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Resumen

La enfermedad renal cronica (ERC) es una condicidon clinica considerada como la
enfermedad crdnica con menor atencién médica, sin embargo, representa un problema
de salud publica, psicolégica y social por su caracter epidémico, su tasa de morbilidad,
mortalidad y el impacto en las finanzas de las instituciones y la economia de los pacientes
y sus familias. En México los datos son alarmantes, en 2017 se reporté una prevalencia del
12.2%, es decir, alrededor de 14.5 millones de mexicanos tenia esta enfermedad y este
mismo afio, fue la segunda causa de muerte. Ademads, la enfermedad es clinicamente
asintomatica lo que dificulta el diagnodstico, la evaluaciéon y el tratamiento de los

pacientes.

Es por ello por lo que la Academia Nacional de Medicina y otras instituciones del sector
salud, apuestan a la innovacion para frenar esta patologia. Por ende, este estudio se
centra en el desarrollo de un método no invasivo, sensible y multi analitico para la
deteccién de biomarcadores de dafio renal utilizando un enfoque multi-sensor
colorimétrico. Este enfoque propuesto combina multiples técnicas como la inmovilizacién
enzimatica, dispositivos microfluidicos, colorimétricas y analisis de imagen para detectar
un sistema de biomarcadores especificos en muestras bioldgicas, como la orina. con este
enfoque se utilizan las propiedades quimicas y dpticas del cambio de color en presencia de
biomarcadores especificos asociados con el dano renal. Todas estas ventajas del
desarrollo de esta investigacidn ofrecen una herramienta con un gran potencial para el
desarrollo de dispositivos sobresalientes para su aplicacion en entornos clinicos y de

atencién médica para la deteccién temprana de la ERC.

Palabras claves: biomédica; biosensores; inmovilizacién de enzimas; colorimetria;

procesamiento de imagenes; biomarcadores; dafio renal.



Abstract

Chronic kidney disease (CKD) is a clinical condition considered to be the chronic disease
with the least medical attention, however, it represents a public health, psychological, and
social issue due to its epidemic nature, its morbidity and mortality rate, and it’s impact not
only on the finances of public institutions but also on the economy of patients and their
families. In Mexico, the statistical data is alarming, in 2017 a prevalence of 12.2% was
reported, which is around 14.5 million of people had this disease and that year was also
the second leading cause of death. In addition, the disease is clinically asymptomatic,

which makes it difficult to diagnose, assess, and treat patients on time.

This is why the National Academy of Medicine and other health sector institutions are
betting on innovation to curb this pathology. Therefore, this study focuses on the
development of a non-invasive, sensitive, and multi-analytical method for the detection of
renal damage biomarkers using a multi-sensor colorimetric approach. This proposed
approach combines multiple techniques such as enzyme immobilization, microfluidic
devices, colorimetry, and image analysis to detect a system of specific biomarkers in
biological samples, such as urine. With this approach, the chemical and optical properties
of the color change in the presence of specific biomarkers associated with renal damage
are used. All these advantages mentioned on the development of this research offer a tool
with a great potential for the development of outstanding devices for their application in

clinical and healthcare settings for the early detection of CKD.

Keywords: biomedicine; biosensors; enzyme immobilization; colorimetry; image

processing; biomarkers; renal damage.
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1 Introduccion

Hoy en dia, los dispositivos portatiles han adquirido popularidad debido a que pueden
ser utilizados para medir las condiciones de salud y estado fisico de la poblacién en donde
se puede controlar la frecuencia cardiaca, tomar presién arterial, seguimiento de calorias,
conteo de pasos, etc., como se muestra en la Figura 1 (J. Kim, 2018; Koh et al., 2016). Con
los avances de la tecnologia de cdmara avanzada y sofisticada de los teléfonos inteligentes
y el conjunto en desarrollo de biosensores colorimétricos han surgido nuevas alternativas
para leer los niveles de diferentes biomarcadores presentes en diferentes fluidos
biolégicos mediante el andlisis de color, utilizando procesos colorimétricos de las
reacciones quimicas donde detecta dpticamente analitos en muestras de sangre, sudor,

saliva, etc. (Cornell Universit, 2013; Koh et al., 2016).
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Figura 1. Tipos de biosensores portdtiles capaces de detectar electrolitos y metabolitos en la
sangre, sudor, saliva, etc. (J. Kim, 2018).



La determinacién precisa de estos biomarcadores es una prueba existente en la mayoria
de los laboratorios de emergencia, y es importante comprender y considerar las
desventajas que existen en los estudios clinicos actuales, por ello el desarrollo de
biosensores es prometedor a mejorar el proceso de andlisis y presenta como una gran
alternativa debido a que reduce el tiempo de deteccidn, la cantidad de muestra, costos,
teniendo una gran selectividad para deteccion de biomarcadores, entre otras (Cornell

Universit, 2013; Koh et al., 2016).

La precisién analitica de los biosensores ha conducido a un crecimiento acelerado de la
investigacion y desarrollo de estos, ademas el impacto de la introduccién de esta
tecnologia en la sociedad, facilitando a los centros sanitarios el proceso clinico para
problemas de dafio renal, e incluso disefiados para ser una herramienta de andlisis fiable y
sencilla sin necesidad de conocimientos multiples y profesionales, por ende, puede ser
operado en todo momento por los propios pacientes con problemas de dafo renal,
evitando los procesos de analisis clinicos. Por tanto, la deteccidon y monitoreo en tiempo
real de biomarcadores como la creatinina, urea y creatina es de gran importancia para el
control, prevencién y diagndstico de ciertos trastornos generados por problemas de dafio
renal, como los trastornos del ciclo de |la urea que pueden causar hasta la muerte si no se

detecta a tiempo (Ah Mew et al., 2003; Cornell Universit, 2013).

Estos trastornos del ciclo de la urea es el resultado de alteraciones en las funciones
bioquimicas y fisioldgicas durante el desarrollo de la insuficiencia renal en etapa terminal
y es un problema comun de los llamados errores metabdlicos congénitos. Generalmente
comienza con hiperamonemia y alteracién del perfil de aminodcidos plasmaticos y
urinarios y pueden aminorar o acumularse niveles nocivos de deshechos como la urea y
creatinina, y desequilibra la composicién quimica de la sangre que pone en grave peligro
la vida de los pacientes (Barmore et al., 2021; Gil Ortega, 2018). El mayor perfil de
atencién estd presente en la sala metabdlica pedidtrica que corresponde

aproximadamente al 60% de los casos con una alta tasa de mortalidad y una corta



esperanza de vida, consecuencia de déficits enzimaticos completos que conllevan a

alteraciones en los sistemas bioldgicos y érganos (Crespo, 2018; Gutiérrez et al., 2003).

Los avances en la ingenieria y el campo de la investigacion biomédica en los ultimos afios
han beneficiado el andlisis clinico para el diagndstico de la enfermedad renal crénica
(ERC), teniendo un impacto significativo en el disefio y desarrollo de biosensores en el
punto de atencidon mejorando las areas de diagndstico clinico y el control y monitoreo de

enfermedades (Cooper & Cass, 2004).
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Figura 2. ejemplo del impacto de COVID-19 en la investigacion, en atencion médica, hogares,
edificios, ciudades, transporte y la industria (Umair et al., 2021).

Tanto la comunidad cientifica, los sectores sanitarios y la industria han prestado una
atencién considerable a estos avances como antecedente de la pandemia por SARS-
COVID-19 como se muestra en la Figura 2 (Umair et al., 2021). Esta pandemia ha resaltado
tecnologias como las pruebas de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) que son
rapidas, sensibles y confiables, sin embargo, limitadas al uso de un personal calificado y
equipo de laboratorio, ademds de no ser totalmente accesible en diferentes comunidades.
La velocidad y la profundidad de la pandemia creo desafios sin precedentes para las

sociedades y sector sanitario de salud a medida que la pandemia se prolongaba por el
3



mundo, sin embargo, esto ha puesto a la comunidad cientifica y la industria de tecnologia
biomédica en el centro del escenario con una demanda sin precedentes de pruebas de
diagndstico en el punto de atencidn. Estos acontecimientos impactaron en la tecnologia
biomédica, como el desarrollo de biosensores colorimétricos de flujo latera que son
extremadamente rdpidos, aportan resultados en solo 15 minutos y son confiables (Mak &

Ho, 2022).

La aceptacion de la tecnologia emergente de diagndstico con biosensores por el desenlace
de la pandemia dependié en gran medida del costo, la portabilidad, la facilidad de uso y el
tiempo de respuesta de dichos dispositivos (Higson, 2012; Mak & Ho, 2022). La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) establecid criterios bajo el acronimo ASSURED
para el diagndstico de pruebas rdpidas con biosensores con caracteristicas de asequible,
sensible, especifico, facil de usar, rapido /robusto, equipo minimo o sin equipo y

entregable (Mak & Ho, 2022).

Es por ello que en este trabajo se revisara los aspectos enzimaticos y bioquimicos de los
biomarcadores especificos de los problemas de enfermedad renal, y desarrollar un
biosensor microfluidico a nivel de multi-sensado, utilizando ensayos bioquimicos
colorimétricos que permitan medir los niveles de urea y creatinina con interés clinico en
pacientes con enfermedad renal. También se involucrardn técnicas de telemedicina,
integrando procesamiento de imdagenes con el uso de teléfonos inteligentes, que nos
permita registrar los cambios en los ensayos colorimétricos y, por ende, los cambios del
triplete RGB de la prueba que nos permitird la lectura colorimétrica enzimdtica para
determinar las concentraciones de creatinina y urea en rangos que son fisioldgicamente
relevantes. Este conjunto de un sistema de biosensores basado en teléfonos inteligentes
puede generar oportunidades potenciales para la deteccién y monitoreo clinico no

invasivo de enfermedades renales.



2 Planteamiento del problema

La enfermedad renal crénica (ERC) es una anomalia de los rifiones que causa dafios
estructurales en los rifiones y de la disminucion del funcionamiento de estos (Pereira et
al., 2005). La National Kidney Foundation (NKF) a través de las guias de practica clinica
Kidney Disease Outcomes Quality Initiative (KDOQI) propuso una definicidn y clasificacidon
para la ERC en el afio 2002, con los criterios esenciales que a ayudan a estandarizar la
comunicacion médica actual sobre la ERC que fue respaldada por la organizacion global
Kidney Disease: Improving Global Outcomes (KDIGO) en el 2012. La ERC se define como
“una disminucién de la funcién renal, expresada por un filtrado glomerular o por un
aclaramiento de creatinina estimados < 60 ml/min en 1,73 m?, o como la presencia de
dafio renal de forma persistente durante al menos 3 meses” (Cabrera, 2004). La definiciéon
también facilita a identificar y enfocar la investigacién en la mejora de los tratamientos y
en el desarrollo de nuevos métodos de deteccidon, para apoyar la prevenciéon y el
tratamiento oportunos de la ERC, mejorando la calidad de vida de los pacientes

(Himmelfarb & Ikizler, 2019; Pereira et al., 2005).

La enfermedad renal crénica (ERC) es una de las patologias de mayor impacto en la salud
publica del pais y en las ultimas décadas, la prevalencia e incidencia de la ERC en México y
a nivel global han aumentado progresivamente (Arreola et al.,, 2019). Las cifras de
morbilidad y mortalidad son alarmantes; en México, es una de las principales causas de
atencién en hospitalizacion y en los servicios de urgencias (Méndez-Duran et al., 2010). En
2017, se reportd una prevalencia de ERC del 12.2 % y 51.4 muertes por cada 100 mil
habitantes en México. En 2014, El gasto en salud anual medio por persona para esta
patologia se estimd en 8.966 ddlares estadounidenses (USD) en la secretaria de Salud, y
de 9.091 USD en el Instituto Mexicano del Seguro Social. Ademas, hoy en dia cuesta
aproximadamente 800 USD al mes atender a un paciente que se encuentra en tratamiento

de dialisis (Figueroa-Lara et al., 2016; GLOBAL HEALTH METRICS, 2018).



Es muy posible que en la pérdida de la funcién renal inicial en la ERC no presente ningin
sintoma y las manifestaciones clinicas ocurren hasta una etapa avanzada de la afeccidn, sin
embargo, las alteraciones de biomarcadores causada por ERC pueden aminorar o
aumentar niveles nocivos de deshechos como: La urea, creatinina y el pH que pueden
desencadenar a la composicién quimica de la sangre y poner en grave peligro la vida de
los pacientes. Al comprender los procesos de las vias bioquimicas del ciclo de la urea, y el
diagnostico de los biomarcadores involucrados en los procesos del ciclo de la urea o sus
actividades secundarias, los ingenieros biomédicos pueden mejorar el método de sensado
y diagnéstico clinico para identificar alteraciones de biomarcadores por medio de

biosensores de los pacientes (Gutiérrez et al., 2003; Yokoyama, 2021).

3 Justificacion

Con un amplio conocimiento sobre la tecnologia emergente de biosensores de
proxima generacién, los biosensores de andlisis portatiles y la telemedicina tendrdn un
gran impacto en un campo en rapido desarrollo. Por lo tanto, estan surgiendo nuevas
tecnologias que podrian adaptarse a los biosensores portatiles para ampliar sus
capacidades de realizar un seguimiento fisioldgico en tiempo real y con resultados
confiables. El uso de biosensores portatiles para monitorizar el estado fisiolégico de los
pacientes en tiempo real es fundamental para proporcionar informacién detallada sobre
su salud, rendimiento deportivo, funcién cardiovascular, etcétera y, proporcionar una

mejor calidad de vida (Ye et al., 2020).

Uno de los objetivos de ingenieria biomédica en el desarrollo de biosensores aplicado en
el entorno del proceso de andlisis de laboratorio clinico es reducir costos, tiempo de
analisis mads rapidos y resultados clinicos mds seguros; ademas reducir la complejidad del
analisis de fluidos bioldgicos para facilitar y permitir que los pacientes realicen pruebas

caseras con resultados fiables. En el desarrollo de estos biosensores se esta incluyendo



cada vez mas el uso de enzimas, y se consideran algunos parametros y las caracteristicas
de rendimiento especificas en su mejoramiento como el costo (menor de $10 USD por tira
de deteccidn), el tiempo de respuesta (menor de 1.5 minutos), el limite de deteccién (<10

KUM) y la vida util mayor a 1 afio (Lad et al., 2008).

Si bien es necesario seguir trabajando en esta direccién que incluyan los parametros y las
caracteristicas anteriores, la tecnologia actualmente desarrollada no parece ser adecuada
para un solo biosensor para detectar urea en orina, sangre o sudor humanos sin diluir, por
ende, las pruebas se realizan en laboratorios. Se informa en la literatura que la medicién
del nivel de urea en sangre u orina humana es clinicamente esencial, porque estos datos
reflejan parcialmente el estado de la funcidn renal. Otra molécula importante
clinicamente significativa relacionada con los trastornos renales es la creatinina, que
puede crear nuevas oportunidades para el diagndstico de la enfermedad renal (Tietz et al.,

1994).

Con el conjunto de un sistema de biosensores de multi-sensado basado en reacciones
enzimaticas y gracias a la tecnologia de cdmara avanzada y sofisticada integradas en los
teléfonos inteligentes, han surgido nuevas alternativas para leer los niveles de diferentes
biomarcadores mediante el andlisis de color utilizando procesos colorimétricos donde es
posible detectar épticamente los biomarcadores en una gota de plasma, sudor, saliva,

lagrima u orina.



4 Objetivos

41.1

Objetivo general

Desarrollar un multi-sensor microfluidico colorimétrico no invasivo para la

deteccidn de creatinina, urea y pH para aplicacidn en diagndstico de daino renal.

4.1.2

Objetivos especificos

Desarrollar tintas cromogénicas de peréxido y pH para la fase colorimétrica de
creatinina, creatina, sarcosina, urea y pH.

Sintesis de macroesferas de quitosano por el método de precipitacion vy
entrecruzamiento.

Inmovilizar las enzimas de creatinina, creatina, sarcosina y urea sobre las
macroesferas de quitosano.

Caracterizar bioquimicamente las enzimas inmovilizadas.

Construir curvas de calibracion para deteccién de urea y creatinina por medio de
procesamiento de imagenes para el método colorimétrico.

Disefiar, construir y evaluar un prototipo microfluidico para multi-sensado

colorimétrico de creatinina, creatina, sarcosina, urea y pH.



5 Hipotesis
5.1 Hipodtesis

La inmovilizacion enzimatica de creatininasa, creatinasa, sarcosina oxidasa,
peroxidasa y ureasa en plataformas de quitosano, ademas, afadiendo un indicador
cromogénico podra brindar una estabilidad y condicién quimica para el desarrollo de un
biosensor colorimétrico que permita un andlisis cuantitativo por medio de técnicas
colorimétricas con procesamiento de imagenologia para el diagndstico de biomarcadores

de dafo renal.



6 Marco teodrico

6.1 Enfermedad renal cronica

Los rifiones son un par de drganos ubicados en el retroperitoneo a ambos lados de
la columna vertebral, en la parte baja de la espalda, llevan a cabo una gran variedad de
funciones para el cuerpo, de las cuales la mayoria son esenciales para la vida. Una de las
actividades esenciales del rindn es la capacidad de filtrar el plasma y reabsorber el filtrado
de plasma con el fin de mantener la homeostasis hidrica y quimica y contribuir a la
estabilidad hemodindmica, eliminando los desechos de los productos terminales de los
procesos metabdlicos y regulando el equilibrio de agua del cuerpo a través de la filtracidon
y produccién de orina; el producto de orina va a la vejiga y se elimina al orinar (McCauley

et al., 2022; National Institute of Diabetes and Digestive and Kidney Diseases, 2018).

La funcion de la excrecidon de los desechos metabdlicos es de suma importancia para
mantener los sistemas bioldgicos estables. La mayoria de estos productos metabdlicos no
tienen ninguna funcién en el cuerpo y en concentraciones altas son perjudiciales para la
salud. Algunos de estos productos son la creatinina (derivada del metabolismo muscular
esquelético), urea (derivada de las proteinas), acido urico (de los acidos nucleicos), entre
otros muchos (Eaton & Pooler, 2006). Los riflones también tienen la capacidad de producir
hormonas que ayudan a controlar la presién arterial, regular la produccién de vitamina D,
producir glébulos rojos y mantener los huesos fuertes, cuando se dafian los rifiones, se
alteran estas funciones y su funcion principal (National Institute of Diabetes and Digestive

and Kidney Diseases, 2018).

La enfermedad renal crénica (ERC) representa una carga econdmica y de salud global cada
vez mayor, debido a la naturaleza interdisciplinaria de la enfermedad y a la falta y
comprension que existia de una definicién precisa de la ERC. Una mayor conciencia para
ralentizar la progresién de esta enfermedad, han llevado a restablecer los criterios de

clasificacién uniformes para la ERC y mejorar la comprensién de una terminologia
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uniforme vy el reconocimiento temprano de la enfermedad (Pereira et al., 2005; Yang &
He, 2020). La National Kidney Foundation (NKF) en su Kidney Disease Outcomes Quality
Initiative (KDOQI) desarrollé una definicién uniforme para la ERC en el afio 2002, que fue
respaldada por la organizacion global Kidney Disease: Improving Global Outcomes (KDIGO)
en el 2012. Esta definicidon proporciona fundamentos y criterios esenciales que a ayudan a
estandarizar la comunicacion médica actual sobre la ERC, ademads enfatiza una mejor
comunicacion para el paciente. La definicién también facilita a identificar y enfocar la
investigacion en la mejora de los tratamientos y en el desarrollo de nuevos métodos de
deteccidn, para apoyar la prevencidn y el tratamiento oportunos de la ERC, mejorando la

calidad de vida de los pacientes (Himmelfarb & Ikizler, 2019; Pereira et al., 2005).

La ERC es una afeccion de los rifiones y se define como anomalias en la estructura del
rifidn o de la funcidn de este, presentes por mas de tres meses, con complicaciones para
la salud. Se caracteriza por la pérdida gradual y lenta de la funcién renal que persiste por
este periodo de al menos 3 meses (Bomback & Bakris, 2011; Yang & He, 2020). La ERC
afecta su funcién de filtracién, por ende, el equilibrio de agua se altera y el filtrado de los
desechos de la sangre se ve afectado, ocasionando que se acumulen o alteren sus niveles
en el cuerpo, desarrollando complicaciones como enfermedades cardiovasculares,
anemia, trastornos minerales y dseos y enfermedades del sistema nervioso (McCauley et

al., 2022; Yang & He, 2020).

