la enzima GOx. La energia almacenada
produce el destello de un diodo LED incorporado al panal,
cuya frecuencia de destello es proporcional a la concentracion
de la glucosa en la orina.

Analisis del sudor

El sudor es uno de los biofluidos de mayor interés ya
que contiene numerosos biomarcadores importantes para el
monitoreo de la salud. Tradicionalmente, el sudor se ha usado
para medir el nivel de electrolitos*' o el nivel de alcohol*?,
pero también se puede usar para diagnéstico clinico de la
pérdida de minerales 6seos*, fibrosis quistica* y procesos
de intoxicacion*®. No obstante, la lista de biomarcadores
presentes y detectables en el sudor es muy larga e incluye
agua®, glucosa®'424-2648 |gctato®'416252830  |os jones Na*'649,
K* 1818 y CI|~ 547 asi como colina®, niveles de hormonas 2°%°
y levodopa 4. También es posible medir el pH®1216304647 " ]g
presion 87 y la temperatura®. Entre las ventajas de estudiar el
sudor se encuentra que su analisis puede hacerse de forma
no invasiva y sin el uso de ponibles con microagujas como
los mencionados anteriormente, lo cual es mas facil y seguro
sobre todo para bebés y ancianos. Debido a la importancia y
variedad de analitos, a continuacion se mencionan diversos
casos especificos para la deteccion de algunos de los
biomarcadores mas importantes.

|. Glucosa y Lactato

Tal como se ha visto durante este articulo, la glucosa
y el lactato son dos de los biomarcadores mas analizados en
los diferentes biofluidos y el sudor no es una excepcion, pues
también contiene estas sustancias. En este sentido, se han
desarrollado dispositivos para medir de forma independiente
cada biomarcador, pero también de forma combinada.

En lo que respecta a la deteccion independiente
un dispositivo facil y simple de fabricar para la deteccion de
glucosa es el de Cao et. al, quienes desarrollaron un parche
multicapa basado en papel 3D (llamado 3D-PMED) donde se
integré un sistema de deteccion electroquimica.?* La glucosa
de la muestra de sudor se midi6 a través de electrodos
modificados con GOx y PB, especialmente disefiados para
reducir los efectos causados por el acido ascorbico y el acido
Urico presentes en el sudor.
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Para la deteccion de lactato se mencionara el caso de
Yokus et al, quienes desarrollaron un parche de microfluidos
que integraba un hidrogel con lactato oxidasa y un papel
de filtro con bombeo osmoético-capilar. El parche detectd
el nivel de lactato en la transpiracion mediante medicion
electroquimica.?®

La deteccion combinada de ambos biomarcadores
ha sido conseguida por varios grupos, todos ellos mediante
parches flexibles cuidadosamente disefiados. Un primer
ejemplo del estudio de la cantidad de lactato y glucosa de
manera simultanea fue desarrollado por Martin et al. quienes
presentaron un parche de microfluidos para la recoleccion
rapida de la transpiracion cuyos biosensores estaban basados
en la deteccion amperométrica usando las enzimas oxidasa y
PB." Otro grupo que ha desarrollado un dispositivo dual es el
de Lin et al., quienes prepararon una estructura de microfluidos
tridimensional de bajo costo con interconexion vertical para
la seleccion del tamafo de particulas con los que poder
detectar glucosa y colina. Gracias al uso de una interfaz tipo
sandwich con un actuador electrotérmico (ACET) redujeron
el tiempo de respuesta en comparacion con otros sensores
similares.?® Posteriormente, el grupo desarrolldé un nuevo
dispositivo ponible controlado por una valvula de hidrogel de
respuesta térmica (que se puede activar/desactivar a través
de un microcalentador) para la detecciéon programable de
glucosa y lactato.? El dispositivo se basa en un electrodo de
oro recubierto con nanoparticulas de platino (PtNP), una capa
posterior del polimero poli-m-fenilendiamina (PPD) y luego la
enzima de interés (LOx o GOx), dependiendo del biomarcador
a analizar. El dispositivo incorporaba una placa de circuito
impreso flexible para la transmisioén inalambrica de datos para
un monitoreo eficiente.