6.1.1 Etapas

En 2002, la NFK publicé las pautas de practica clinica para la ERC, clasificandolas en
5 etapas establecidas en las guias K/DOQI (Kidney Disease Outcome Quality Initia- tive)
como se muestra en la Tabla 1 (American Kidney Fund, 2022; Vaidya & Aeddula, 2022).
Estas etapas se asocian de acuerdo con el resultado de la prueba analiticas de sangre del
indice de filtracion glomerular estimada (eGFR, por sus siglas en inglés) a fin de estimar la

funcién de los rifnones de filtrar los desechos y el exceso de liquido de la sangre, y asi
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facilitar el desarrollo de un plan de accién clinica para tratar la ERC (Pereira et al., 2005).
Para los riflones con dafio leves se clasifica con la etapa 1 y a medida que avanzan las
etapas, el dafo de los riflones es mayor y su funcién de filtracion es menor o que los
rifones dejen de funcionar completamente. La finalidad de la clasificacidn de las etapas de
la ERC es tomar medidas para retardar el daiio a los rinones y mantenerlos funcionando el

mayor tiempo posible. (American Kidney Fund, 2022).

Tabla 1. Etapas de la Enfermedad Renal (American Kidney Fund, 2022).

Etapas
Descripcion

Etapa 1 La ERC en esta etapa la eGFR es de 90 o mayor, presenta dafios muy
leves en los rifiones y la funcidn renal es normal, por lo que es posible
que no tenga ningun sintoma. Se pueden presentar sefiales, como la

presencia de proteinas en la orina.

Etapa 2 La ERC en etapa 2 aln se considera un dafio renal temprano y significa
gue su eGFR se ha reducido en un rango de 60 y 89. Aun sus rifiones
siguen funcionando correctamente la mayor parte del tiempo y es
posible que no se presenten sintomas, pero los rifiones pueden
presentar dafios fisicos mds obvios y de igual forma, la presencia de

proteinas en orina.

Etapa 3 En la Etapa 3, significa que tiene una eGFR de 30 a 59 y la pérdida de la
funcién renal es moderada, los rifiones dejan de funcionar como
deberian, por ende, la filtracion de los desechos y el exceso de liquido
de la sangre pueden empezar a acumularse, causando otros problemas
de salud, como presién arterial alta y enfermedades éseas. Se pueden
presentar sintomas, como hinchazén en las manos y los pies, dolor de

espalda, sentirse débil y cansado u orinar mas o menos de lo normal.
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Etapa 4

Etapa 5

En 2008, el Instituto Nacional de Salud y Excelencia Clinica (NICE, por
sus siglas en inglés) subdividio la etapa 3 en dos subetapas segun su

eGFR, de 45 a 59 (etapa 3a) y de 30 a 44 (etapa 3b).

En esta etapa, la ERC tiene una eGFR entre 15 y 29 con dafios
moderados a graves. Los riflones no funcionan adecuadamente y no
tienen la suficiente capacidad de filtrar los desechos y el exceso de
liguidos en la sangre, teniendo mayor posibilidad de sufrir un
problema de salud, como presion arterial alta, anemia, enfermedades
O6seas y enfermedades del corazén. Esta esta puede presentar

sintomas parecidos a los de la etapa 3.

La ERC en etapa 5 presentan dafios graves en los rifiones, con un
resultado inferior a 15 de eGFR. El dafio puede causar el fallo total de
los rifones, por ende, no tienen la capacidad de llevar a cabo la
filtracion de los desechos y exceso de liquidos de la sangre,
provocando enfermedades graves y otros problemas de salud que

ponen en riesgo la vida del paciente.

La eGFR en etapas 1y 2 sin evidencia de dafio renal no se considera ERC, sin embargo, se

toman en cuenta en la ERC dado a que en cualquier etapa se presentan riesgo de

complicaciones que pueden conducir a la muerte sin progresion a insuficiencia renal. Y

considerando las subdivisiones a y b de la etapa 3, es debido a que la etapa 3b

corresponde un alto riesgo de complicaciones y muerte en la ERC a las que presenta la

etapa 3a. El principal objetivo de clasificar la ERC en etapas es tomar medidas para

detener y retardar el dafio a los rifiones y mantenerlos funcionando el mayor tiempo

posible (Himmelfarb & Ikizler, 2019).
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6.1.2 (Es posible tener enfermedad renal, aunque la eGFR sea normal?

Las pruebas de andlisis de eGFR a veces presentan cierta incertidumbre, arrogando
resultados normales, aunque ya hayan aparecido algunas sefales de dafos renales,
especialmente en personas menores de 18 afios, en mujeres embarazadas y en personas
con mucho sobrepeso o muy musculadas, e incluso los resultados se ven afectadas por la
deshidratacién. Los médicos en ocasiones recomiendan hacerse la evaluacion dos veces
para mejorar la confiabilidad de los resultados e incluso, a veces se hacen otras pruebas,
como los ultrasonidos o la biopsia renal para investigar la causa de la ERC (American
Kidney Fund, 2022). La clasificacién mejorada de la ERC por NKF ha beneficiado el proceso
de andlisis de eGFR e identificar indicaciones prondsticas relacionadas con la disminucién
de la funcién renal. Sin embargo, el uso de la clasificacién de las etapas de la ERC supone
un problema, que es el posible sobrediagndstico para los pacientes, especialmente en los
ancianos, lo que deriva a una carga econdmica para las familias de los pacientes (Pereira

et al., 2005).

El dafio a sus rifiones no se puede revertir. Pero si los médicos detectan la ERC a tiempo,
hay maneras de evitar que el daifio empeore, como seguir un plan de alimentacién

saludable para los rinones, mantenerse activo y tomar ciertos medicamentos.

6.1.3 Causasy factores de riesgo

La ERC puede ser el resultado de varias condiciones o causas, pero las dos causas
mas comunes de acuerdo con National Kidney Foundation (NKF) son la diabetes y la
presién arterial alta, o hipertensidn, principalmente en todos los paises industrializados y
en varios paises subdesarrollados y en paises de Asia y Africa subsahariana incluyen
algunas enfermedades glomerulares también causa principal de la ERC. Sin embargo,
también existen factores que contribuyen a la carga de la ERC, como la contaminacién
ambiental, los pesticidas, el abuso de analgésicos, los medicamentos a base de hierbas y el

uso de aditivos alimentarios, y sumando factores de susceptibilidad genética que
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conducen a la ERC, por ejemplo, la poliquistosis renal (Monika G66z, 2012; Yang & He,

2020).

La ERC es una condicidon progresiva complicada y se tiene mds probabilidades de
desarrollar en consecuencia de varias comorbilidades como se muestra en la Figura 3

(Akinnibosun et al., 2022).
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Figura 3. Enfermedad renal cronica y fisiopatologia (Akinnibosun et al., 2022).

Estas comorbilidades asociadas a la ERC pueden integrar enfermedades crdénicas en varios

niveles como (Kazancioglu, 2013; NIDDK, 2016; Vaidya & Aeddula, 2022):

e Diabetes. Un alto nivel de glucosa en la sangre puede dafiar los vasos sanguineos
de los rifiones que puede encaminar al desarrollo de ERC. La diabetes es la
principal causa de ERC, 3 a 5 de cada 10 personas con diabetes tiene ERC.

e Hipertension. La presion arterial alta de igual forma puede dafiar los vasos
sanguineos de los rifiones. Se estima que casi 3 de cada 10 adultos con

hipertension tiene ERC, siendo esta la segunda causa de la ERC.
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e Otras causas. enfermedad cardiaca, edad, obesidad, glomerulonefritis, trastorno
genético (Poliquistosis renal), nefritis ldpica, enfermedades hereditarias o
quisticas, cancer de rindn, infeccion, medicamentos téxicos para los rifones,

sindrome urémico, etc.

Considerando el sistema de salud segmentado de México, la situacién de la ERC se vuelve
mas compleja en consecuencia de una transicidon epidemioldgica, debido al aumento de la
prevalencia de diabetes e hipertension, ademdas de la creciente poblacién anciana
(Agudelo-Botero, Valdez-Ortiz, et al., 2020; Yang & He, 2020). La preocupacion de la ERC
causada por la diabetes en el sistema de salud de México se ha centrado en sus
complicaciones, representa casi el 50 % de los casos de ERC en etapa terminal en México.
Ademas, la diabetes es la primera causa de ingreso a los programas de tratamiento de
reemplazo renal (dialisis y trasplante de rifidn); sin embargo, aproximadamente el 30 % de
la poblacion de ERC, se desconoce la causa de la enfermedad (Martinez-Valverde et al.,

2022; Vasquez-Jimenez & Madero, 2020).

6.1.4 Sintomasy complicaciones

Es muy posible que en la pérdida de la funcidn renal inicial en la ERC no presente
ningun sintoma y las manifestaciones clinicas ocurren hasta una etapa avanzada de la
afeccion. Las etapas 1 y 2 de la clasificacion de la ERC muestran una funcién renal
disminuida leve sin sintomas ni signos, o pueden presentar dafios tenues en el rifidén

(Himmelfarb & Ikizler, 2019; Vaidya & Aeddula, 2022).

La ERC en las etapas 1y 2 es temprana y a menudo progresa lentamente, y dado a que la
disfuncion renal generalmente es clinicamente silenciosa tanto los pacientes como los
médicos comUnmente no reconocen su aparicién de la ERC. La funcion renal en la etapa 3
de la enfermedad ya se considera grave, esto es resultado de la falla de los rifiones, dado
qgue se ha dafiado aproximadamente la mitad de su estructura y funciéon (Monika G66z,

2012). Pese a que la etapa 3 se considera grave, normalmente en las etapas que se
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empiezan a manifestar los primeros sintomas de la ERC son en las etapas 4 y 5 (Vaidya &
Aeddula, 2022). Sin embargo, los sintomas que se presentan en etapa avanzada de la ERC
suelen ser inespecificos y por lo general las complicaciones se atribuyen a otras
enfermedades comoérbidas preexistentes, o en el caso de los adultos mayores, son
derivadas por su edad avanzada mas que a la ERC. Ademas, estas complicaciones vienen
acompafados de una alta carga en los problemas psicosociales y econdmicos por sus altos

costos de atencidn (Pereira et al., 2005; Yang & He, 2020).

Posiblemente ninguna otra enfermedad sea tan compleja y complicada como la ERC, ya
que la tasa de progresién de la falla renal esta condicionada por una amplia gama de
factores que pueden o no estar influenciados directamente por la ERC o causada por otras
enfermedades comérbidas preexistentes. Y los sintomas varia entre individuos y resultan
de la interaccién constante de multiples sistemas bioldgicos y no hay evidencia que
justifique la diferencia de las personas sintomaticas y las asintomaticas en la poblacién

general de la ERC (Monika G66z, 2012; Vaidya & Aeddula, 2022).

6.1.5 Incidencia, prevalencia y mortalidad

La incidencia y prevalencia de la ERC representa una enorme carga creciente y de
gran relevancia para los sistemas sanitarios de todo el mundo. Esta epidemia se ha
convertido en un es un problema de salud publica mundial con un incremento en la
incidencia y prevalencia en todas sus etapas, y a causa se deriva una alta mortalidad de la
ERC en la poblacion. El crecimiento acelerado de la incidencia y prevalencia de la ERC
puede estar relacionado con diversos factores que aumentan la poblacion de la
enfermedad como los cambios demograficos, epidemioldgicos, cambios en el estilo de
vida y las enfermedades que pueden derivar a la ERC (p. e]., diabetes e hipertensién), la
incidencia y prevalencia seguiran aumentando inevitablemente en un futuro préximo

(Cortés-Valencia et al., 2022).
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Ademas, la diabetes e hipertension, dos de las principales causas de la ERC, dos
enfermedades que se encuentran con gran frecuencia en la poblacidn mundial se estdn
convirtiendo en epidemias en nuestras sociedades y siendo unas de las principales causas
de muerte con un aumento en la incidencia y prevalencia de estas enfermedades
(Abbafati et al., 2020; Agudelo-Botero, Valdez-Ortiz, et al., 2020; Institute for Health

Metrics and Evaluation (IHME), 2019).

A nivel global, en 2017, la prevalencia se estimé de aproximadamente del 9.1% (95% IU
8.5% a 9.8%), registrando casi 700 millones de casos en todas las etapas y responsables de
alrededor del 4.6% (Ul: 4.3% a 5.0%) de las muertes en el mundo, lo que equivale a 1.2
millones de muertes, donde la tasa de mortalidad mundial en todas las edades aumento
un 41.5% desde el afio 1990 al 2017, lo que la convierte en la 122 causa principal, en
comparacion con la 172 en 1990. Y en comparacion con otras enfermedades, la ERC ha
tenido uno de los aumentos recientes mas rapidos de todas las enfermedades crénicas no

transmisibles (Bikbov et al., 2020; Cortés-Valencia et al., 2022).

La ERC tiene un efecto importante en el desarrollo social y econdmico, reflejado en la
carga tanto en las finanzas de los sistemas sanitarios, como en el efecto negativo
psicosocial de los enfermos por sus consecuencias médicas, sociales y econdmicas tanto
para ellos como para sus familiares. Esto derivdndose tanto como causa directa de la
incidencia y prevalencia global como un factor de riesgo importante de mortalidad (Bikbov

et al., 2020; Institute for Health Metrics and Evaluation (IHME), 2019).

La tasa global de mortalidad asociadas con la ERC es sorprendente, en 2009 la tasa
ajustada de mortalidad en pacientes con ERC fue de 56% mayor que la de los pacientes sin
ERCy, para los pacientes en etapa 4 y 5 la tasa ajustada fue un 76% mayor, y en América
del Norte, América Latina central y Asia central, la mortalidad por ERC ha aumentado
aproximadamente un 60%; estas tasas se consideran y se ajustan de acuerdo con la edad,
sexo, raza, comorbilidad y hospitalizaciones previas (Canzano, 2015; Cortés-Valencia et al.,

2022). en 2017, la ERC fue la segunda causa de muerte en América Central (Cortés-
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Valencia et al., 2022). Sin embargo, la carga de la incidencia y prevalencia de la ERC es
dificil de determinar y difiere sustancialmente entre paises y regiones, asociado a los
diferentes estudios realizados asociado fuertemente con la evidencia disponibilidad
reducida. Como resultado, pocos estudios informan la incidencia y prevalencia de la ERC,
ademas de existir incertidumbre en los datos relacionados con la ERC debido a la que la
enfermedad en la mayoria de los casos es asintomadtica, por ende, las personas que la

padecen no se dan cuenta que estan enfermas.

La magnitud y el impacto de la ERC varia sustancialmente en todo el mundo, al igual que
su detecciéon y tratamiento. En muchos entornos la morbilidad y mortalidad estan
definidas por factores sociales, econdmicos, culturales y politicos, lo que genera
discrepancias significativas en la carga de la enfermedad y se espera que el nimero de
pacientes con ERC aumente continuamente en todo el mundo (Crews et al., 2019). La
planificacion del sistema de salud requiere una evaluacion metddica y diligente de la
epidemiologia de la ERC, pero actualmente los censos y registros son escasos o

inexistentes en muchos paises (Bikbov et al., 2020).

6.1.6 ERC en México

La enfermedad renal crénica (ERC) se considera un problema de salud importante y
con un crecimiento acelerado. Solo en México, las cifras de muertes son alarmantes,
ademas esta relacionada con enfermedades que representan de las primeras causas de
muerte; en pacientes con diabetes mellitus ocasiona el 25% de las muertes y, 28% de las
muertes relacionadas con cardiopatia hipertensiva estan relacionadas con trastornos
ocasionados por la enfermedad renal crénica (Baumelou et al., 2005; Chavez-Gémez et al.,

2017).

Esto constituye actualmente un problema de salud publica a nivel global, debido al
incremento en su incidencia y prevalencia, en 2008, alcanzé la mayor incidencia de

enfermedad renal terminal en el mundo. En México entre los afios 1990 y 2010, se estimo
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un incremento de mas del 300% de la ERC; una cifra preocupante, ademas de ocupar los
primeros lugares de morbilidad y mortalidad (Chavez-Gémez et al., 2017; Méndez-Durdn
et al., 2010). Se estima que la ERC afecta aproximadamente del 8% al 15% de la poblacion
a nivel mundial. Ademas, el sistema médico debe soportar altos gastos médicos debido a
su complejo tratamiento y manejo multidisciplinario, y esta situacién se ve agravada por
los recursos econémicos insuficientes que se requieren para tratar a los pacientes con
tales patologias. La ERC acorta la esperanza de vida, reduce la calidad de vida del paciente
y provoca discapacidades laborales, lo que a su vez repercute en la economia (Chavez-

Gbémez et al., 2017; Perales-Montilla et al., 2012).

¢ Qué causa la mayoria de las muertes?

. Enfermedades contagiosas, maternas, neonatales y de la nutricién
. Enfermedades que no son contagiosas

. Lesiones

2009 2019 Cambio en el porcentaje, 2009 a 2019
Cardiopatias isquémicas o—o Cardiopatias isquémicas 48.0%

Enfermedad renal crénica o. - Diabetes 53.4%
Diabetes ) ~o Enfermedad renal crénica 39.5%
Cirrosis o—o Cirrosis 32.1%

Enfermedades vascular cerebral o—o Enfermedades vascular cerebral 25.8%
eroc @——@ Eepoc 36.7%
Accidentes de transito Q Violencia interpersonal 59.9%
Desdrdenes del periodo Neonatal e\ * Alzheimer 51.4%
Violencia interpersonal N Infec. Resp. Bajas 21.4%
Infec. Resp. Bajas @9 Accidentes de transito 0.4%

\\
Alzheimer {1l @ Desdrdenes del periodo Neonatal -38.2%

Tabla 2. Las 10 causas principales de muerte en México y su cambio en el porcentaje entre 2009 y
2019 (Mexico | Institute for Health Metrics and Evaluation, 2019).

La enfermedad renal crénica es el resultado de diversas enfermedades crdnico-
degenerativas, entre las que destacan la diabetes y la hipertensidén, fendmeno que ocurre

de manera similar en todo el mundo, lamentablemente, si no se trata. En las ultimas
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décadas ha aumentado la relevancia de la ERC en México. Ademas de lo anterior, el costo
de la atencidon de estas enfermedades es uno de los mas altos. En México, no tenemos

estadisticas confiables sobre ERC (Arreola et al., 2019).

6.1.6.1 Incidencia, prevalencia y mortalidad de la ERC en México

La enfermedad renal crdnica (ERC) es considerada una epidemia silenciosa, en
especial en paises de bajos y medianos recursos donde existe evidencia documentada de
un mayor de casos de ERC, ademas las estadisticas muestran un gran aumento reciente
acelerados en todo el mundo en comparacién con otras enfermedades crénicas no
transmisibles (Agudelo-Botero, Valdez-Ortiz, et al., 2020). Exhibiendo la informacidn
documentada referente a la ERC en México con datos alarmante, teniendo una de las
tasas de incidencia y prevalencia de ERC mas altas del mundo, ademas tiene la sexta tasa
mas alta de muertes prematuras en el mundo. Esta enfermedad es una emergencia de
salud publica en México (Agudelo-Botero, Valdez-Ortiz, et al., 2020; Vasquez-Jimenez &

Madero, 2020).

Los verdaderos datos de incidencia y prevalencia de la ERC en México presentan estados
de incertidumbre o son dificiles de determinar dado que la ERC avanza de forma lenta,
silenciosa e irreversible, ademads derivado a la naturaleza asintomatica de la ERC temprana
a moderada, los pacientes pueden no saber que la tienen durante afios (Agudelo-Botero,
Valdez-Ortiz, et al., 2020; Vasquez-Jimenez & Madero, 2020). En México, como en otros
paises de ingresos bajos y medios los antecedentes de prevalencia estan limitados debido
a los que los estudios que se realizan solo estdn enfocados en su mayoria en ERC en etapa
terminal, y como resultados de esto, existe una alta tasa de pacientes subdiagnosticados,
ademas de la escasez de los procedimientos de rutina para detectar y diagnosticar la ERC y
la falta de estudios estadisticos de las instituciones u organismos que generan y difunden

informacién geografica que abarquen datos de la incidencia y prevalencia de la ERC mas
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regulados para cuantificar la magnitud de la ERC (Agudelo-Botero, Valdez-Ortiz, et al.,

2020; Vasquez-Jimenez & Madero, 2020).

Sin embargo, de acuerdo con varios estudios, las estimaciones de la prevalencia
estandarizada de la ERC en México en el aio 2017 se considera que fue de 12.2% con mas
de 14.5 millones de casos (95% IU 13.57 millones a 15.61 millones), y otros datos del
Instituto de Métrica y Evaluacion de la Salud (IHME, por sus siglas en inglés) exponen que
la diabetes y la hipertension arterial han influido fuertemente en la epidemiologia de la
ERC, siendo las principales causas de esta enfermedad, lo que puede estar reflejada al
aumento de la incidencia y prevalencia de la ERC; asi mismo también del incremento
significativo de las muertes causadas por esta enfermedad en México (Colli et al., 2022;
Institute for Health Metrics and Evaluation (IHME), 2015; Valdez-Ortiz et al., 2018). Otro
estudio reporto que en México la calidad de la atencién médica para la ERC estd
comprometida debido a que esta enfermedad se diagnostica tardiamente en pacientes
con diabetes, y cuando se identifica se encuentran en estadios avanzados de diabetes y en
una progresion mas acelerada a insuficiencia renal terminal (Martinez-Valverde et al.,

2022).

Ademas, la hipertensidn arterial, la diabetes y la obesidad, las cuales son las principales
causas de la ERC y que reflejan una gran carga sanitaria con tasas de prevalencia muy altas
en México. Y datos de la Encuesta Nacional de Salud y Nutricién 2018 reporto que en la
poblacién de 20 afios o mayores fue diagnosticada con diabetes el 10.3% y con
hipertension el 18.4%; y el 75.2% de los mayores adultos en México presentaba sobrepeso
u obesidad. Estos datos reflejan un gran impacto en la progresién de la ERC, aumentando
las tasas de incidencia, prevalencia y mortalidad de la enfermedad (Agudelo-Botero,

Valdez-Ortiz, et al., 2020).

En nuestro pais estas cifras son alarmantes, y a nivel global México tiene la sexta tasa de
mortalidad por ERC mds alta del mundo lo que representa en 58.1 muertes por cada

100,000 habitantes. Exponiendo estos datos en un periodo de 1990 a 2017, la tasa de
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mortalidad por ERC estandarizada por edad aumento de 28,7 a 58,1 (por cada 100 000
habitantes), esto representa un crecimiento en la tasa de mortalidad preocupante del
102,3 %. Ademas, en 2017 la ERC represento la segunda causa de muerte, mientras que
en 1990 fue la 112 causa de muerte, un ascenso grave y alarmante. (Agudelo-Botero,
Gonzalez-Robledo, et al., 2020; Cortés-Valencia et al., 2022b). De acuerdo con algunos
estudios, estos notables aumentos alarmantes en la tasa de mortalidad se han relacionado
con cambios demograficos y epidemioldgicos acelerados que contribuyen al crecimiento
excesivo y se explica principalmente por los siguientes factores (Agudelo-Botero,

Gonzalez-Robledo, et al., 2020):

e El aumento de la incidencia y prevalencia de factores de riesgo como diabetes,
hipertensién y obesidad que influyen en la carga creciente de la ERC.

e Se identificaron barreras en el acceso de recursos, informacion, el contacto con los
servicios de salud y la disponibilidad de intervenciones preventivas que apoyen el
manejo temprano de la enfermedad.

e El obstaculo de un diagndstico temprano que identifique las causas desde las
primeras etapas debido a la ausencia se sintomas de la ERC.

e acceso limitado disponibilidad de terapia de reemplazo renal, principalmente en la

poblacién con dificultades econdmicas y emocionales.

Otro estudio expresa que, de las muertes por enfermedades cardiovasculares el 7,6 % (6,5
a 8,8) se atribuyeron a la insuficiencia renal, lo que representan 1,4 millones (1,2 a 1,6) de
muertes (Bikbov et al., 2020). Todas estas cifras relejan una gran grieta en mejorar la
calidad de vida de la poblacion, y de todas las enfermedades crénicas no transmisibles, la
ERC comprendié uno de los aumentos recientes mas rapidos en todo el mundo. Por otro
lado, no existe suficientes especialistas ni centros sanitarios que ayuden a frenar esta
epidemia, debido a que México tiene pocos nefrélogos y centros de didlisis y hemodialisis.

En 2017, se reportd contar con solo con 920 nefrélogos, de los cuales el 21% (193
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nefrélogos) estaban afiliados al Ministerio de Salud, lo que posiciona a México muy por

debajo de los estandares internacionales (Agudelo-Botero, Valdez-Ortiz, et al., 2020).

Asi mismo, varios estudios informan que la ERC representa un gran desafio en los servicios
sanitarios en México debido a la naturaleza asintomatica de la enfermedad vy
complementario a esto, es que la mayor necesidad sanitaria es la prevencidn, diagndstico
temprano y atencion de la ERC. Ademas, en la ERC en etapas terminales donde se requiere
un tratamiento de reemplazo renal, representa una desigualdad en el acceso a los
servicios de salud en el pais porque solo una pequefia proporcion de pacientes reciben
este tratamiento. Las personas mas desfavorecidas son las que no estan afiliadas a los
servicios de seguridad social y no tiene acceso a un tratamiento integro de reemplazo
renal, dado que se incluye en los beneficios de afiliacidon en las instituciones publicas bajo
la gestiéon del Ministerio de Salud, ademas por sus los altos costos econémicos que las

familias de los pacientes no pueden cubrir (Martinez-Valverde et al., 2022).

La evaluacién de las necesidades sanitarias es un marcador importante para mejorar la
planificacion de los programas de atencién médica que incorporen técnicas y tecnologia
modernas que favorezcan el diagndstico temprano y accesibles al usuario, ya que se
podrian prevenir sus consecuencias y el progreso de la ERC. En contexto con esto, el
Programa de Evaluacion Precoz del Rifién (KEEP) reporto que en México los casos mds
frecuentes son en etapas 1y 2, y hasta el 98% de los casos de ERC derivados por diabetes
se encuentran en etapas 1 al 3, es por ello la importancia de la evaluacién de un programa
que integre técnicas sanitarias que favorezcan un diagndstico temprano que ayuden a
retrasar y controlar la ERC, ayudando a mejorar el impacto de la enfermedad en etapas

terminales y sus altos costos (Colli et al., 2022; Martinez-Valverde et al., 2022).

6.1.6.2 Carga financiera

La carga de la ERC y sus factores de riesgo relacionados se vuelve mas compleja en

México, y esta teniendo un impacto significativo en las finanzas de las instituciones de
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salud y en la economia familiar, que deterioran el desarrollo social, psicoldgico,
econdémico y sanitario amenazando en la calidad de vida de la poblacién (Colli et al., 2022;
Juan Carlos Flores, 2010). En 2014, el gasto promedio anual en salud para el Ministerio de
Salud por paciente para la ERC fue de USS 8 966 y, mientras que para Instituto Mexicano
del Seguro Social (IMSS) fue de USS 9 091. La ERC represento la mas costosa de las
enfermedades cronicas (EC) tanto en el Ministerio de Salud como en el IMSS (Colli et al.,
2022; Figueroa-Lara et al., 2016; INSP, 2020). Esta carga financiera de ambas instituciones
de salud se derivé de la intensidad de uso de las consultas médica, asimismo la tasa de
hospitalizacién mas alta por EC se debié por pacientes con diagndstico de ERC,
representando el 35 %. Ademas de los diagnosticados con ERC se les ordenaron examenes
de laboratorio que elevaban los gastos considerablemente; y con respecto a la dialisis
renal, el Ministerio de Salud gasté USS 8,546 mds en comparacion con lo gastado por el

IMSS (Figueroa-Lara et al., 2016; INSP, 2020).

¢Cuanto dinero se gasta en la salud, ahora y en el futuro, y de qué fuentes?
‘Gastos privados prepagados
Gastos por cuenta propia
.Gastos del gobierno en la salud publica
‘Ayuda al desarrollo para la salud

$900 Total
previsto*
$800 - $768
— Total:
7 $122.09
g 700 $580 44873
g 2600 —
(]
S $500
3
S $400
o
5  $300
o
Q  $200
4 $287.53
5100 $0.15 $0.00
$0 ad

2019 2050

Tabla 3 Fuentes principales de gastos pata costear problemas de salud y una proyeccion para el
afio 2050 (México [ Institute for Health Metrics and Evaluation, 2019).
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La carga financiera desde la perspectiva de las categorias de gasto, la intervencion médica
con dialisis renal representd el 45% del gasto anual de EC para el Ministerio de Salud, lo
que equivale a USS 639 millones (La carga financiera de la atencion médica de CD fue de
USS 1 420 millones en el Ministerio de Salud) y en cuanto al IMSS, la didlisis renal
represento el 11% de la carga financiera total de CD, lo que equivale a USS 435.6 millones
(La carga financiera de la atencién médica de CD fue de USS 3 960 millones en el IMSS)

(Figueroa-Lara et al., 2016).

El costo del tratamiento con didlisis y terapias de reemplazo renal (TRR) para la ERC
representa una enorme carga financiera para los sistemas e instituciones de salud y un
enorme gasto para los pacientes y sus familiares (Yang & He, 2020). En la Tabla 3 se
muestran las principales fuentes de ingreso para cubrir gastos anuales de salud por
personas en México en el aio 2021 y una proyeccion futura para el afio 2050 basada en el
crecimiento pasado (Institute for Health Metrics and Evaluation (IHME), 2019; Micah et
al., 2023).

En un estudio de Epidemiologia de la ERC en México, publicado en el afio 2010, se destacé
que cada afo se sumaban 40 mil nuevos casos de ERC en el pais, aunque es verdad que en
México no existe un registro de pacientes en terapias dialiticas, por lo que no se cuenta
con datos precisos (INSP, 2020; Jha et al., 2013). En dicho estudio, se incluyé a pacientes
prevalentes con ERC en tratamiento de didlisis peritoneal (DP) y hemodialisis (HD). En el
mismo se identifican el sexo, la edad y la frecuencia de la ERC por grupos. De los grupos de
estudio, el 66 % se encontraba en tratamiento de DP y el 34 % de HD. De modo que los

resultados fueron los siguientes (Méndez-Durén et al., 2010):

1. Con respecto al tratamiento DP:
a. 94 % eran adultos de los cuales:
i. 53 % eran varones
ii. 47 % mujeres
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b. 6 % pediatricos, de los cuales

50 % varones

50 % mujeres

c. Elgrupo de edad mas prevalente fue de 40-49 afiios.

d. Las causas de la IRC fueron:

i.
ii.
iii.
iv.
V.
Vi.
vii.

viii.

Diabetes mellitus (43 %)

Hipertension arterial (17 %)

Glomerulopatias crénicas (14.4 %)

No determinadas (9.2 %)

Rifiones poliquisticos (4.7 %)

Malformaciones congénitas de la via urinaria (4 %)
Nefropatia lUpica (3.3 %)

Otras (4.4 %)

2. Con respecto al tratamiento HD:

a. 99 % adultos, de los cuales:

51 % varones

49 % mujeres

b. 1% pediatricos, de los cuales:

72 % varones

25 % mujeres

c. Elgrupo de edad mas prevalente fue el de 60-69 afios.

Vi.

Vii.

viii.

Las causas de IRC, fueron:
Diabetes mellitus (54 %)
Hipertension arterial (21 %)
Glomerulopatias crénicas (11 %)
No determinadas (5.6 %)
Rifiones poliquisticos (4.3 %)
Malformaciones congénitas de la via urinaria (2.1 %)
Nefropatia lupica (1.2 %)
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ix. Otras (0.8 %)

Ademas, después del momento en que se diagnosticé la ERC en los pacientes, se
enfrentaron a otro impacto de la ERC en la carga econdmica de los pacientes y sus
familiares. Los pacientes se afrontaron a dificultades financieras para cubrir los multiples
gastos indirectos de la enfermedad, y continuar con el procedimiento de consultas y
tratamientos después de su diagndstico, debido a que tenian que costear los servicios de
transporte, alojamiento y alimentacion. Como resultado de las dificultades financieras,
existia una falta de fondos que causa un tratamientos intermitente o discontinuado de la
enfermedad, principalmente trabajadores no asalariados, desempleados y poblacion
econémicamente inactiva que no cuenta con seguro de salud (Agudelo-Botero, Gonzalez-
Robledo, et al., 2020; Agudelo-Botero, Valdez-Ortiz, et al., 2020). Y las instituciones que
ofrecen servicio de salud ya sea a través del Ministerio de Salud en forma de asistencia
publica o a través del Seguro Popular, no tienen cobertura gratuita de la ERC y las terapias
de reemplazo renal (TRR), por ende, los gastos deben ser cubiertos por los pacientes y sus

familiares (Valdez-Ortiz et al., 2018).

6.1.7 Ciclodelaurea

El ciclo de la urea es un conjunto de seis reacciones quimicas que eliminan el
exceso de amoniaco producido durante la degradacién de los aminodacidos y otros
compuestos que contienen nitrogeno. Los cambios en el ciclo de sintesis de la urea
produciran la acumulaciéon de amoniaco en las células de nuestro organismo, que por su
neurotoxicidad puede derivar en enfermedades como la encefalopatia aguda y crénica (Gil

Ortega, 2018).

El deterioro del funcionamiento renal esta relacionado con la funcién renal. Cuando el
rifidn pierde su capacidad para filtrar los productos de desecho en la sangre, cuando se

acumula el nivel de moléculas dafiinas como la urea y la creatinina, provocara un

28



desequilibrio de la funcidn sanguinea, lo que conduce al desequilibrio de otros

componentes biolégicos y sistemas (Gil Ortega, 2018; Nelson & Lee, 2005).

UREA CYCLE
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Figura 4. Representacion del ciclo de la urea (Yokoyama, 2021).

Las altas concentraciones de sustancias nitrogenadas como la urea y la creatinina en la
sangre son biomarcadores caracteristicos de la lesidn renal. El ciclo de la urea comienza
dentro de las mitocondrias del higado, aunque los siguientes tres pasos ocurren en el
citoplasma; por lo tanto, el ciclo contiene dos compartimentos celulares (Ye et al., 2020).
Este tipo de enfermedades metabdlicas se consideran raras ya que afectan a afectan a
650-1000 individuos por millén y son de dificil diagndstico. El analisis de la urea se utiliza

junto a la creatinina para el diagndstico de enfermedad renal y para monitorizar pacientes
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con disfuncion o fallo renal, por ende, un repaso de la creatinina y urea es importante

para un mejor entendimiento de las enfermedades renales (Crespo, 2018).

6.2 Biosensores

Durante la ultima década, la ingenieria y el campo de la investigacion biomédica ha
tenido un impacto significativo en el disefio y desarrollo de biosensores portatiles para
aplicaciones biomédicas. Estos avances han traido una atencién considerable tanto en la
comunidad cientifica, en los sectores sanitarios y en la industria, mejorando las areas de
diagndstico clinico y el control y monitoreo de enfermedades (Cooper & Cass, 2004;

Higson, 2012).

Este enfoque puede ser proyectado en la pandemia actual reciente, tal situacion ha
resaltado tecnologias como las pruebas de PCR que son rapidas, sensibles y confiables, sin
embargo, limitadas al uso de un personal calificado y equipo de laboratorio; y los
biosensores colorimétricos de flujo latera que son extremadamente rapidos, aportan
resultados en solo 15 minutos y son confiables. Estos dispositivos de biosensores
colorimétricos de flujo latera y otros dispositivos emergentes como se muestran en la
Figura 5 facilito el diagnostico en algunas areas donde los centros médicos, los recursos y
el transporte eran escasos, por ende, no era viable enviar muestras a laboratorios

especializados para sus analisis clinicos para abordar la pandemia (Mak & Ho, 2022).

La aceptacion de diagndstico con biosensores en esta pandemia dependidé en gran medida
del costo, la portabilidad, la facilidad de uso y el tiempo de respuesta de dichos

dispositivos (Higson, 2012; Mak & Ho, 2022).
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Figura 5. (a) Biosensores basados en transistores de efecto de campo para diagndstico de COVID-
19 en un PoC; este biosensor ofrece una respuesta en tiempo real (Science China Press, (Moabelo
et al., 2021). (b) prueba colorimétrica nanoamplificada para el diagndstico clinico de COVID-19
(Alafeef et al., 2021).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) establecié aspectos importantes a considerar
bajo el acronimo ASSURED para el diagnéstico de pruebas rdpidas con biosensores con las
siguientes caracteristicas de la Tabla 4 (Drain et al., 2014; Land et al., 2018; Mak & Ho,
2022):
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Tabla 4. Criterios ASSURED de la Organizacion Mundial de la Salud.

Asequible

Sensible

Especifico

Facil de usar

Rapido y robusto

Sin equipo

Entregable a los

usuarios finales

Los diagndsticos asequibles y rentables siguen siendo fundamentales
en entornos con recursos limitado para aquellos en riesgo de

infeccion.

Las pruebas deben minimizar o eliminar la posibilidad de falsos
negativos, especialmente cuando el diagndstico este destinado a la

deteccion.

Los diagndsticos deben tener tasas bajas de falsos positivos. Lo ideal
es donde la sensibilidad y la especificidad se aproximen a las de los

ensayos de laboratorio.

Independencia operativa de la capacitacion del personal de

laboratorio.

Resultados disponibles entre 15 y 60 minutos después de la
recoleccion de la muestra para permitir el tratamiento en la primera
visita. Y la robustez se refiere a la capacidad de no requerir
condiciones adicionales de transporte y almacenamiento refrigerado

(a menudo costosas).

Realizar fuera de laboratorios sofisticados que no requieren
instrumentacion compleja (se puede operar en pequeiios dispositivos

portatiles).

Optimizar la seleccidén y adquisicion de datos y herramientas para
almacenar, distribuir, enviar y garantizar que llegue a los usuarios

finales, sin importar los entornos con recursos limitados.
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A partir de estos criterios, ASSURED se ha convertido en un punto de referencia estandar
para la investigaciéon y el desarrollo de dispositivos y métodos en las pruebas en el punto
de atencién (POCT) (Mak & Ho, 2022). En Europa, América del Norte y Asia-Pacifico se ha
visto un crecimiento de pequefnas y medianas empresas que buscan nichos de mercado y
el desarrollo de biosensores con aplicaciones POCT (Figura 6), potencializado por las
necesidades de los sectores de la salud y servicios sanitarios durante la pandemia (Cooper

& Cass, 2004; da Silva et al., 2017; J. Kim, 2018).

\V/

Pop-up Paper ‘ .
Based Device

Figura 6. Ejemplos representativos de biosensores portdtiles. A) Potenciostatos de bolsillo. B)
Potenciostatos basados en teléfonos inteligentes. C) Glucometro convencional (da Silva et al.,
2017).

La demanda de la atencion médica para atender los problemas de salud global sigue
siendo un gran desafio en los servicios sanitarios de todo el mundo, y en los ultimos afios
se han desarrollado muchos tipos de biosensores utilizados en una variedad de entornos
analiticos, incluidos los biomédicos, ambientales, de investigacién y otros; priorizando los

dispositivos no invasivos, portatiles, rapidos, en tiempo real y econémicos (Higson, 2012).

Un biosensor es un dispositivo analitico integrado por un transductor y un componente

biolégicamente sensible y selectivo, capaz de proporcionar informacién analitica
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cuantitativa o semicuantitativa especifica (Zhu et al.,, 2017). La Unidn Internacional de
Quimica Pura y Aplicada (IUPAC) define un biosensor como un “dispositivo que utiliza
reacciones bioquimicas especificas mediadas por enzimas aisladas, inmunosistemas,
tejidos, organulos o células enteras para detectar compuestos quimicos, generalmente

por medios eléctricos, térmicos o sefiales épticas” (Nagel et al., 1992).

Los biosensores son herramientas de deteccién y diagnostico importantes que han ganado
gran popularidad en la sociedad; su integracién en nuestras vidas cotidianas y en los
sectores de salud ha inspirado importantes innovaciones para crear nuevos métodos de
analisis, materiales de deteccidn, softwares, dispositivos de hardware, técnicas de
transduccion reducidas e integracion de dispositivos que mejoren drasticamente la
ingenieria de biosensores en el desarrollo de futuros sistemas de diagndstico claves para
el control y la vigilancia de enfermedades (Inamuddin et al., 2019). Los biosensores tienen
amplias ventajas relevantes comparado con otros métodos de bioanalisis y biodeteccion,
especialmente por su diagndstico rdpido de enfermedades, incluso el monitoreo en

tiempo real de su estado de salud (Rasooly & Herold, 2009).