2.El pH y los electrolitos

Hay muchos ejemplos de propuestas de dispositivos
portatiles que tienen la capacidad de medir el pH del sudor.
Los mas simples utilizan indicadores comerciales junto
con detectores Y-LED de color'?, mientras que otros mas
sofisticados utilizan sensores con chips silicio integrados con
dispositivos microfluidicos.*

Ladeteccion de electrolitos estd menos estandarizada
que la de la medida del pH y distintos grupos de investigacion
han desarrollado diferentes prototipos. Para la deteccion de
Na*, por ejemplo, Ma et al. desarrollaron un dispositivo rapido
y facil de fabricar compuesto de peliculas de PET e hilos
conductores biocompatibles que usa absorcion capilar para
detectar los iones Na* mediante una membrana selectiva de
este ion.*® Para la deteccién de K*, por otro lado, Zhang et.
al han desarrollado un parche con un sensor electroquimico
inalambrico sin bateria, que recoge el liquido del sudor
mediante un complejo disefio de electrodos recubierto con
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valinomicina, un antibiético ampliamente selectivo del K*, que
permite su monitorizacion in situ.'®

3. Nivel de hormonas y otros biomarcadores

Como ya se menciond anteriormente, la lista de
biomarcadores en el sudor es enorme y para cada uno existen
varias opciones de deteccidn y cuantificacion. A continuacion,
se mencionaran solo algunos casos concretos. Entre las
hormonas de mayorinterés seencuentrael cortisol,delqueyase
escribié en el apartado de deteccién electroquimica (apartado
Deteccion Electroquimica). La opcion descrita
paginas atras consistia en una plataforma amperométrica
de deteccion usando cortisol marcado con HRP (Figura 3B-
C),*® no obstante, dada su importancia, se han desarrollado
otras alternativas de mediciéon. Este es el caso de Lee et
al., quienes desarrollaron un biosensor en forma de parche
flexible especialmente disefiado para deportistas, que opera
bajo un simple toque.?® El parche contiene cuatro camaras de
microfluidos con una valvula antirretorno que permite dirigir el
flujo del sudor y que el usuario activa cada 15 minutos (tiempo
minimo que se requiere para incubar la cantidad suficiente
de cortisol en cada camara) para la deteccidon inmediata
de la hormona. La concentracion de cortisol se determina
mediante espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS)
usando un electrodo de oro nanoestructurado para aumentar
la sensibilidad. Ambos disefios son igualmente validos para
detectar la produccién diurna de esta hormona.

Dentro de este apartado se incluye también el
dispositivo de Gao et al®', quienes disefiaron un parche
que monitorea los exudados en el entorno de una herida
para determinar el estado de curacion de la misma.
Especificamente, el parche se disefié para determinar la
presencia de los mediadores inflamatorios como el factor a
de necrosis tumoral, la interleucina-6, la interleucina-8 y el
factor de crecimiento transformante 1, usando aptameros
especificos de cada analito (Figuras 1C y 3D). EIl caso
de este parche es interesante porque no solo incorporaba
diez sensores electroquimicos para los biomarcadores sino
una completa plataforma inalambrica via bluetooth para
el monitoreo del estado de la herida con computadora o
mediante un teléfono inteligente.

4. Dispositivos integrados

Hasta el momento, los dispositivos mencionados se
centran en la deteccion de uno o unos pocos analitos. Sin
embargo, existen algunas propuestas para la detecciéon de
varios analitos del sudor al mismo tiempo o, al menos, con
el mismo dispositivo. La Tabla 1 contiene varios de estos
ejemplos y la figura 4 muestra detalles de algunos de ellos.

La mayoria de los dispositivos ponibles basados
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en microfluidos presentados hasta ahora estan disefiados
para deportistas porque en reposo solemos tener una tasa
lenta de sudoracién que no es adecuada para la recoleccion
y deteccién del sudor (aunque se puede mejorar mediante
iontoforesis®®%°). En consecuencia, los dispositivos de
microfluidos para la deteccion del sudor generalmente
requieren que los sujetos realicen ejercicio continuo, como
andar en bicicleta, subir escaleras, estar en cintas andadoras
u otras situaciones equivalentes.>7:16-18242546 n gran desafio
para estos dispositivos de analisis del sudor es el caso de
los deportes acuaticos. No obstante, también hay propuestas
para estos casos. Reeder et. al, por ejemplo, han disefiado
un parche impermeable flexible que se coloca en la piel para
monitorear en tiempo real la hidratacion durante los deportes
acuaticos." El parche (Figura 1D) contiene un sistema de
microfluidos compatible con la piel para medir la tasa de
sudoracion local y la concentracion de iones cloruro mediante
analisis colorimétrico. Este ponible, que ha demostrado
operabilidad bajo el agua durante al menos 2 horas de
intenso ejercicio, integra dispositivos electronicos flexibles e
impermeables que incluyen una antena magnética de espira,
un componente NFC y una luz de notificacion LED con el fin
de transmitir la informacién a un smartphone.