En la actualidad, cominmente un biosensor consta de tres partes: un elemento de
reconocimiento biolégico (ligando o bioreceptor), una unidad de conversién de sefial
(transductor) y un electrénico amplificador asociado que son los responsables principales
de la visualizacién de las sefiales respuesta (procesador de sefiales) como se muestra en la
Figura 7 (Pandey & Malhotra, 2019). El bioreceptor facilita la unidon especifica con un
objetivo, mejorando las reacciones bioquimicas, por lo tanto, sus caracteristicas son
indispensables porque determina la especificidad y sensibilidad del biosensor (Rasooly &
Herold, 2009; Zhu et al., 2017). Cuando una molécula diana especifica interactia con un
bioreceptor, se genera una sefal de respuesta a nivel del transductor proporcional a la
concentracion de la solucidn, lo que permite a los biosensores medir las concentraciones
de un componente de interés o varios presentes en un ambiente bioldgico y procesos
guimicos, con respuestas rapidas y costos accesibles en comparacién con las técnicas
analiticas tradicionales (Narang et al., 2017).
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Figura 7. Esquema bdsico de un biosensor mostrando sus tres etapas: bioreceptor, transductor y
amplificador (Pandey & Malhotra, 2019).

Los biosensores tienen amplias aplicaciones y en el ambito de la atencién médica son
utilizados ampliamente como alternativas prometedoras a los equipos analiticos de
laboratorios robustos, costosos y sofisticados que requieren ser operador por un personal
profesional, ademas el proceso de operacién de la toma de muestra puede ser lento e
invasivo, asimismo el tiempo de respuesta puede ser extenso. En el transcurso de los
ultimos afios, la investigacion y el desarrollo de biosensores analiticos ha sido un area de
gran interés en el area médica. Y muchos de estos dispositivos se desarrollan con el
propdsito de detectar diferentes analitos especificos utilizando diversos sistemas de
reconocimiento, y en cada de estos sistemas hay varios tipos de transductores, incluidos
los opticos, piezoeléctricos o quimicos, (Inamuddin et al., 2019; Pandey & Malhotra,
2019). El crecimiento de la investigacion en la ingenieria de materiales y ciencias
biomédicas ha creado asimismo un aumento de nueva tecnologia de transductores, lo que
permite numerosos avances importantes en el campo de los biosensores gracias a la

experiencia de la fisica, la quimica, la bioquimica y la ingenieria (Zhu et al., 2017).
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Figura 8 Categorizacion de los biosensores. a) biosensores de deteccion directa. b) biosensores de
deteccidn indirecta (Rasooly & Herold, 2009).

El sistema de reconocimiento o le bioreceptor es el componente que nos permiten
categorizar los biosensores en dos grupos de acuerdo con el tipo de reconocimiento que
se lleva a cabo (Figura 8), esta categorizacidn nos proporciona informacién util en el
desarrollo de estos dispositivos. El primer grupo de biosensores en un tipo de sensor de
reconocimiento directo sin la necesidad de utilizar etiquetas (p. ej., enzimas, anticuerpos,
etc.) para la deteccidn y son dispositivos en los cuales la reaccion biologia se mide. Este
grupo de sensores suelen medir cambios fisicos inducidos por la interaccién bioldgica,
como cambios en las propiedades dépticas, mecdnicas o eléctricas directamente (Rasooly &
Herold, 2009). Los biosensores de reconocimiento directo son mads simples y rapidos, sin
embargo, existe una limitacién en las aplicaciones biomédicas de este tipo de sensores
derivado a su baja sensibilidad y especificidad, lo que puede alterar los resultados en un
ambiente bioldgico por sus multiples y diferentes interferentes. El segundo grupo de
biosensores son sensores de deteccidn indirecta, que se basan en elementos secundarios
(etiquetas) para la deteccidn. Estos biosensores son dispositivos requieren una molécula
etiquetada para unirse al objetivo en comparacién del primer grupo de biosensores, que
miden directamente los cambios inducidos por las interacciones bioldgicas sin la

necesidad de una etiqueta (J. Kim, 2018; Rasooly & Herold, 2009). En el caso de los
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biosensores de deteccién indirecta, la unidad detectora consiste en areas modificadas con
sistemas de reconocimiento bioldgicos complejos y variados, de los cuales los que mas
destacan en los ultimos afos en la fabricaciéon de biosensores son las enzimas. Las
etiquetas mas utilizadas son las enzimas (p. ej., glucosa oxidasa, ureasa, peroxidasa de
rdbano picante, creatininasa, etc.), existiendo un gran crecimiento de estudios en la
investigacion sobre su aplicacién en biomédica y el desarrollo de biosensores (Inamuddin

et al., 2019; Rasooly & Herold, 2009).

Para todo tipo de biosensor, los ligandos de reconocimiento o bioreceptores toman una
importancia fundamental en las caracteristicas de los biosensores y sus aplicaciones. Los
bioreceptores es una biomolécula de reconocimiento que se une a un compuesto
especifico conocido como molécula diana a detectar (analito). Las caracteristicas mas
importantes de los bioreceptores son la sensibilidad, afinidad y la especificidad (Rasooly &

Herold, 2009).

Existe un gran crecimiento en el desarrollo de numerosos tipos de biosensores y el empleo
de esta tecnologia es cada vez mayor, integrandose en nuestras actividades de nuestra
vida cotidiana y el monitoreo de nuestra salud cada minuto del dia, sin embargo, para una
aplicacién en particular de un biosensor o detectar un analito especifico, existe una gran
complejidad en la eleccién de un sistema empleado y adecuado debido a diversos
factores, como la especificidad y precisiéon al biosensor, el tipo de analito especifico a
detectar, el ambiente en que interactula este tipo de analito, la naturaleza de la aplicacion,
el o los biomarcadores utilizados (si se usan), la sensibilidad requerida, el nimero de
canales y dimensiones de los mismos, el costo, la velocidad de deteccidon necesaria, las

técnicas utilizadas, el rendimiento, portabilidad, etc. (Rasooly & Herold, 2009).

De acuerdo con la literatura la investigacion y el desarrollo de biosensores ha sido un area
de mayor interés y crecimiento, emergiendo nuevas técnicas sofisticadas y nuevos
materiales que mejoran los diversos factores utilizados en una aplicacion en particular de

un biosensor. Con el progreso en las mejoras de estas areas, la aplicacion de los
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biosensores en biomédica podria convertirse en una herramienta de vital importancia en
el campo del diagndstico y monitore de enfermedades. En modo que, la investigacion se
esta encaminando hacia la simplificacién de los biosensores para su uso en la deteccién
preliminar desde el hogar y ser operado por el mismo usuario sin la necesidad de

conocimientos multiples ni complejos (Zhu et al., 2017).

Los biosensores se emplean en aplicaciones como el control de enfermedades en fluidos
corporales (sangre, orina, saliva, sudor), el descubrimiento de farmacos y la deteccién de
contaminantes (Bhalla et al., 2016; Naresh & Lee, 2021). Los avances recientes del
desarrollo de biosensores han popularizado en el campo de la investigacidn en la ultima
década debido a la amplia gama de aplicaciones de biosensores. Estos grandes progresos
de la tecnologia e investigacion en aplicaciones biomédicas son considerables y con un
progreso significativo en la biosensibilidad portatil, con capacidades de monitoreo
continuo no invasivo mediante la miniaturizacién de la electrdénica, la integracién con
microfluidos y alta selectividad, pero todavia existe una falta total de sensibilidad en los

electrodos (Naresh & Lee, 2021; Ye et al., 2020).

El biosensor combina un elemento biométrico y un sensor que responde a la sustancia
medida, y su funcion es convertir el cambio observado en una sefial medible. Los
elementos biolégicos pueden ser biocatalizadores (enzimas, microorganismos, materiales
tisulares) o ligandos bioldgicos (anticuerpos, acidos nucleicos, capas lipidicas). La
importancia del desarrollo de biosensores radica en introducir esta herramienta en
centros de salud que incluso no estdn dotados de equipo especializado de
instrumentacidon analitica o que requieren ser operados por personal especializado,
inclusive que pueda ser operados por el propio paciente desde su hogar con capacidades

de deteccidn no invasivas, no irritantes y en tiempo real (Ye et al., 2020).

6.2.1 caracteristicas de un biosensor

Cada biosensor debe disponer de ciertos atributos estaticos y dinamicos.

Comprender los comportamientos de las caracteristicas de estos atributos es de vital
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importancia porque reflejan el rendimiento de un biosensor altamente efectivo y capaz.
Las caracteristicas mds importantes de un biosensor se muestran en la Tabla 5.
caracteristicas mas importantes de un biosensor (Bhalla et al., 2016; Kalantar-zadeh, 2013;

Naresh & Lee, 2021; Soleymani & Li, 2017; Thévenot et al., 2001).

Tabla 5. caracteristicas mds importantes de un biosensor.

Caracteristicas Descripcion

Selectividad La selectividad es la capacidad de un biorreceptor para detectar un
analito especifico en una muestra que contiene otras mezclas vy
contaminantes. Esta caracteristica es crucial en el desarrollo de un
biosensor en |la etapa de seleccionar un biorreceptor. Un biorreceptor
puede detectar una molécula de analito particularmente deseada en
una muestra con contaminantes no deseados que pueden interferir

en la seleccidn si no existe un buen biorreceptor.

Sensibilidad. La sensibilidad es la cantidad minima necesaria de un analito que
puede detectar un biosensor correctamente. En varias aplicaciones
biomédicas se requiere de una gran sensibilidad para detectar bajas
concentraciones (ng/mL o fg/mL) en un analito para verificar la

existencia de trazas de analito en la muestra.

Tiempo de El tiempo de respuesta del biosensor es el tiempo que se toma para
respuesta obtener el 95% de la seiial de respuesta después de haber estado
expuesto el receptor bioldgico con el analito objetivo y depende

sensiblemente del transporte del analito a la superficie del sensor.

Estabilidad La estabilidad es el grado de susceptibilidad a las perturbaciones
ambientales alrededor y dentro del sistema de biodeteccidén. La

estabilidad es una de las caracteristicas crucial en el desarrollo de
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Reproducibilidad

Linealidad

biosensores donde se requiere un monitoreo continuo. Existen
factores que pueden perturbar la estabilidad como la afinidad del
biorreceptor (el grado de unidn del analito al biorreceptor) y la
degradacion del biorreceptor con el tiempo. Estos factores pueden
causar una perturbacion en las sefiales de salida de un biosensor lo
gue puede alterar los datos de salida de la concentracion medida y

puede afectar la precisidn y exactitud del biosensor.

La reproducibilidad es la capacidad de generar respuestas idénticas
para una configuracion experimental duplicada y la precisién (salida
similar cuando la muestra se mide mas de una vez) y exactitud
(capacidad de un sensor para generar un valor medio mas cercano al
valor real cuando la muestra se mide cada vez) del transductor y la
electronica del biosensor. Las sefiales de salida brindan alta

confiabilidad cuando se cumplen estos parametros.

La linealidad contribuye al atributo que muestra la precision de los
resultados medidos en relacién con una linea recta, es decir, la
cercania de la curva de calibracion a una linea recta especifica
muestra la linealidad de un sensor. Cuanto mayor sea la linealidad,
mayor sera la deteccion de concentracién del analito. Este atributo
de linealidad se asocia con la resolucién del biosensor y el rango de
concentracion del analito. La resolucidn del biosensor se define por el
cambio mas pequefio en la concentracion del analito para producir
un cambio en la respuesta del biosensor. El rango de concentracion
es el rango lineal objetivo del biosensor el cual la respuesta cambia
linealmente con la concentracién. Es importante mencionar que el
biosensor también puede seguir curvas que no sean lineales

derivadas por los parametros dinamicos.
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En el transcurso de los afios, diversos biosensores se han desarrollado para la deteccién
de diversos analitos en fluidos bioldgicos y el andlisis clinico rapido, esencialmente el
monitoreo en tiempo real puede proporcionar informacién inmediata a los usuarios que
podria facilitar la deteccion de enfermedades, aumentar las tasas de deteccion mas
temprana y la mejora del prondstico (Inamuddin et al., 2019).

Ademas, tomando en cuenta las caracteristicas mostradas en la Tabla 5. caracteristicas
mas importantes de un biosensor, los biosensores deben de ser capaces en distinguir
entre la molécula diana y las moléculas de fondo sin interés con alta precision, detectar el
analito con la mdas pequena presencia de la molécula diana, la respuesta debe de ser
reproducible sin fallos, evitar considerablemente los resultados falsos negativos y falsos
positivos, resistente contra dafios mecdanicos y quimicos, evitar sistemas de usos
complicados de tal forma que al operarse sea facil de manejar y no requiera personal
capacitado, los procesos de andlisis deben ser bajos para proporcionar resultados en
tiempo real, ser rentable sin comprometer la sensibilidad, la especificidad y otras
caracteristicas de interés dependiendo de la aplicacién del biosensor (Bhalla et al., 2016;
Inamuddin et al., 2019). De tal forma que las aplicaciones tecnoldgicas de los biosensores
sean aceptadas como una herramienta para las soluciones de problemas clinicos en el
control de la salud, se deben de cumplir diferentes criterios importantes y disponer de
ciertos atributos mencionados en la Tabla 5. caracteristicas mas importantes de un

biosensor (Higson, 2012).

6.2.2 Biomarcadores para dafio renal

La ERC avanza y evoluciona en el transcurso de los afios, en el que la enfermedad
es clinicamente asintomatica, lo que dificulta el diagnéstico, la evaluacion y el tratamiento
de los pacientes, por lo tanto, considerar la importancia de emplear biomarcadores

esenciales que estén relacionados a la afeccién de la funcién renal para su evaluacién y
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diagnodstico de la ERC. Los biomarcadores o marcadores bioldgicos son moléculas
enddgenas utilizados como un indicador medible cualitativa y/o cuantitativamente de un
estado bioldgico especifico para identificar procesos fisiolégicos o fisiopatoldgicos,
especialmente relevantes para determinar el riesgo, la presencia o el estadio de una
enfermedad (Sakhuja et al.,, 2021; Younes-lbrahim & Younes-lbrahim, 2022). Los
biomarcadores pueden ser proteinas, lipidos, miRs (micro-ARN), genes, metabolitos o
células presentes en un fluido biolégico (Moore, 2020). Los biomarcadores en el area
clinica suelen usarse para poder detectar, diagnosticar o monitorear la actividad de

enfermedades y evaluar la respuesta terapéutica de un tratamiento (Sakhuja et al., 2021).

En los ultimos afos ha aumentado la investigacion de biomarcadores empleados en
patologias para su diagndstico y evaluacién, esto ha cambiado radicalmente la forma en
que se emplean técnicas y tecnologias (como microarrays, lab-on a chip, protedmica,
gendmica, lipomadtica, metaboldmica, etc.) en el diagnéstico y la investigacion de
enfermedades (Preedy & Patel, 2015). Estos avances han permitido el descubrimiento de
nuevos biomarcadores para problemas relacionados con la ERC que se pueden clasificar
segun las caracteristicas morfofisioldgicas de la nefrona, asociadas con la funcién renal

glomerular y tubular (Preedy & Patel, 2015; Younes-lbrahim & Younes-lbrahim, 2022).

Sin embargo, en la actualidad la eGFR sigue siendo el marcador clinico mas utilizado para
medir la funcidn renal. Desafortunadamente, este marcador tiene varios puntos
desfavorables a causa de sus pruebas que pasan a través de métodos tradicionales o
convencionales, esto conlleva un mayor tiempo de operacién y de respuesta, debido al
uso de equipo sofisticado y costoso. Para reducir el tiempo de respuesta, generalmente
las pruebas de eGFR se estiman a partir de ecuaciones que estén ligadas a otros
marcadores como la filtracién de enddgenos como la creatinina sérica y la cistatina C

(Lopez-Giacoman & Madero, 2015; Preedy & Patel, 2015).

Las enfermedades renales son complejas y heterogéneas, ademas la evaluacién clinica

esta limitada en la funcién del glomérulo, la unidad de filtracidn especializada del rifidn.
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Este paradigma unidimensional dificulta un diagndstico 6ptimo para la ERC y un
tratamiento oportuno de la enfermedad, esto desenlaza a mayores problemas que
dificultan la situacién actual de la enfermedad en la poblacién, como las cifras de la ERC
continua superando el manejo clinico y el diagndstico de estas condiciones se detectan
demasiado tarde en el curso de la enfermedad (W. R. Zhang & Parikh, 2019). Y Ia
tecnologia actual de diagndstico aun estd limitada a tratamientos efectivos para frenar la
ERC y minimizar el dafio renal para cambiar el curso de la enfermedad en disminuir las
cifras de morbilidad y la mortalidad asociadas (Fassett et al., 2011; W. R. Zhang & Parikh,
2019)

El desarrollo y el uso clinico de biomarcadores urinarios para ERC, como la creatinina y
urea, no han sido calificados para pruebas clinicas, sin embargo, estudios recientes
evidencia que la incorporacién de estos biomarcadores urinarios puede ayudar a
comprender la condicién renal (Preedy & Patel, 2015). La orina es muy abundante en
biomarcadores utiles para monitorear la condicion de salud de un paciente, con
excelentes ventajas como la disponibilidad de recoleccién de muestra por medios no
invasivos, lo que alivia la carga de los pacientes que requieres pruebas constantes. Desde
este punto de vista fisiolégico y debido a que la orina es un producto metabdlico excretor
del rifidn para mantener la calidad y cantidad de los fluidos corporales, ademas de la
disponibilidad de biomarcadores presentes en la orina y una alteracion fisioldgica en las
propiedades de la orina puede representar la presencia de problemas renales (Preedy &
Patel, 2015; Younes-lbrahim & Younes-lbrahim, 2022). La orina como fuente de
biomarcadores clinicos de ERC tiene las siguientes caracteristicas generales (Preedy &

Patel, 2015):

e Laorinarepresenta una fuente abundante de biomarcadores para el uso clinico.
e La disponibilidad de muestras se favorece debido a métodos no invasivos.
e Debido a que la orina es un producto que se genera en el rifdn, las propiedades de

la orina se pueden ver afectado por problemas renales.
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e Para reducir la incertidumbre y aumentar la confiabilidad de los resultados, se

debe requerir cualquier método corrector.

Ademas, estudios han demostrados que el uso de biomarcadores urinarios relacionados a
ERC, pueden tener grandes ventajas en la aplicacién clinica en comparacién con
biomarcadores tradicionales como la creatinina sérica y eGFR (Preedy & Patel, 2015;
Sakhuja et al., 2021). Para optimizar estas ventajas, los biomarcadores tienen ciertas
caracteristicas que depende en gran medida de la enfermedad de interés, sin embargo,
existen caracteristicas generales que son importantes para cualquier biomarcador

(Bennett & Devarajan, 2017; Sakhuja et al., 2021):

e Fuentes de facil acceso para la obtencién de la muestra (orina, sudor, saliva,
lagrimas, etc.).

e Presentar alta sensibilidad que permita el diagndstico temprano.

e Noinvasivo, de respuesta rapida, econdmicos y medicién facil.

e Alta especificidad; que no se vea afectado por condiciones comédrbidas.

e Los cambios de los niveles del biomarcador deben variar para reflejar la gravedad
de la enfermedad y la respuesta del tratamiento.

e Tiene que ser convincentes y proporcionar informacidon sobre el mecanismo

subyacente de la enfermedad.

Sin embargo, es demasiado complicado que un biomarcador cumpla con todas las
caracteristicas ideales, pero se analiza cada una caracteristica de acuerdo con los
requisitos que se necesitan y al método utilizados para el diagndstico (Bennett &

Devarajan, 2017).

Los biomarcadores asociados con la funcion renal son prometedores para estimar la
gravedad y la naturaleza de la lesidn renal que evaldan el funcionamiento de los rifiones
para el diagndstico de la ERC (Sakhuja et al., 2021). Cada biomarcador renal tiene un

papel fundamental y sumamente importante en el diagnédstico preciso de la ERC asociados
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con cada proceso bioldgico relacionado con los rifiones, con el fin de evaluar el riesgo y
adaptar una terapia de manera mas conveniente que mejore los resultados clinicos del

paciente.

Durante afios, el interés de introducir biomarcadores como la creatinina, urea y el pH para
el diagnéstico de la ERC ha revolucionado la investigacion y la tecnologia de biosensores
sustancialmente, incorporandose en dispositivos de biosensores lab-on a chip que permite
conseguir enormes propiedades que benefician el diagnéstico temprano y accesible

(Gowda et al., 2010; Preedy & Patel, 2015).

6.2.2.1 Urea

La sintesis de urea tiene lugar principalmente en el higado y es el principal
producto final nitrogenado del metabolismo. Se genera a partir del catabolismo de
proteinas y aminoacidos y es transportado por la sangre a los rifiones donde es eliminado
del cuerpo casi exclusivamente por los rifiones, en donde se excreta por medio de la orina.
Los indices clinicos determinados de la medicién de la concentracidn de urea para estimar
la funcidon renal han tenido aplicacidn clinica desde hace mas de 150 afos (Gowda et al.,
2010b; Higgins, 2016b). El uso de este biomarcador en conjunto con la creatinina es de
gran utilidad para el diagndstico diferencial de la ERC y las afecciones prerrenales en la

que una relacidn de concentracion de urea: creatinina cambia (Gowda et al., 2010b).

La urea resalta en la historia de los analitos y biomarcadores utilizados actualmente en la
aplicacion clinica o en el punto de atencidn. La disciplina de la patologia quimica o quimica
clinica tiene origen cuando se aplicé la quimica a la medicina principios del siglo XVIII,
cuando el fluido corporal con mayor acceso en esa época (la orina) se utilizé por primera
vez en analisis quimico. Desde este evento, debido a las caracteristicas de la orina donde
su mayor constituyente no acuoso es la urea, surgié el estudio de este analito. Sin
embargo, este hecho de la identidad de la urea con la que se encuentra en la orina se

confirmd hasta 1822, y afiadido a esto también de demostré la presencia de urea en
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sangre. Aunque estos avances eran de gran impacto en el andlisis quimico en la atencién
médica, la metodologia para la determinacién de la concentracion de urea en sangre no
era fiable, sino hasta los primeros afios del siglo XX (Higgins, 2016b; Kurzer & Sanderson,
1956). No obstante, a la metodologia clinica fiable, ya se conocia que la reduccion de
excrecion urinaria de urea se relacionaba con un deterioro de la funcion renal y a esto se
establecié el empleo de la estimacién de la urea con fines clinicos. Con la nuevas
aplicaciones y tecnologia emergente que se iban desarrollando durante esa época, se
establecié un nuevo analito para el diagndstico clinico de la funcion renal, la estimacion de
la creatinina plasmatica que se convirtid en el analito destacado para la evaluacién de

laboratorio de la funcién renal (Higgins, 2016).

La urea es una molécula organica polar, altamente soluble en agua y de carga neutra que

comprende un grupo carbonilo (C-O) y dos grupos amino (NH2) enlazados al C:

Figura 9. Estructura molecular de la urea; formula molecular CO(NH2)2; peso molecular 60,056
g/mol (National Center for Biotechnology Information, 2023).

La urea se forma por medio del ciclo de la urea (representa una serie de cinco reacciones
enzimaticamente controladas) a partir de amonio, CO2, aspartato y bicarbonato que
comprende del catabolismo de proteinas y aminoacidos (jError! No se encuentra el o
rigen de la referencia.), este proceso tiene lugar exclusivamente en el higado (Eaton &

Pooler, 2006; Higgins, 2016; Nelson & Lee, 2005).
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Proteina

Protedlisis: degradacion de proteinas
principalmente por enzimas especificas

Aminodacidos
Transaminacion y desaminacion oxidativa

Amoniaco

Sintesis enzimatica en el ciclo de la urea

Urea

Figura 10. Sintesis de urea durante el proceso de catabolismo de proteina y aminodcidos (Burtis et
al., 2012).

Las proteinas quimicamente se constituyen de polimeros de cadenas de aminoacidos y
son liberados al degradarse la proteina y que a su vez se, los aminoacidos de degradan y
liberan nitréogeno en forma de amoniaco (NH3), que es téxico. Este exceso de nitrégeno
(amoniaco téxico) resultante del catabolismo de proteinas y aminoacidos se convierte en
urea no téxica y se transporta al higado y los rifiones (Eaton & Pooler, 2006; Higgins,
2016b; Nelson & Lee, 2005). Su eliminacién del cuerpo es mediada por dos fuentes; una
pequeiia cantidad es excretada a través del sudor y del intestino, sin embargo, este medio
solo representa menos del 10% y gran parte de la urea producida se transporta en la
sangre a los rifiones durante la filtracién glomerular para eliminarla del cuerpo por via
renal a través de la orina. Esta cantidad de urea estd determinada principalmente por la
tasa de filtracion glomerular (TFG) que da como resultado alrededor del 30-50% de la urea

filtrada se excrete en la orina (Higgins, 2016).

El aumento de los niveles de concentracidén de urea en sangre puede ser causado por una
menos excrecidn de urea en orina, esto se puede enlazar fisiolégicamente a la eliminacién
urinaria reducida de urea causado por una menor filtracién de urea durante la ERC. A
medida que la TFG disminuye, la excrecidn de urea urinaria también disminuye y a su vez

los niveles de urea en sangre aumentan (Higgins, 2016; Weiner et al., 2015).
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Existen nuevos estudios sobre la comprension del valor clinico de la determinacién
simultanea de las concentraciones de urea y creatinina y de la relacidén urea: creatinina
para mejorar el diagndstico clinico. La justificacidon del uso de estos dos biomarcadores en
el diagndstico clinico para evaluar la funcién renal en la ERC se sustenta en que los niveles
tanto la creatinina y la urea se asocian con TFG, que es el pardmetro preeminente para
medir la funcion renal actual; como se mencioné en capitulos anteriores este pardmetro y
la gravedad de la ERC asociados con la disminucidon de este parametro (Higgins, 2016;
Mahdiasanti et al., 2019). A medida que la TFG disminuye durante la ERC, repercute en
los niveles concentracidn de urea y creatinina, reduciendo la excrecidon de estos dos

biomarcadores renales (Higgins, 2016).

6.2.2.1.1 Niveles de la urea

Los rangos de referencia tanto de las de las concentraciones excretadas de urea en
orina como de urea en sangre estan determinadas de la edad, la dieta y el equilibrio de
género de la poblacion de referencia, por ende, la decision de los nefrélogos sobres la
participacién al modificar estos rangos de referencia tiene una importancia en particular
de cuerdo al caso para uso rutinario (Rifai et al., 2018). De acuerdo con los estudios, los
intervalos de referencia de concentraciones son (Nemiwal et al., 2022; Nur Ashakirin et

al., 2022; Pundir, Jakhar, et al., 2019):

e De urea en sangre/plasma (o suero) es de 2.1 a 7.1 mmol/L; otros estudios
sustituyen estos niveles de la urea expresandolos como nitrégeno ureico (BUN) en
un intervalo de 6 a 20 mg/dL.

e Para un nivel normal de urea en orina oscila entre los 7 y 20 mg/dL.

Como se menciond anteriormente, la existencia de un gran crecimiento que analizan los
marcadores renales Utiles en la clinica para la deteccidn y diagndstico de la funcion renal

durante la ERC, y actualmente la justificacion de la investigacién de biosensores en la
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aplicacién clinica o en el punto de atencién que trata de introducir multi-sensado v la
relacion de estos en una patologia; esto trata de introducir mds de un analito o
biomarcador para su medicidon simultanea, reduciendo e incluso eliminando falsos
positivos ocasionados por factores o procesos bioldgicos no renales que pueden alterar
los niveles de concentracién de los biomarcadores especificos a una patologia (Higgins,

2016a; Langenfeld et al., 2021; Rifai et al., 2018).

Los niveles de urea son indicativos de funcién renal y la importancia de disponer de
valores referenciales de la urea radica en que la concentracién de este metabolito puede
ser un indicador de enfermedades renales. La deteccion de niveles de urea en conjunto
con los niveles de creatinina se utiliza para discriminar patologias perenales (creatinina

normal) y renales o post renales (creatinina aumentada) (Cordero et al., 2008).

6.2.2.2 Creatinina

La creatinina (2-amino-1-metil-5H-imidazol-4-ona) es una pequefia molécula
orgdnica (Figura 11) derivado de dos fuentes, la creatinina enddgena es un producto
sanguineo de desecho procedente de los tejidos musculares producida por la
descomposicidon de la creatina y la creatinina exdgena proveniente del metabolismo de las

proteinas que se encuentran de la carne en la dieta (Dong et al., 2022).

Figura 11. Estructura molecular de creatinina (National Center for Biotechnology Information,
2023).

49



En procesos fisiologicos del rifidon saludables, los niveles de creatinina se conservan
normales y se filtra la sangre por medio de los riflones y se excreta por medio de la orina
(Wyss & Kaddurah-Daouk, 2000). Cuando la funciéon de los rifiones empieza a disminuir, la
capacidad de excretar la creatinina se ve alterada y los niveles en sangre y orina empiezan
a cambiar, esto puede ser signo de ERC (Molina et al., 2010; Rosado, Edith; Villalobos,
2019).

Dietary Cr

AdoHcy + Cr

GAMT t
AdoMet + GAA

GAA +
ornithine

Urinary excretion
of Crn

Figura 12. Metabolismo de la creatina y la creatinina (Wyss & Kaddurah-Daouk, 2000).

La adopcion global de este enfoque para la ERC, con su énfasis en la rutina y la estimacidn
de la TFG a partir de la creatinina ha mejorado el reconocimiento de la ERC en muchas
poblaciones y entornos en los que antes no se la reconocia. Una mayor conciencia de la
ERC y los criterios de clasificacion uniformes también han llevado a una mejor
comprension de la carga de enfermedades que acompaiian a la ERC, un mayor enfoque en
el desarrollo de métodos para retrasar la progresién de la ERC y un mayor énfasis en el
reconocimiento temprano y la prevencién de las complicaciones asociadas con la ERC

(Himmelfarb & Ikizler, 2019).
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En la practica clinica, el uso del cambio de las concentraciones de la creatinina en orina y
sangre como biomarcadores son prometedores como indicadores de procesos bioldgicos
anormales que se puede reflejar en una afeccién o una enfermedad, esto nos permite el
empleo como un biomarcador util para la deteccidn, estadificacidon y seguimiento de Ia
enfermedad renal (Dong et al., 2022; Pundir, Kumar, et al., 2019). La determinacion de
este biomarcador en fluidos bioldgicos (orina, sangre, saliva, sudor, lagrimas, etc) por
medio de dispositivos que faciliten la medicion clinica es cada vez mas popular en la
sociedad e importante para el diagndstico de la ERC. Se ha demostrado que ERC
disminuye la tasa de filtracidn glomerular, que puede desequilibrar los electrolitos séricos

y subproductos metabdlicos, como creatinina y urea (Pundir, Kumar, et al., 2019).

6.2.2.2.1 Valores de creatinina

Si bien, existe un gran crecimiento en la investigacién de nuevos biomarcadores
para aplicaciones no invasivas, a pesar de ello, aun existe incertidumbre en los datos y la
investigacion sobre los niveles "altos" o “bajos” de la creatinina en orina. Ademas de que
existen diversas causas que pueden derivar a excreciones de creatinina en orina tan altos
como 300 mg/dL. También la elevacidn de las concentraciones de creatinina puede ser
resultado de un cambio en los procesos biolégicos asociados a alguna deficiencia renal por
ERC, sin embargo, en este escenario los resultados del cambio de la concentracién de la
creatinina se mantendran persiste por un periodo de al menos 3 meses, como lo define la

NKF y KDIGO (Barr et al., 2005; Cary, 2021).

A menudo se utilizan directrices de las concentraciones de creatinina para determinar si la
muestra de orina es valida; determinadas por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS).
Se recomiendan muestras de creatinina con concentraciones en orina mayores a 30
mg/dL, si estas concentraciones son menores, la muestra se determina como demasiada
diluida y se debe recolectar otra orina. De la misma manera, la OMS recomienda
concentraciones de creatinina menores a 300 mg/dL, si sobrepasa este limite se aconseja

recolectar otra orina (Barr et al., 2005).
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Los niveles normales de creatinina en suero y plasma son:

e Envarones es de: 0,7 - 1,3 mg/dL (debido a que la masa muscular es mayor) y en
mujeres es de: 0,6 - 1,1 mg/dL: Durante el estado gravido la eliminacién creatinina
se incrementa, lo que se traduce en niveles séricos mas bajos (American Kidney
Fun (AKF), 2023; Cordero et al., 2008; Rodriguez de Cossio & Rodriguez Sanchez,
2011).

Los niveles normales de creatinina en orina son:

e Algunos estudios realizados muestran que el rango de los niveles de creatinina en
orina es de alrededor de 20 a 275 mg/dl en mujeres y de 20 a 320 mg/dl en
hombres (Fox et al., 2021; Kwon & Na, 2014).

La urea y la creatinina, de acuerdo con algunos estudios comparativos si los niveles de
estos biomarcadores son anormales o si se sabe que el paciente tiene una enfermedad
subyacente que afecta los rifiones, como diabetes o presién arterial alta, las pruebas de
creatinina y urea pueden usarse para controlar la disfuncién renal y la eficacia del

tratamiento (Tricoli & Neri, 2018; Ye et al., 2020).

6.2.2.3 pH

La evaluacion de pH es una medida de la acidez o la alcalinidad que va en un rango
de 0 a 14, en esta escala de pH el 7 representa un estado neutro, en tanto que si es mayor
de 7 se considera base o alcalino, mientras que si es inferior a 7 indica acidez ( (Mesmer &
Holmes, 1992). La medicién de pH de la orina es un indicador clinico que mide la acides de
la excrecién de la orina para la evaluacién de pacientes con alteraciones clinicas.
Diferentes estudios han demostrado la asociaciéon de un pH alto y bajo con diferentes
patologias, una de ellas se relaciona con alteracién de los rifiones que puede indicar

problemas causada por la ERC (Landry & Bazari, 2012; Rifai et al., 2018).
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Normalmente el pH de la orina es ligeramente acido, alrededor de los 6, sin embargo,
varios profesionales e investigadores han establecido un rango normal de pH en orina de
4.5 a 7.8 y normalmente se obtiene un pH alcalino después de ingerir algin alimento para
equilibrar la excrecion de acido gastrico que aumenta en el proceso digestivo, y esto a su
vez aumenta el pH de la orina (He et al., 2022; Landry & Bazari, 2012). Otros estudios han
definido la orina acida con un pH inferior a 5.5 (He et al., 2022). Cuando los niveles de pH
estan fuera de este rango normal (4.5 a 7.8), existe una alta posibilidad de estar en riesgo
de tener un cdlculo renal, una infeccién urinaria, un problema relacionado con la ERC

(National Kidney Foundation, 2014).

El pH urinario mayor a 7 se considera muy alcalino y sugiere una gran relaciéon de una
infeccion que provoca la divisién de la urea, y por ende las concentraciones de esta y de
los niveles de amoniaco (NH3) se ven alteradas (Clarkson et al.,, 2010; Kraut & Madias,
2012). Un pH urinario mas bajo (pH < 5,0) se considera un pH acido de la orina, y esta
comunmente relacionado con la prevalencia de alteraciones clinicas complicadas de gran
impacto sanitario como la diabetes y la ERC. La disminucién de pH a un estado acido se

produce principalmente por dos factores (Kamel et al., 2002; Ogawa et al., 2015):

e una mayor tasa de secrecion distal hidrégeno (H+), esto aumentan los de iones de
H+ que después se excreta en la orina, este factor se debe al incremento de H+ en
la sangre (acidosis) o al incremento de la secrecidon de H+ de los tubulos renales a
la orina.

e El segundo factor podria deberse a una menor disponibilidad de NH3 en el
compartimento intersticial medular, esto representa la diminucién de la
eliminaciéon de H+ urinario debido a una disminucidon de suministro de amonio

(NH3) a la orina.

Como se menciond en capitulos anteriores, la ERC influye en la alteracidn de los niveles de
urea y amoniaco, y esto a su vez, contribuye a la alteracién del pH en la orina,

principalmente la disminucidn de este. Existen investigaciones recientes que informan la
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relacion de la disminucidn de pH urinario y la ERC, esto permite utilizar esta alteracion de
pH como un factor predictivo de ERC. Estos informes recientes de la disminucién de pH
utilizado como un biomarcador, tiene un gran valor clinico significativo para el diagndstico

o predecir trastornos derivados de la ERC (Ogawa et al., 2015).

Los resultados de He et al respaldan la investigacion clinica del pH acido en la orina en
pacientes con ERC, donde publico sus resultados de un modelo de andlisis de regresién
logistica que muestran un factor de riesgo significativo de padecimiento de ERC en la
poblacién con un pH urinario mayor a 5, en comparacion con la poblacion que tenia un pH
entre 6.2 y 6.9 (He et al., 2022). Y otro estudio del 2012 informo que existe una mayor
presencia de la ERC en pacientes con un pH urinario en ayunas entre 5.0 y 5.5,
principalmente en ERC en estadio 3, y otros estudios informaron que un pH de la orina
bajo es un biomarcador util para predecir el dafio renovascular en pacientes diabéticos
que pueden conducir a una ERC (Tutak & Findikli, 2021). Estos resultados se
complementan y sustentan con otras investigaciones que informan que la disminucién de
un pH a acido, principalmente por el primer factor de la lista anterior, se relaciona con una
tasa acelerada de la disminucidn de la TFGe entre los hipertensos con ERC (He et al., 2022;

Kamel et al., 2002; Ogawa et al., 2015; Scialla et al., 2012; Tutak & Findikli, 2021).

En la ERC contribuye al dafio estructural glomerular, lo que significa la perdida de la masa
nefronal o el progresivo deterioro de las nefronas funcionales, esto aumenta la excrecién
de acido para compensar la pérdida de nefronas que, esto da como consecuencia el dafo
tubulointersticial y contribuye a la progresiéon de la ERC (He et al., 2022; Ogawa et al.,

2015).

El analisis clinico de la orina tiene un gran impacto en la historia de la medicina y, esto ha
sido favorecido y respaldado por el enorme crecimiento cientifico en el desarrollo de
tecnologia de biosensores en el punto de atencién. Con este soporte cientifico vy
tecnoldgico, el andlisis de orina muestra una variabilidad biolégica considerable y facilita

un informe significante sobre la presencia y actividad sobre la ERC, ademas se puede
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emplear en pruebas adyuvantes en el diagndstico de infeccidn urinaria y alteraciones en la
funcién del rifidn causadas por otras patologias o enfermedades (Rifai et al., 2018; Tutak
& Findikli, 2021). Y un analisis de pH en la orina en la aplicacion clinica para el diagnéstico
de la ERC muestra la capacidad del funcionamiento del rifiédn para expresar la
concentracion normal de hidrogeniones en la sangre, por ende, el andlisis favorece en
analisis clinico dado que no son invasivas y ademds reducen los costos y tiempo de
respuesta en comparacion con el andlisis de sangre (Ogawa et al., 2015; Tutak & Findikli,

2021).

6.2.3 Enzimas como biorreceptores en biosensores cataliticos

6.2.3.1 Creatininasa

La creatinina amidohidrolasa, también conocida como creatininasa, es una enzima
presente en los microorganismos, que cataliza reversiblemente la hidrdlisis de la
creatinina en creatina (Figura 13). Y con respecto a la funcién, la enzima pertenece a la
familia de las enzimas amidohidrolasas ciclicas que actuan sobre enlaces amida (sobre
enlaces carbono-nitrégeno que no sean enlaces peptidicos) (Beuth et al.,, 2003). La
concentracion de creatinina estd presente principalmente en el citoplasma y las
mitocondrias del tejido cerebral, musculo esquelético, musculo cardiaco y musculo liso, y
es una cinasa importante relacionada con el movimiento de energia intracelular, la

contraccion muscular y la regeneracion de ATP (Beuth et al., 2003; Rikitake et al., 1979).

° COOH
NN +HO =—= ,f_Nt
HaC N\( cma  HC Nj(
NH NH
Creatirine Creatine

Figura 13. Conversion creatinina — creatina (Beuth et al., 2003).