Tabla |. Ejemplos seleccionados de propuestas de dispositivos
ponibles multifuncionales

pH, glucosa, lactato | Andlisis colorimétrico (cuatro depdsitos | 5

e iones cloruro circulares que contienen reactivo de
respuesta de color, incluida una mezcla de
solucion tampéon GOXx, ensayo de D-lactasa,
ensayo de cloruro e indicador de pH)

Tasa de sudoracion, | Andlisis  colorimétrico. (véase también | 10

pH, glucosa, Figura 4 B)

temperatura,

lactato e iones

cloruro

lones Na*, K* | Nanotubos de carbono de pared simple | 16

lactato y pH funcionalizados con acido carboxilico
(SWCNT-COOH) acoplados con
nanoparticulas de PB para mejorar la
actividad catalitica y la capacidad de
deteccion. (véase también Figura 4 C)

pH, lactato y Se usan membranas limitadoras de difusion | 30

temperatura para dirigir el flujo de lactato hacia LOx

corporal lo que permite aumentar el rango de
respuesta lineal (LRR) y la sensibilidad,
con menor interferencia del pH y la
temperatura. (Se mencionan mas detalles en
el apartado Deteccion Electroquimica)

Tasa de sudoracion, | Deteccion electroquimica mediante 47

pH, iones cloruro y | peliculas poliméricas para una rapida

levodopa absorcion y transporte del sudor.

Entorno de Deteccion electroquimica utilizando 51

una herida’: pH, un electrodo basado en aptameros

temperatura, TNF- | especificos sobre una fina capa compuesta

a, IL-6, IL-8, TGF- de nanoparticulas de grafeno exfoliadas

BI, carga bacterial | electroquimicamente y oro (AuNPs-GP).

(Staphylococcus (véase también Figuras | Cy 4 D)

aureus)

TNF-a : factor-a. de necrosis tumoral; IL-6: interleucina-6; IL-8:

interleucina-8; TGF-B|: factor de crecimiento transformador-1
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Figura 4. Ejemplos de dispositivos ponibles para la deteccién maltiple de diferentes biomarcadores. (A) Parche programable, y controlable desde
un reloj inteligente, construido con un sistema de valvulas multicanal que contienen el hidrogel PNIPAM, el cual se expande y contrae dependiendo
de la temperatura del punto de medida, que es capaz de medir a la vez los niveles de lactato y glucosa presentes en el sudor (segun los autores,
puede adaptarse a mas biomarcadores). Adaptado de Lin, H. e7 a/ A Programmable Epidermal Microfluidic Valving System for Wearable Biofluid
Management and Contextual Biomarker Analysis. Naz Commun 2020, 17 (1), 4405. (CC-BY 4.0) (B) Plataforma colorimétrica integrada para el
estudio de la pérdida de sudor, el pH, la glucosa, la temperatura, el lactato y los iones cloruro. Adaptado de Choi, J. ¢ al Soft, Skin-Integrated
Multifunctional Microfluidic Systems for Accurate Colorimetric Analysis of Sweat Biomarkers and Temperature. ACS Sens. 2019, 4 (2), 379-388.
© 2019 American Chemical Society. (C) Parche con cuatro depésitos de respuesta electroquimica separados para la deteccién independiente, y sin
contaminacion, de lactato, pH y los iones sodio y potasio. Ellactato se detecta con la enzima GOx ayudada por nanoparticulas de PB, los iones Na*
y K* con la ayuda de ionéforos especificos y, finalmente, el pH se determina con la ayuda de nanotubos de carbono (SWCNT-COOH). Adaptado de
Vinoth, R. ¢f 4/ Fully Printed Wearable Microfluidic Devices for High-Throughput Sweat Sampling and Multiplexed Electrochemical Analysis. ACS
Sens. 2021, 6 (3), 1174-1186. © 2021 American Chemical Society. (D) Equipo integrado para el monitoreo de los diferentes biomarcadores presentes
en el entorno de una herida; entre los biomarcadores detectados se encuentran el pH, el TNF- o, la I1.-6 y IL-8, el TGF-P1, y la carga bacterial (ver
también Figura 1C). Imagen adaptada de Gao, Y. ¢z a/. A Flexible Multiplexed Immunosensor for Point-of-Care in Situ Wound Monitoring. e/ Adp
2021, 7 (21), cabg9614 (CC BY 4.0) Abreviaturas: * TNF-a : factor-a de necrosis tumoral; IL-6: interleucina-6; IL-8: interleucina-8; TGF-B1: factor
de crecimiento transformador-f1
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