55



La creatinina amidohidrolasa, también denominada "creatininasa" o "creatinina hidrolasa"
es una enzima binuclear Zn2+ de amplia distribucién que se intercambia abundantemente
y que es causante de la hidrdlisis de creatinina para formar creatina. De acuerdo con
Berberich et al., la reaccion de la creatininasa esta representada segun el esquema
presentado en la Figura 14, donde se muestra la modificacién quimica de la misma
(Berberich et al., 2005). Esta enzima estd conformada por una gran familia de proteinas
que esta constituida por > 11.000 secuencias de proteinas, y en esta familia se hallan las
dos subfamilias deformilasa FAPy y la micofactocina peptidasa, ambas asociadas con la
biosintesis de cofactores o cofactores putativos (Ayikpoe et al., 2018). Su estructura y

secuencia permiten que utilicen la creatinina como fuente de carbono y nitrégeno (Beuth

et al., 2003).
THs 0
H,C——N H,N——C——N——CH,——C——O0H
C——NH +H,0 ”
/ . . NH CHs
O—C—NH Creatinina amidohidrolasa
(Creatininasa) EC 3.5.2.10 Creatina
Creatinina

Figura 14. Hidrdlisis de creatinina catalizada por creatinina amidohidrolasa (Berberich et al., 2005).

Como se menciond anteriormente, la creatinina amidohidrolasa cataliza la ruptura
hidrolitica reversible de la amida ciclica creatinina para producir creatina, lo que refiere a
qgue, con respecto a su funcién esta enzima pertenece a la familia de las amidohidrolasas
ciclicas que actuan sobre los enlaces amida, y es la primera enzima de un sistema de
enzima de la descomposicién en cadena de la creatinina mostrada en la Figura 15 (Beuth

et al., 2003; Pundir, Kumar, et al., 2019; J. Zhang & Chen, 2021).
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. cA )
Creatinine + H,O —» Creatine
. Cl .
Creatine + HO0 — Urea + Sarcosine

Sarcosine + O, + H,0 ﬂ-» Glycine + HCHO + H,0,

Figura 15. sistema basado en tres enzimas, creatinina amidohidrolasa (CA), creatina
amidinohidrolasa (Cl) y sarcosina oxidasa (Sox) (Pundir, Kumar, et al., 2019).

Los microorganismos que involucren esta via metabdlica en su sistema utilizan
principalmente la creatinina como fuente de nitrégeno para llevar a cabo actividades
bioquimicas (J. Zhang & Chen, 2021). Acorde a Beuth et al., hasta el momento se ha
descubierto creatininasa en varias especies de arqueas y bacterias como Alcaligenes y
Pseudomonas, y dichas especies admiten que sus células utilicen creatinina como fuente
de carbono y nitrégeno como se menciond anteriormente (Amini-Bayat & Bakhtiari,

2017).

Por el contrario, se ha reportado en la literatura que los mamiferos no tienen una funcién
de la actividad creatininasa, por ende, la creatinina se derivé de forma de una reaccidon de
ciclacidon no enzimatica de la creatina y el fosfato de creatina (una fuente del grupo fosfato
de alta energia en el musculo) a un ritmo constante que se absorbe en los rifiones y se
libera en la orina (Amini-Bayat & Bakhtiari, 2017; Beuth et al., 2003). De acuerdo con este
concepto, hallazgos experimentales plantean una relacién entre las alteraciones del
metabolismo de la creatinina y diversas enfermedades renales, de modo que medir la
concentracion de creatinina en sangre y orina brinda informacién importante sobre la ERC
(Beuth et al., 2003). Su medicién y monitoreo se realiza a partir de reacciones enzimaticas
acopladas que involucran creatininasa, lo que quiere decir que esta enzima es muy
trascendente en el diagndstico médico; por ejemplo, una de las formas de realizar dicha
medicidn es a partir del uso de biosensores, los cuales actualmente son objeto de estudio
en diversas e intensas investigaciones debido al interés técnico en la estructura de la

creatinina amidohidrolasa (Beuth et al., 2003; Wyss & Kaddurah-Daouk, 2000). El empleo
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de métodos enzimaticos en dispositivos de biosensores mejora significativamente tanto la
exactitud, como también la precision de las mediciones de creatinina (Amini-Bayat &

Bakhtiari, 2017).

6.2.3.2 Creatinasa

La creatinasa o también llamada creatina amidinohidrolasa es una enzima catalitica
que hidroliza la creatina en presencia de H20 para producir sarcosina y urea Figura 16. Es
una enzima homodimérica (formadas por dos mondémeros idénticos) con un dominio N-
terminal pequeno y un dominio C-terminal grande (Hosaka et al., 2003). Los dos sitios
dindmicos estdn en la interfaz que convergen los dos mondmeros y es simplemente
dindmico (Hosaka et al., 2003; A. Khan et al., n.d.). Por su funcion y estructura, esta
enzima se clasifica como miembro de la familia de enzimas hidrolasas, aquellas que actdan
sobre enlaces carbono-nitrégeno distintos de los enlaces peptidicos, particularmente en

las amidinas lineales (Hosaka et al., 2003).

(0]
0 I
‘ Hy;N——C——NH,
HN—C—N—CH,——C—OH 4 5 » Urea
o]
NH  CHs Creatina amidinohidrolasa
Creatina (Creatinasa) EC 3.5.3.3 HzC——NH——CH,—C——0H

Sarcosina

Figura 16. Hidrdlisis de creatina catalizada por creatinasa (Berberich et al., 2005).

La creatinasa es una enzima amidinohidrolasa, y esta actua en la catalisis de la eliminacién
del grupo guanidina de la molécula de creatina Figura 17, especificamente actua en la
escisién hidrolitica de los enlaces C-N a través de intermedios tetraédricos (Todd et al.,

2001).
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Grupo guanidina

// NH
| \
| OH
HaN N(\n/
\ ) %

Figura 17. grupo guanidina de la molécula de creatina.

6.2.3.3 Sarcosina oxidasa
La sarcosina oxidasa (sarcosina oxidasa monomérica) es una flavoenzima que
cataliza la sarcosina para dar como producto glicina, formaldehido (CH,0) y peréxido de

hidrégeno (H202) como se muestra en la Figura 18 (Wagner & Jorns, 2000).

(0]

0
H;N—CH—C—O0H | HcHO + H0,
HsC——NH——CH,—C——O0H + 0O, +H,0 —— P
S i Sarcosina Oxidasa
arcosin EC1.5.3. .
Glyicina

Figura 18. Hidrdlisis de sarcosina catalizada por sarcosina oxidasa monomérica (Berberich et al.,
2005).

La sarcosina oxidasa es una proteina con 1 mol de dinucledtido de flavina y adenina (FAD)
unido covalentemente. De acuerdo con el grupo de investigacién de Willie et al, las
enzimas de sarcosina oxidasas se han descrito en dos clases principales de enzimas (Willie

et al., 1996):

e Enzimas heterotetraméricas: estas enzimas son proteinas que contienen flavina
tanto covalente como no covalente.

e Enzimas monoméricas: son enzimas que contienen solo flavina covalente

Entre las diversas enzimas que integran en la familia de sarcosina oxidasas, las mas

utilizadas en la investigacién de aportacién clinica son las de clase de sarcosina oxidasa
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monomérica, especialmente las que contienen solo flavina unida covalentemente
(Damido, 2019; Guo et al., 2006). La sarcosina oxidasa monomérica es una proteina
oxidorreductasa que catalizan la desmetilacion oxidativa de un enlace N-metilamina de
aminodcidos de la sarcosina (N-metilglicina) que conducen a la formacion de especies de
imina intermedias, este producto es un grupo funcional inestable que experimenta
espontaneamente reacciones no enzimaticas que luego se descomponen en diferentes
reacciones espontaneas como hidrdélisis, desmetilacién o también formacién de enlaces C-
C, ocasionando una serie de productos diferentes como se muestra en la Figura 19

(Damido, 2019; Lahham et al., 2021).

0O, H,0,
FMNH, FMN o, HJfolate/, Glycine + 5,10-CH2-H4folate
Imine /\
FAD o,  FADH, H,0 ™ Glycine + Formaldehyde
Sarcosine U> Imine
TSOX
—— » cyclized product
0 0 s
R O,  H0, R N 3 hydrq[yzed vproduct ‘
,/ OH E f ” OH spontaneous 8) OX ,_V‘ T
.-NH soﬂx i N ———> aliphatic product
(unstable) imine-product

—— > gromatic product

Figura 19. Reaccion redox de sarcocina para producir especies de imina (Damido, 2019; Lahham et
al., 2021).

La mayor parte de estas enzimas utilizan oxigeno como aceptor de electrones. De acuerdo

con la literatura de las caracteristicas de la flavoenzima de sarcosina oxidasa,
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generalmente las reacciones de oxidacion catalizadas por estas enzimas se pueden dividir

en dos semirreacciones (Lahham et al., 2021):

1. semirreaccion reductora: las enzimas de sarcosina oxidasa oxidan un enlace
carbono-nitréogeno del sustrato mediante la transferencia de un hidruro
equivalente a la flavina, esto conduce a la formacién de una especie de imina
intermedia.

2. semirreaccion oxidativa: la base nitrogenada flavina es oxidad por un aceptor de
electrones. La flavina reducida provocara directamente una reaccién con el
dioxigeno lo que producira perdxido de hidrégeno en el caso de las flavoproteinas

oxidasas

La oxidacion de sarcosina en los mamiferos es mediada por una deshidrogenasa
mitocondrial que esta estrechamente vinculada a la cadena de transporte de electrones
en la mitocondria. En los mamiferos, la enzima de sarcosina deshidrogenasa participa en
la eliminacidon oxidativa del grupo metilo de la sarcosina (Reuber et al., 1997). Estas
enzimas estan ampliamente presentes en la naturaleza, principalmente se han encontrado
en varias especies que van desde bacterias hasta Homo sapiens, y su participacién en
varias vias bioldgicas se ha estudiado considerablemente por su importancia en estos

procesos bioldgicos (Lahham et al., 2021b).

Y como se menciond anteriormente, la sarcosina oxidasa monomeérica es una enzima
oxidorreductasa con muchas aplicaciones clinicas, esta enzima por su participacion en
diferentes procesos metabdlicos cuando es combinada con otras enzimas como la
cretinasa y la creatininasa, tiene la capacidad de usarse como una herramienta de
diagnéstico para evaluar la funciéon renal, por ende, la sarcosina oxidasa se considera una
enzima diagndstica esencial para la cuantificacion del nivel de creatinina en diferentes

fluidos biolégicos (Damido, 2019; Willie et al., 1996).
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6.2.3.4 Ureasa

La ureasa o tambien Illamada urea amidohidrolasas, es considerada una
metaloenzima dado por la dependencia del niquel (Mazzei et al.,, 2020a; Svane et al.,
2020). Desempeiia un papel fundamental en la mineralizaciéon del ciclo global del
nitrégeno, siendo capaz de catalizar la hidrélisis de urea teniendo una reaccién inicial que
produce amoniaco (NHs) y carbamato (acido carbamico [HNCOOQOH]), seguidamente se
lleva otra reaccién que descompone espontaneamente el carbamato produciendo otra
molécula de amoniaco y acido carbdnico (H2COs) (Benini et al., 2013; Mazzei et al., 2020;
Svane et al., 2020). La reaccion general de la hidrdlisis de la urea catalizada por la ureasa

ocurre de la siguiente manera:

0 0] H,0 0
J —_ H,0 ———~ 2 NHg-ﬁh—ﬂ-Ho/ﬂxOH-FENHg

HoN NH, urease H,N OH
urea carbamic acid carbonic acid

Figura 20. Reaccion global de hidrdlisis de urea catalizada por la enzima ureasa (Svane et al.,
2020).

En soluciones acuosas, el producto final de la hidrolisis de urea: la molécula de acido
carbamico y las dos moléculas de amoniaco producidas, estan en equilibrio con sus formas
desprotonada y protonada. Este proceso catalitico de la urea mediada por la ureasa
desencadena un rdpido aumento general del pH del medio causado por la produccién de
NHs (Figura 21), esto representa efectos negativos tanto en la salud humana (Mazzei et

al., 2020; Svane et al., 2020).

0
(|3 +3H,0 =—— 2NH,* + HCO; + OH-

HoN™ NH,

Figura 21. Reaccion general de la hidrdlisis de la urea (Mazzei et al., 2020).

El carbonato de hidrégeno y las dos moléculas de amoniaco estan en equilibrio con sus
formas desprotonadas y protonadas, respectivamente. Esta reaccidon catalitica
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desencadena un rapido aumento general del pH del ambiente correspondiente a la
produccién de amoniaco como producto. Este efecto de alcalinizacién es utilizado por
numerosos estudios cientificos para la cuantificacién de la urea para aplicaciones clinicas
para el diagndstico y seguimiento después del tratamiento, y es un candidato para uso
como biomarcador de ERC (Gowda et al., 2010; Konieczna et al.,, 2012; Mazzei et al.,

2020).

6.3 Inmovilizacion de enzimas

La demanda global actual de la atencidn sanitarias ha incrementado en los ultimos
afios, y consigo mismo se han mejorado la productividad de herramienta, técnicas,
protocolos y dispositivos que mejoren la atencion médica. Esto converge a la investigacién
y desarrollo de dispositivos portatiles para mejorar el diagndstico clinico, por ende, el
desarrollo de biosensores analiticos tiene un impacto significativo en esta demanda global

de la atencidn sanitarias (Datta et al., 2013).

De acuerdo con Oujji et al. la inmovilizacién enzimatica es considerada el primer y mas
importante requisito para el desarrollo de un bioensayo, (Ouijji et al., 2014). El uso estos
biocatalizadores (enzimas) en la vida moderna ha impactado favorablemente en las
aplicaciones de diagndstico y tratamiento de muchas enfermedades (Hassan et al., 2019).
Las enzimas mejoran los procesos de bioensayos aumentando la capacidad de velocidad
de reacciones quimicas sin cambiar el equilibrio entre reactivos y productos, y también sin
modificarse ni consumirse totalmente debido a las interacciones (Hassan et al., 2019). La
enzima inmovilizada aumenta su velocidad de reaccidon a mas de un millén de veces; en
consecuencia, para tener lugar los procesos bioquimicos de las reacciones tardaban un
periodo largo en completarse en ausencia de estimulacién (algunas tardan afios en
completarse) pueden ocurrir en fracciones de segundo en presencia de la enzima
adecuada y las caracteristicas adecuades de la inmovilizacién (Hassan et al., 2019; Wahba

& Hassan, 2017).
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Estos requisitos son indispensables para facilitar el desarrollo econémico y a gran escala
de un dispositivo confiable para las pruebas de ensayo clinico. La inmovilizacidon de
enzimas es una tecnologia que tiene la capacidad de conseguir una actividad catalitica y
especificidad, ademas, mejora la estabilidad de la enzima al pH y la temperatura,
obteniendo enzimas mds estables, activas y reutilizables (Datta et al., 2013; Xu et al.,

2022).

El principio de concepto de inmovilizacidn de enzimas surgié cuando se descubrié que las
enzimas podian realizar catalisis y actualmente la inmovilizacién de enzimas se puede
definir como moléculas de enzimas fisicamente confinadas o localizadas sobre o dentro de
un soporte o matriz con retencion total o parcialmente mayor de sus actividades
cataliticas, y que pueden ser separadas y reutilizables (Aggarwal & Pundir, 2016; Hassan et
al.,, 2019; M. R. Khan, 2021). De acuerdo con esta definicion, el objetivo principal de la
inmovilizacidon enzimatica es asociar este biocatalizador a una matriz insoluble para ser
separada facilmente después de su aplicacion y que tenga la capacidad de volver a ser

reutilizables en condiciones estabilizadas (Hassan et al., 2019).

La tecnologia de inmovilizacion de enzimas es una herramienta muy extendida que ha
evolucionado enormemente para aumentar varias propiedades mejoradas y adicionales
con respecto a su estado soluble, como la disponibilidad de enzimas mds estables (en
condiciones fisicas y quimicas), mayor actividad enzimatica, reducir la pérdida de enzimas
durante el proceso con la posibilidad de reutilizacién, mds tiempo de almacenamiento,
permite un control mds sencillo del proceso, una amplia gama de actividades en presencia
de varios factores fisicos y quimicos, asi como una recuperacién mas facil del producto lo

que significa beneficios econdmicos (Dwevedi, 2016; Sastre et al., 2020).

La inmovilizacién de enzimas integra un sistema el cual constituye principalmente de tres
componentes: las enzimas, la matriz o soporte y el método de unién de la enzima a la
matriz (Hassan et al., 2019; M. R. Khan, 2021). Las caracteristicas del soporte utilizado son

fundamental en el proceso de inmovilizacion ya que esto amplificara la estabilidad
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operativa del sistema de inmovilizacién, beneficiara en las propiedades del sistema
catalitico producido y determinara la eficacia del sistema de inmovilizacién enzimatica

(Hassan et al., 2019; Zdarta et al., 2018).

Aun cuando existe un crecimiento potencial en la investigacion de la inmovilizacion de
enzimas, no existe un soporte universal; sin embargo, existen muchas caracteristicas
recomendables que se deben considerar al seleccionar el material utilizado para la matriz

o soporte resumidas en la

Tabla 6 (Brena et al., 2013; Zdarta et al., 2018).

Tabla 6. Caracteristicas de los materiales del soporte o matriz.

Las principales caracteristicas requeridas de los materiales utilizados en el soporte para

una inmovilizacion eficaz de enzimas

Estabilidad quimica y térmica.

e Insolubles en condiciones de reaccién.

e Alta afinidad por las enzimas.

e Biocompatibilidad.

e Presencia de grupos funcionales reactivos.

e Alta disponibilidad y bajo costo.

Las propiedades fisicas de las enzimas inmovilizadas son afectadas por el material de
soporte, como la resistencia a la compresion, hidrofilia, inercia frente a las enzimas,
biocompatibilidad, resistencia al atague microbiano y disponibilidad a bajo costo. En
general, las propiedades fisicas del sistema de la inmovilizacién de enzimas son las del
material de soporte (Datta et al.,, 2013; M. R. Khan, 2021). El soporte utilizado para la
inmovilizacion de enzimas también afecta las propiedades quimicas de la enzima, como el

pH (Keyes & Saraswathi, 1985). Estos cambios forman la base de un gran numero de
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aplicaciones y soluciones a diversos problemas relacionados con los sectores industrial,
medioambiental y salud, como la sintesis de complejos intermedios de farmacos;
remediacidon de agua, aire y suelo contaminados; y diagndstico de enfermedades y su

tratamiento (Dwevedi, 2016).

La seleccion del material de soporte apropiado depende en gran medida del tipo de las
enzimas, asi como del tipo y las condiciones del proceso catalitico, de ahi que las
propiedades tanto de la enzima como el material del soporte utilizado afectaran el
proceso y determinaran las propiedades de la reaccion soportada por la enzima
inmovilizada. Esta interaccién entre enzima y soporte, mejoran principalmente las
propiedades mecanicas, quimicas, bioquimicas y cinéticas especificas de la enzima
inmovilizada (Brena et al., 2013; Hassan et al., 2019). Y a efecto de las pautas anteriores y
de la revision de la evidencia cientifica el paso preliminar para inmovilizar la enzima es
determinar el material de soporte en funcién de la aplicacidn final, y el siguiente paso es

elegir el método de inmovilizacion (Hassan et al., 2019; Zdarta et al., 2018).

La seleccion del método de inmovilizacién adecuado desempefia un papel clave en el
proceso de inmovilizacién, puesto que determinara la actividad y las propiedades de la
enzima en una reaccion particular (Hassan et al., 2019; Lee et al., 2017). A efecto de la
revisidn de la literatura, los métodos de inmovilizacién se pueden dividir en dos categorias
generales de acuerdo con el tipo de unidn entre el soporte de inmovilizacion y la enzima
descritos en la Tabla 7 (Costa et al., 2005; Hassan et al.,, 2019; Mohamad et al., 2015;
Ozkan et al., 2023).

Tabla 7. Principales categorias de inmovilizacion de enzimas.

Métodos de inmovilizacion

Meétodos quimicos Se caracterizan por interacciones

monovalentes mas débiles; un ejemplo de

66



ellos son enlaces de hidrégeno, fuerzas de
van der Waals, unién por afinidad,
interacciones hidrofébicas, union idnica de
la enzima con el material de soporte o
contencion mecanica de la enzima dentro

del soporte.

Meétodos quimicos En estos métodos se involucran Ila
formacién de enlaces covalentes debido
por enlaces éter, tioéter, amida o
carbamato entre la enzima y el material

utilizados para el soporte

De esta categorizacién se extienden cinco métodos principales disponibles para la
inmovilizacidon de enzimas: adsorcidén, unién covalente, atrapamiento, encapsulacién y

reticulacién (Figura 22) (Bernal Juarez, 2013; Hassan et al., 2019; Sanchez-Ramirez et al.,

B E s

2014; Xu et al., 2022):

Unién Adsorcion Reticulado
covalente ibnica
b / X e,
e B
e ‘
8
Atrapamiento Encapsulacién

Figura 22. Esquemas de las técnicas de inmovilizacion de enzimas mds comunes. a) unién quimica.
B) retencion fisica (Sdnchez-Ramirez et al., 2014).
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El método utilizado para la inmovilizacion de enzimas debe priorizar la actividad
enzimatica maxima y conservar la conformacidon tridimensional de la enzima,
especialmente en su sitio activo (Oujji et al., 2014). Se han evaluado considerablemente
todos los métodos de inmovilizacion enzimdtica en numerosas investigaciones vy
publicaciones cientificas, lo que evoluciona continuamente desarrollando nuevos
materiales de soporte utilizados mejorando los métodos; estos métodos descritos en la
Tabla 8 exponen sus ventajas y desventajas de acuerdo a la literatura (Bernal Juarez, 2013;
Brena et al., 2013; Hassan et al., 2019; Mohamad et al., 2015; Ozkan et al., 2023; Sanchez-
Ramirez et al., 2014; Xu et al., 2022):

Tabla 8. Tipos de inmovilizacion de enzimas.

Método

Union covalente Es el método mas utilizado para la inmovilizacién de enzimas.
Consiste en la activacién de grupos quimicos del soporte para que
reaccione con nucledfilos de las enzimas (cadenas laterales de lisina
[grupo e-amino], cisteina [grupo tiol] y acidos aspartico y glutamico

[grupo carboxilico]).

Ventaja: | Proporcionan una unién enzima-soporte es muy fuerte y debido a
su gran estabilidad de los enlaces, la enzima no es liberada en el
entorno de reaccion permitiendo su reutilizacién con mas

frecuencia que con otros métodos de inmovilizacion disponibles.

Desventaja: | Perdida de actividad enzimatica. Requiere de proteccion del centro

activo de la enzima para evitar su alteracion.

Adsorcion idnica Es uno de los métodos de inmovilizacion reversibles mas simples
gue implica en la unién de la enzima al soporte a través de fuerzas

débiles mediante interacciones idnicas (a través de enlaces salinos),
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Ventajas:

Desventajas:

Reticulado o]

entrecruzamiento

Ventajas:

Desventajas:

Atrapamiento

Ventajas:

Desventajas:

fuerzas de Van der waals y por puente de hidréogeno.

Facil y rapido de realizar; usualmente preserva la actividad catalitica
de la enzima, es un método reversible y por lo que resulta

econdmicamente atractiva.

La unidn soporte-ezima es muy débil y se forman derivados pocos

estables lo que puede existir problemas de pérdida de enzima

Es un método irreversible que no requiere de un soporte para evitar
la pérdida de enzima en la solucién del sustrato y consiste en el uso
de reactivos bifuncionales  (dialdehidos, diiminoésteres,
diisocianatos o diaminas activadas con carbodiimida) que origina

uniones intermoleculares entre las moléculas de la enzima.

Enzimas insolubles con enlaces resistentes a condiciones extremas
de pH y temperatura. Estabilidad de la enzima debido a su rigidez

de la estructura.

Algunos reactivos de reticulacion pueden desnaturalizar la enzima.

Es un método irreversible mas sencillo de inmovilizacién de enzimas
e implica que las enzimas queden restringidas fisicamente en las
cavidades interiores de una matriz solida porosa o dentro de una
red polimérica (polimero organico, silica sol-gel), que permite que el

sustrato y los productos pasen, pero retienen el enzima.

Mejorar la estabilidad de la enzima sin pérdida de actividad vy
normalmente se evita la desnaturalizacion ya que la enzima no

sufre alteraciones quimicas entre el material de soporte.

La enzima puede desprenderse del soporte y los problemas de
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transferencia de masa a través membranas o geles

Encapsulacion Este es un subtipo de método de atrapamiento que consiste en una
cubierta de membrana semipermeable que permite que reaccione

con nucledfilos de las enzimas.

Tiene las mismas ventajas que el método de atrapamiento, pero se
Ventajas: | este método posibilita la encapsulacion simultanea de mas de un
tipo de enzimas permitiendo llevar a cabo reacciones que suceden

en multiples pasos.

Desventajas: . . i .
Existen muchas enzimas y las células en las soluciones son lo

suficientemente grandes como para que no puedan salir ni entrar

en la capsula

En general de los métodos fisicos y los métodos quimicos es que en los fisicos da como
resultado una pequeia pérdida de actividad enzimatica; sin embargo, existen riesgos de
desorcion y fuga de enzimas. En cuanto los métodos quimicos la estabilidad aumenta por
sus enlaces quimicos, pero conduce a una pérdida de actividad enzimatica (Xu et al.,
2022). Con las diversas contribuciones cientificas surgen nuevas estrategias y
oportunidades para seleccionar un método de inmovilizaciéon junto con los materiales
apropiados del soporte de acuerdo con nuestra aplicacion de interés que sin duda
producirdn un resultado significativo con la capacidad de desarrollo de procesos multi-

enzimaticos y estables (Mak & Ho, 2022; Wilson et al., 2023).

Al finalizar el proceso de inmovilizacién enzimatica, el electrodo modificado con la enzima
y matriz interactian con el analito sobre el sistema aplicado, esto nos proporcionara una
sefal de respuesta en el cambio de una propiedad fisica forma de corriente, voltaje,

cromogénico, oxigeno, etc. (Narang et al., 2017).
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6.4 Biosensores microfluidicos colorimétricos

La miniaturizacién de dispositivos con operaciones bioquimicas busca diferentes
ventajas como la disminucidn de costes, la ergonomia, la velocidad de diagndstico o la alta
sensibilidad, es por esto por lo que cada vez se desarrolla mas tecnologia microfluidica,
pues permiten recrear procesos bioquimicos a una escala microscopica (Rapp, 2017). Los
dispositivos microfluidicos son de un tamano tan reducido que los principios fisicos de los
fluidos gobiernan su comportamiento, por esto se toma en cuenta un gran numero de
ramas de la fisica, desde la dindmica de fluidos la difusién, la relacién superficie-volumen,
la tension superficial, la capilaridad, etc. Y estas, estdn estrechamente ligada a las ciencias

biolégicas (Bragheri et al., 2016; Juarez Jiménez, 2018).

La definicion mas aceptada para la microfluidica es definida como un campo de estudio
gue se centra en el disefio, la fabricacidén y la formulacién de dispositivos y procesos que
manipulen y controlen fluidos con volimenes muy pequefos a través de una red de
microcanales que estén sujetos a condiciones quimicas y mecanicas que mimetizan
funciones bioldgicas (Narang et al., 2017). Y el término normalmente se acepta cuando se
habla de microfluidos y cuando las cantidades que se manipulan son pequeiias,
independientemente de que alguna otra parte del dispositivo sea relativamente mas
grande. Es decir, la microfluidica es el conjunto de actividades en que se toma ventaja o
involucra el uso y control del fluido a escalas inferiores a la milimétrica (Fernandez Rivas,

2008).

La importancia de la macroescalas del dispositivo radica en la aplicacién de interés, las
dimensiones van desde milimetros hasta micrometros considerando el tamafio de la
particula del fluido que lo atraviesa, volumen del fluido y sus caracteristicas de este. Los
fluidos mas comunes en la aplicacién de dispositivos microfluidicos involucran soluciones
de proteinas, soluciones de anticuerpos, soluciones tampdn, suspensiones bacterianas o
celulares y otras muestras bioldgicas (p. €j., sangre, sudor; orina; lagrimas, saliva) (Narang

et al., 2017). Por medio de la miniaturizacion en dispositivos microfluidicos para el drea de
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analisis clinico, se han desarrollado e integrado varios biosensores con el empleo de
procesos bioquimicos de muestras bioldgicas, sus reacciones y el andlisis en un dispositivo
con dimensiones de unos pocos centimetros, que también se denominan laboratorio en
un chip (LOC, por sus siglas en inglés) (Inamuddin et al.,, 2019). Existen ventajas
significativas en la incorporacion de técnicas de microfluidica en la investigacidn
biomédica para el desarrollo de dispositivos destinados al sector salud en el andlisis clinico

(Narang et al., 2017):

e La cantidad de volumenes de muestra requerida es menor.

e El empleo de reactivos para obtener un diagndstico es menor en comparacién con
otros dispositivos.

e El tiempo de respuesta es considerablemente menor en comparaciéon con los
ensayos tradicionales utilizados en laboratorios.

e Existen procesos rentables y accesibles para la fabricacién de dispositivos
microfluidicos.

e Desarrollo de dispositivos LOC altamente complejos para un diagndstico rapido,

accesible y barato en comparacion con los analisis de laboratorio.

El crecimiento en la investigacidn y desarrollo tecnolégico de la microfluidica ha atraido
mucha atencidn en diferentes campos tanto interdisciplinarios como multidisciplinarios en
la quimica, la fisica, la ingenieria, la biomédica, la biotecnologia, la nanotecnologia, entre
otros campos. En el campo de la biomédica existen varios problemas que se quiere
resolver principalmente en dos areas que son inherente en su conexidon con la salud
humana, las enfermedades y la seguridad alimentaria; el crecimiento de la microfluidica
ha favorecido estas areas con el desarrollo de dispositivos y técnicas que mejoren una
biodeteccién precisa y oportuna, ademas de un monitoreo adecuado en tiempo real para

la atencidn preventiva y de intervencidn clinica (Inamuddin et al., 2019; Mak & Ho, 2022).
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En 2007, Whitesides y colegas de la Universidad de Harvard anunciaban por primera un
articulo que describia un dispositivo emergente de lo que posteriormente se conoceria
como dispositivos microfluidicos basados en papel o dispositivos analiticos microfluidicos
basados en papel (LPAD, por siglas en inglés) mostrados en la Figura 23 (Kintzios, 2017;
Mak & Ho, 2022; Martinez et al., 2007). El grupo de Whitesides proporcionaron un nuevo
sector de dispositivos que aprovechaban y combinaban las ventajas de la ciencia y
tecnologia de flujo lateral y de las tiras reactivas para el desarrollo de una nueva
alternativa de las pruebas de laboratorio en el lugar de asistencia (POCT, por sus siglas en
ingles) para la deteccién, diagndstico y monitoreo de enfermedades de bajo costo
portatiles, asequibles y desechables, ademas con las ventajas de los dispositivos

microfluidicos que se mencionaron en la lista anterior (Kintzios, 2017; Mak & Ho, 2022).
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Figura 23. uPAD fabricado por fotolitografia para detectar glucosa y proteina. Il) Esquema de las
partes y dreas con los reactivos agregados. lll) ensayos de glucosa y proteina desarrollados con el
UPAD (Martinez et al., 2007).

El principal objetivo del grupo de Whitesides era desarrollar una clase de dispositivos de
POCT de bajo costo, accesibles y que no requerian de equipo de laboratorio ni de personal
calificado para implementarse en entornos con recursos limitados y reducir la carga
sanitaria del sector salud mejorando el acceso a la atencién médica a la poblacién global
(Kintzios, 2017). El mayor impacto de la innovacidon del grupo de Whitesides fue el
desarrollo de un UPAD que incorporaba las ventajas del papel como su capilaridad, bajo

costo y un método facil para modelar en el papel en un sistema de canales hidrofilicos y
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areas de deteccion de multiples analitos para realizar los ensayos clinicos, e incluso, la
capacidad de obtener resultados semicuantitativos y cuantitativos hasta cierto punto

(Kintzios, 2017; Martinez et al., 2007, 2008).

La investigacion del grupo de Whitesides proporciono un enfoque en el desarrollo de
nueva tecnologia y aplicaciones de los UPAD para el diagndstico portatiles de bajo costo,
accesible y de facil operacién por el usuario. Y como consecuencia, ha captado la atencién
de los centros de investigacion en un nuevo campo de fluidos en papel y en aplicacion en
ensayos basados en papel, asimismo, causo una oleada de interés en el sector industrial
en el desarrollo de nuevos POCT con la tecnologia y ventajas de las aplicaciones de los
UPAD (Kintzios, 2017). Esto impacto en los paises en desarrollo, particularmente en las
poblaciones con instalaciones médica subdesarrolladas o con poca infraestructura, donde

existe una enorme dificultad de acceder a la atencién clinica (Mak & Ho, 2022).

Al miniaturizar el sistema analitico, esta tecnologia de los UPAD se ha aplicado
ampliamente en biosensores con diferentes enfoques de deteccién como colorimétricos,
fluorescentes, quimioluminiscentes, electroquimicos y otros. Entre estos enfoques de
deteccion, los métodos de deteccion colorimétrica han resaltado en la comunidad
cientifica capaz de realizar andlisis in situ de muestras multiplexadas para la deteccién de
multiples analitos de forma sencilla y rentable. Estos avances han introducido una alta
variedad de YUPAD dirigidos para la deteccién de enfermedades; patdgenos transmitidos
por los alimentos; aditivos y contaminantes para la seguridad alimentaria; medio

ambiente; residuos y calidad de agua; entre otros.

Estos dispositivos tienen un gran potencial en aplicaciones clinicas en el sector salud, en
comparacion con las otras areas, gracias a la evidencia cientifica en los Ultimos afios de los
MPAD en aplicaciones de ensayos de diagndstico cualitativos y semicuantitativos
enfocados a la deteccion de mas de un analito, incluidos los biomarcadores de interés,

proteinas, metabolitos, dcidos nucleicos e incluso patégenos (Mak & Ho, 2022).
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Si tomamos en cuenta la atencion médica clinica tradicional, hay un gran interés en
biosensores de alta calidad para la medicion de indices fisiolégicos. También con el
desarrollo del Internet de las cosas, las técnicas de autoservicio y el énfasis en la atencién
sanitaria debido a los actuales sucesos de pandemia y enfermedades que cada vez estdn
en aumento en la poblacidn, mucha de esta atencidn se ha transferido de la asistencia
sanitaria clinica a la asistencia sanitaria familiar, por ejemplo, el seguimiento a largo plazo
de enfermedades crénicas, la prevencidn de enfermedades y la deteccidn temprana, por
lo que servicios clinicos remotos alcanzables para cualquiera son de vital importancia

(Wang, 2020).

Esta técnica de dispositivos microfluidicos colorimétricos cada vez estda tomando mas
avances y mas aplicaciones en distintas dreas de investigacién, por estos podemos verlos
involucrados en temas como la deteccion colorimétrica en uPAD (Morbioli et al., 2017).
Estos dispositivos son bastante usados en el area analitica debido a sus atractivos
movimientos pasivos del analito sin fuerzas externas debidas al fendmeno capilar,

también debido a su portabilidad, bajo costo y facilidad de uso (Bendicho et al., 2021).

6.4.1 Colorimetria

La colorimetria es una ciencia que estudia y desarrolla el color, es decir, que utiliza
los colores segun las necesidades de las personas, generando una escala de valores
numéricos para después desarrollar estrategias para cuantificar la variedad de estos
(Esquerre, Mendoza; Yrma, 2017). Esta es un método fisico no destructivo muy utilizado
para determinar el color de una muestra. Para realizar la medicidén del color en las
muestras se utiliza un instrumento calibrado Ilamado colorimetro o un
espectrofotémetro, el cual también permite obtener una curva espectral (Carvajal Herrera
et al., 2011). Los cambios de color son visibles y medibles desde una camara de un
teléfono inteligente, las pruebas no requieren equipos de medicidn costosos y se pueden
aplicar al analisis de campo y al diagndstico en el punto de atencién (Avila & d’Electronica,

2017).
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Una convergencia de los ultimos avances en materiales, disefio y arquitecturas de
dispositivos especializados estda comenzando a sentar las bases para una préxima
generacion de tecnologias en biosensores, donde se combinan las técnicas microfluidica y
los andlisis colorimétricos, al mismo tiempo que se hace una convergencia de avances en
dispositivos portatiles para el monitore en tiempo real sin la necesidad de equipo

especializado (Koh A, et al. 2016).

Esta técnica de dispositivos microfluidicos colorimétricos cada vez esta tomando mas
avances y mas aplicaciones en distintas dreas de investigacion, por estos podemos verlos
involucrados en temas como la deteccidon colorimétrica en dispositivos analiticos
microfluidicos basados en papel (LPAD) (Gianini G., et al. 2017), Dispositivos analiticos de
microfluidos basados en papel para la deteccidn colorimétrica de iones toxicos (Sriram G.,
et al., 2017), estos UPAD son bastante usados en el drea analitica debido a sus atractivos
movimientos pasivos del analito sin fuerzas externas debidas al fendmeno capilar,
también debido a su portabilidad, bajo costo y facilidad de uso. O proyectos como el
desarrollo de un biosensor colorimétrico de microfluidos para la deteccién en el campo de
Salmonella en verduras recién cortadas utilizando microesferas de poliestireno tiolado
(Man Y., et al. 2021), y un dispositivo microfluidico suave y portatil para la captura,
almacenamiento y deteccion colorimétrica del sudor, o sistemas de microfluidos
multifuncionales suaves e integrados en la piel para el analisis colorimétrico de
biomarcadores del sudor y Temperatura, (Choi, J., et al. 2019) , estos en los cuales

también se utiliza la aplicaciéon de imagenes para monitorear sefiales colorimétricas.

La deteccion de biomarcadores por medio de métodos colorimétricos es otra forma de
andlisis biolégico de fluidos in situ no invasivo. Los métodos de deteccidn colorimétrica
permiten una evaluacion semicuantitativa, rapida, econdmica y confiable de
biomarcadores en el sudor, orina, saliva o sangre. Los analisis quimicos incorporados entre
el biomarcador del fluido bioldgico y el reactivo incrustado en la plataforma de deteccién
qgue responden de manera colorimétrica y producen un cambio medible en la longitud de

onda de la luz. Las interfaces inaldambricas para el hardware de captura de imagenes
76



digitales de alta calidad y la extracciéon de color se pueden utilizar para capturar
informacidn dptica y convertirla en datos cuantitativos, como el pH y la concentracién de
los analitos. Al comparar los valores RGB extraidos de la imagen digital con una curva de
calibracion estandar previamente medida en el laboratorio, la concentraciéon de los

analitos se puede determinar (Koh et al., 2016; Shen et al., 2012).

La tecnologia de deteccidn colorimétrica tiene una variedad de caracteristicas atractivas,
como la facilidad de fabricacién a gran escala, el monitoreo simultdneo de multiples
analitos en tiempo real y estructuras livianas vy flexibles. Estas caracteristicas hacen a este
tipo de biosensor adecuados para el control de la salud operados por el mismo paciente
desde su hogar. Las técnicas y métodos utilizados en la actualidad para la deteccion de
urea y creatinina resultan tener aun complicaciones como el tiempo, costo de analisis y
diversas interferencias por la presencia de otros aminodcidos. Por lo tanto, se requieren
métodos especificos para la deteccion de estos analitos, para ello se proponen métodos
colorimétricos de bajo continuo y con alta sensibilidad (S. B. Kim et al., 2018; Ye et al.,

2020).

La tecnologia biomédica emergente ha realizado esfuerzos considerables para optimizar
las caracteristicas de los sensores colorimétricos. Recientemente, se han realizado
esfuerzos considerables para mejorar el rendimiento de los sensores colorimétricos de
alta sensibilidad por medio de reacciones enzimdticas. Con la implementacién de
interfaces inaldmbricas para el hardware de captura de imagenes digitales que sirven
como medio para la cuantificacidn, y este tipo de biosensores microfluidicos tiene un gran

potencial para la monitorizacién sanitaria de poblaciones vulnerables (Koh et al., 2016).

Publicaciones de este tipo de dispositivos han informado mucho progreso, pues se pueden
hacer evaluaciones multi-analito en rangos fisiolégicamente relevantes, para esto son
importantes los ensayos quimicos colorimétricos y las técnicas de imagenes digitales
asociadas. Esta direccion de investigacidn se centra en sistemas de microfluidos delgados,

suaves y compatibles que incluyen redes de canales de microfluidos, puertos de entrada /
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salida, microdepdsitos y sensores colorimétricos para recoleccidon, captura,
almacenamiento y andlisis de los analitos. Estas caracteristicas colectivas nos permiten
evaluar multiples biomarcadores de forma simultanea e independiente, en tiempo real,

con un solo dispositivo. (Choi, J., et al. 2019)

Estos métodos colorimétricos para el andlisis cuantitativo requieren marcadores de
referencia de color para funcionar de forma confiable en condiciones ambientales
naturales, como un medio para compensar la variabilidad en las propiedades espectrales
de la luz de iluminacién. Las respuestas colorimétricas de cada ensayo sobre los rangos
tipicos de concentracidn para cada una de las quimicas objetivo proporcionan informacién
espectral para los marcadores de referencia de color. (Choi, J., et al. 2019). En todos los
casos, la profundidad del microdepdsito define la longitud del camino para la absorciéon

Optica. Lo que lleva a un aumento de la profundidad que mejora el cambio de color.

De esta forma, los colores absolutos extraidos de las imagenes digitales de los ensayos
colorimétricos dependen también de las condiciones de iluminacién ambiental y las
temperaturas de color asociadas. Estas temperaturas de color se expresan en grados

kelvin, algunas de estas durante el dia son las siguientes:

e 2500 K (amanecer, atardecer)
e 4000 K (blanco neutro)

e 5500K (luz del dia)

e 7000 K (dia nublado)

e 9000 K (sombra bajo un cielo azul).

Sin embargo, estas condiciones afectan los ensayos colorimétricos y los marcadores de
referencia de color de manera similar, aunque estudios sistematicos demuestran que el
uso adecuado de estos marcadores puede producir una extraccion precisa y confiable de
informacién de color para temperaturas de color que se encuentren entre 2500 y 9000 K,

asi como en luz amarilla, luz blanca y luz solar.
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Las limitaciones de los dispositivos actuales se encuentran principalmente en la gama de
reactivos quimicos que estan disponibles para el analisis colorimétrico preciso de
marcadores en los rangos de concentracion relevantes. Existe la posibilidad de ampliar los
esquemas colorimétricos para incluir reacciones enzimaticas o cromdégenos dirigidos a una
amplia gama de posibles aplicaciones para el diagndstico clinico especifico u otras

aplicaciones. (Koh A., et al. 2016)

Con estas caracteristicas y posibles incorporaciones tecnologicas, los dispositivos de
microfluidos representan poderosas plataformas para la captura, almacenamiento y
analisis colorimétrico de biomarcadores. Incluyendo marcadores de referencia de color
integrados, proporcionan estimaciones colorimétricas precisas de las concentraciones de
analitos en diversas condiciones de iluminacién y en entornos remotos. (Choi, J., et al.

2019).

6.4.1 Procesamiento de imagenes.

Hoy en dia, los avances tecnolégicos recientes en los dispositivos méviles y la
literatura cientifica emergente que describe el uso procesamiento de imagenes para
analisis cuantitativas en la progresion o el resultado final de las reacciones colorimétricas,
permitiendo el desarrollo de aplicaciones o softwares para la atencion clinica mas
asequibles (Khandual et al., 2013; Travieso-Gonzalez, 2018). Sin embargo, para explorar
estas aplicaciones médicas con procesamiento de imagenes como sensores colorimétricos
de bajo costo y no invasivo, es fundamental el empleo de un software capaz de segmentar
imagenes y métodos que interactien con una variedad de espacios de color o sus
derivados (RGB, CMYK, HSV, L*a*b *, etc.) antes de concluir que serad capaz de realizar

mediciones precisas (Firdaus et al., 2014; Woolf et al., 2021).

Los sistemas de imagenes de uso comun utilizan un esquema de codificacién de colores de
tres bandas o triples para representar el sistema visual humano. Uno de los métodos mas

empleados es el espacio de color primario Red Green Blue (RGB) y la intensidad de la
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imagen digital suelen ser datos de 24 bits: 8 bits para Red, 8 bits para Green y 8 bits para
Blue, con valores individuales que varian de 0 a 255. El valor minimo de los canales RGB
(R=0, G=0, B=0) se refiere al negro puro mientras que para los valores maximos (R=255,
G=255, B=255) significa blanco puro. Al usar una combinacién de intensidades R, G y B, se
pueden mostrar millones de tonos, saturaciones y luminosidad diferentes (16,777,216
colores posibles) (Firdaus et al., 2014; Khandual et al., 2013). Estos amplios colores y sus
caracteristicas de las imagenes aportar la base de datos para el analisis cuantitativo simple
y confiable para diferentes biomarcadores en un biosensor utilizando colorimetria digital
basada en imagenes. Los datos del canal RGB como respuesta a un analisis colorimétrico,
esta relacionada en gran medida de las caracteristicas de los sensores, calidad de la

camara, el entorno de iluminacién, entre otros (Khandual et al., 2013).

En todos estos métodos de deteccidn, la camara del teléfono inteligente ha sido crucial
debido a que este recibe resultados de deteccién precisos. La camara del teléfono
inteligente se utiliza para capturar imagenes de la muestra de referencia y la muestra
objetivo, para después digitalizar y descomponer en diferentes espacios de color estas

imagenes.

6.4.2 Dispositivos inteligentes destinados para el sector salud.

En los ultimos anos, varios desarrolladores han introducido dispositivos basados en
teléfonos inteligentes y esta tecnologia se ha vuelto omnipresente en la sociedad.
Ademas, también tiene potencia de calculo de repuesta y una camara incorporada,
sustituyendo asi muchos procesos y al converger esta tecnologia con la medicina, puede
traer aplicaciones clinicas potenciales, como el mapeo de la propagacion de
enfermedades infecciosas, biosensores colorimétricos, etc. (Ozdalga et al., 2012); (Yu et

al., 2022).

Los teléfonos moviles actuales son un dispositivo que se puede usar como cdmara, sensor

para aplicaciones de seguimiento de la salud y actividad ademas de ser un cliente de redes
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sociales lo que proporciona una plataforma perfecta para el desarrollo de equipos de
atencién de salud instantdanea (Romeo et al., 2016). La aplicacion en este sector salud, se
usa la avanzada camara de un teléfono inteligente con el procesamiento de imagenes, que
ha permitido abarcar aspectos que antes eran inimaginables como es en el area de la
salud para prevencién y atencion de la mayoria de las enfermedades en tiempo real, o
reducir tiempos de respuesta y costos de procesos actuales, ademds de que es un método

no invasivo (Vinisa et al., 2019).

La colorimetria basada en teléfonos inteligente ha sido considerada como una tecnologia
innovadora y muchas aplicaciones estan rapidamente desarrollandose. El mecanismo para
una deteccidn colorimétrica se centra principalmente en: inmunoensayos de flujo lateral,
el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas, la quimiolumniscencia y las matrices de

patrones de color (Geng et al., 2017).
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7 Antecedentes

7.1 Dispositivos para dafio renal

Actualmente, existen varios métodos disponibles para evaluar el grado de dafio renal en la
poblacién. En los ultimos afios el interés de aplicar un método o utilizar una herramienta
que facilite el diagndstico temprano del dafio renal con practicas que requieran el menor
empleo de equipos especializados de laboratorio o de personal capacitado, ha conducido
a un crecimiento en el desarrollo y aplicaciéon de pruebas en el punto de atencién (POCT),
como dispositivos complejos basados en biosensores, tiras reactivas, pruebas de flujo
lateral, dispositivos Lab-on-chip, etc. Estos dispositivos contienen componentes en la zona
de reconocimiento, que estan fijados en la superficie del POCT, que interactdan con los

elementos de fluidos biolégicos como sangre, salvia, suero, plasma, orina, etc.

Debido a estos avances realizados con respecto a POCT y al desarrollo de nuevos
dispositivos emergentes, los biosensores disponibles han sido testigo de un aumento de
nuevos conceptos tecnoldgicos. En la actualidad existen varias opciones de POCT
destinados al diagndstico del grado de dafio renal que se pueden aplicar en diferentes
entornos clinicos. Sin embargo, solo unos pocos dispositivos en desarrollo llegan al
mercado debido a la dificil integracién de sistemas de ensayos biolégicos complejos que
arrojen respuestas confiables, esto ocasionado por su baja sensibilidad, especificidad,
selectevidad, etc. (Dal Dosso et al., 2018; M. D. S. Shephard, 2011). En este estudio se
hace una breve revisidn, en la que se analizan una variedad de algunos de los dispositivos
POCT mas populares para medir la creatinina que se encuentran disponibles en el
mercado y, se exponen junto con sus respectivas especificaciones. Los resultados de la
investigacion se resumen en la Tabla 9 (Dal Dosso et al., 2018; Gbinigie et al., 2014; Krige,

2017; M. Shephard et al., 2010; M. D. S. Shephard, 2011).
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Tabla 9. dispositivos POCT de creatinina populares y sus respectivas especificaciones.

SENSOR Statsensor i-STAT ABL 800 Pentra Reflotron  Dri-Chem Piccolo
Flex C200 400
Fabricante Nova Abbott
. . Radiometer Horiba Roche Fuji-Film Abaxis
Biomedical
POC
Método Jaffé
Enzimatico  Enzimdtico  Enzimatico (Acido Enzimdtico  Enzimdtico  Enzimatico
picrico)
Principio Amperomé Amperom  Amperomé Colorimétr  Reflectanci  Absorbanci  Absorbanci
de lectura trico étrico trico ico a a a
Tipo de Sangre, Sangre, Sangre Sangre,
i i Sangre suero o suero o Suero o Suero o suero o
biofluido plasma plasma
plasma plasma plasma
Volumen
de la 125-
1.2 65 9 30 10 9
muestra 250
(ul)
Tiempo de
andlisis 0.5 2 1 8.5 2 5 8.5-12
(min)
Rango de
deteccion 27-1056 18-1768 10-2000 18-2000 45-884 18-2122 18-1768
(um)
Precio ~
$3,600 $5,000 $3,000 $3,500 $2,800 $6,000 $4,000
(USD)

La Tabla 9 proporciona una breve descripciéon algunos de los dispositivos POCT de
creatinina. Estos dispositivos analizan sangre total, suero, plasma o una combinacion de
estos y, otras investigaciones mencionaban que algunos analizaban la orina. También

podemos observar que en todos los dispositivos requieren volimenes de muestra muy
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pequefios y, permiten una medicidn rapida de los niveles de creatinina en comparacion de
los métodos tradicionales usados en los laboratorios. Ademads, podemos observar que el
método mas comun utilizados para el andlisis para la determinacion clinica de la creatinina
es el enfoque enzimdtico, donde la creatinina produce peréxido de hidrégeno en una
cascada enzimatica que convierte la creatinina en un producto final para lectura, en la que
participan las enzimas de creatininasa, creatinasa, sarcosina oxidasa y peroxidasa. Y el
principio de lectura mayormente utilizado para detectar la sefial generada fue
amperométricamente (Dal Dosso et al., 2018; M. Shephard et al.,, 2010). Otro método
utilizado es el método Jaffé, donde se usa el acido picrico que produce una sefial
colorimétrica en presencia de creatinina, sin embargo, estudios han demostrado que
puede presentar falsos positivos o alteraciones cuantitativas por interferentes (Pundir et

al., 2019; Siedel et al., 1988).

Todos estos dispositivos de la Tabla 9 muestran grandes ventajas considerables desde el
volumen de la muestra muy bajo; el tiempo de andlisis en cuestién de segundos o
minutos; el rango de deteccidn; la variedad de biofluidos utilizados, etc. Sin embargo, aun
existe una grieta enorme entre la accesibilidad y un diagndstico clinico de dafo renal,
debido a los costos elevados de los dispositivos. Esta situacién se puede convertir en una

oportunidad para lograr un progreso cientifico real.
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8 Metodologia

Las enzimas son proteinas que actlan como catalizadores de procesos biolégicos muy
potentes, (aumentan la velocidad de reaccién), y altamente selectivos, tanto en el
sustrato como en la reaccién. La funciéon de una enzima se centra en disminuir la energia
de activacién para facilitar que una reaccién quimica tenga lugar. La cantidad y la calidad
de enzima son dos parametros criticos que definen su aplicacién y su tiempo de uso. Entre
los factores mas importantes que afectan la actividad de una enzima se encuentran la

concentracién de la enzima, la temperatura y el pH (Villafaiie, 2008).

Sin embargo, muchas enzimas son solubles en agua, en su estado puro, y por lo tanto no
pueden durar mucho tiempo en este estado debido a la inestabilidad que trae consigo. La
inmovilizacién es una manera de asegurar una larga vida de la enzima. Ademas, una
enzima inmovilizada puede ser recuperada facilmente para usarse de nuevo, y esto es de

suma importancia si se trata con enzimas costos (Tauber, 1934).

8.1 Sintesisy funcionalizacion de macromoléculas de quitosano:
8.1.1 Materiales

El quitosano, Acido acético, Hidréxido de sodio, Etanol 98%, Glutaraldehido,

Solucién tampdn de fosfato (7.5 pH) y Agua desionizada se obtuvieron de Sigma Aldrich.

8.1.2 Método

Para este estudio se desarrolld6 un derivado de quitosano en forma de
macroesferas por método de precipitacion (Malar et al., 2021). Ya que en condiciones
favorable implica mezclarlo en estado liquido, se disolvié quitosano (2% p/v) en una
solucién acuosa de acido acético (2% p/v) poco a poco y con agitacién constante hasta

tener una dispersion homogénea. Posteriormente, la solucidn obtenida se afadié gota a
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gota a través de una jeringa con un capilar pequefio controlada por una bomba de
infusion de jeringa en un liquido de coagulacion (hidroxido de sodio 1 N y 26% v/v de
etanol) agitando suavemente para evitar turbidez. En la siguiente fase las macroesferas
obtenidas se filtraron y se lavaron con agua destilada hasta ajustar su pH a neutralizar. En
esta parte de nuestro trabajo, las macromoléculas obtenidas se funcionalizarén por medio
de reticulacion en una solucidn de glutaraldehido al 5% agitando suavemente por 4 horas
y posteriormente el exceso de glutaraldehido se lavd con agua destilada hasta tener un pH
optimo (7.5) para la inmovilizacién de enzimas (Biré et al., 2008, 2009; Zhao et al., 2011).
El grupo de Bird de la Universidad de Panonia y la Academia Hungara de Ciencias informan
que estas macromoléculas funcionalizadas para la inmovilizacién enzimdtica pueden
poseer una superficie especifica bastante alta y multiples sitios activos considerables para

que las moléculas de enzima se fijen (Bird et al., 2008, 2009; Malar et al., 2021).

Quitosano (2% p/v)

/,:" Sol. quitosano .-
7~ — Acido acético e - )
— | (2% p/v) — Hidréxido de <
7 Y- sodio 1Ny 26%
viv de etanol ‘

1 2 Macromoleculas
de quitosano

e
p Macromoleculas
Macromoleculas Z N\ de quitosano"
_Z P

de quitosano = - | 7/ Glutaraldehido {3 < -
/ =1 \ S al% —| R

= \ )
\ 4 \ ‘ 0
- Agua destilada &

-

5 6 8 9

5 4 N4

— Macromoleculas
Agua destilada de quitosano
funcionalizadas

Figura 24. Sintesis de macromoléculas de quitosano.
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8.2  Cararcterizacion fisicoquimicas de las macroesferas de quitasano

Macromoleculas 4
i S ]
de quitosano — >y

funcionalizadas -—- - ||

[ soes )

® | I 5 ‘g.-\‘ :
SU3500 10010 6m
&
s -

Figura 25. Microscopia electrdnica de barrido.

8.3 Fabricacion de dispositivos microfluidico basado en papel filtro

Se desarrollé un diseiio en forma de estrella para optimizar un flujo de microfluidos
uniforme para multiples areas de reconocimiento y para llevar a cabo las pruebas
colorimétricas por separadas. El disefio se realizé en el software CorelIDRAW, buscando un
disefio que incorpore un sensado multi-analitico fiable, incorporando una red de canales
fluidicos en la plataforma de papel de celulosa y formando barreras hidrofébicas con un
polimero que lleven el microfluido del drea de depdsito a cada una de las areas de
reaccidn, tomando en cuenta que en cada una de las areas se llegue la misma cantidad de
muestra. El disefio se le dio una forma en dos dimensiones mediante capas fluidicas y
paredes hidrofdbicas, controlando las cuchillas por computadora y un plotter de corte
(Lam et al., 2017a; Mak & Ho, 2022). Después de las operaciones de corte, la eliminacién
del material no deseado se realiz6 manualmente y se montd capa a capa para armar el

dispositivo microfluidico basado en papel 2D como se muestra en la Figura 26.
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Figura 26. Disefio y corte del material para la fabricacion de dispositivos microfluidico basado en
papel filtro.

8.4 Inmovilizacion de las enzimas
8.4.1 Materiales

Solucién tampoén de fosfato (7, 7.5 y 8.2 pH), Hidroxido de sodio (NaOH),
Creatinina, Creatina, Sarcosina, Urea, Creatininasa, Creatinasa, Sarcosina Oxidasa,
Peroxidasa de rabano picante, Ureasa, Rojo fenol (reactivo ACS), Rojo de metilo (reactivo
ACS), Azul de bromotimol (reactivo ACS), azul de timol (reactivo ACS), Etanol 98%,
Fenolftaleina  (reactivo ACS), azul de bromotimol, Dimetilsulféxido, p-
dimetilaminobenzaldehido, diclorhidrato de 3,3’-dimetoxibencidina (diclorhidrato de o-
dianisidina), Agua destilada, Acido clorhidrico (HCI), Hidréxido de sodio (NaOH),
Polisacarosa 400 (Ficoll tipo 400-DL), Reactivo Nessler y Sulfato de amonio se obtuvieron

de Sigma Aldrich.

8.4.2 Creatininasa, creatinasa, sarcosina oxidasa y peroxidasa
8.4.2.1 Meétodo

Para el ensayo de reacciones en secuencia de la creatinina se prepard una solucion
coctel con mezcla de cuatro enzimas: creatininasa, creatinasa, sarcosina oxidasa y

peroxidasa en una proporcion de 1:1:1:1 (1 mg/ml) en una solucién tamponada con
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fosfato de 7.5 de pH. La inmovilizacion de las enzimas sobre el soporte se llevd a cabo
afiadiendo 1 gr de particulas de quitosano (peso humedo) en una mezcla de 3,5 mL de
tampdn fosfato de potasio (0,02 mol/L [pH 7]) y 1.5 de la solucidn céctel de las enzimas. La
mezcla se agito suavemente en condiciones ambientales durante 24 h, luego las enzimas
inmovilizadas se centrifugaron y se lavaron con tampdn fosfato de potasio (0,02 mol/I [pH
7]1). Las macroesferas obtenidas se sumergieron en una tinta cromogénica de ODA (25
mg/mL) por 2 horas en agitacion suave. Se filtraron las macroesferas antes de depositar
en tres circulos de nuestro biosensor para nuestras zonas de creatinina, creatina y
sarcosina hasta cubrir cada area de los circulos, se dejara a temperatura ambiente hasta
su secado (Lam et al.,, 2017b; Shariati & Khayatian, 2022; Y. Zhang et al., 2019). El
mecanismo colorimétrico que se utilizara aprovechara la reacciéon de la tinta cromogénica
y peréxido, provocando cambios de color respecto a la concentracion del perdxido que se
cuantificara por medio de analisis de imagen. Esta medicién nos permitird sensar de forma

indirecta la concentracion de creatinina debido a la reaccién en cadena de esta molécula.

\\‘ Enzimas inmovilizadas \ Rojo fenol o -
— Enzimas inmovilizadas
ﬁ en las macroesferas
Ureasa
\ "y ﬁ ® ®
. °
'] Y - ] ©» - -
- weer ¥ - <>
~ — = ~ Scm e
<3 = h ~/\
Agitacion suave " Agitacién suave Biosensor microfluidico
Centrifugar a 600 r i At
por 24 h. 9 pp por 2 h. enzimatico

Figura 27. Inmovilizacion de enzimas creatininasa, creatinasa, sarcosina oxidasa y peroxidasa
sobre un soporte de macroesferas de quitosano.

8.4.3 Ureasa

Para el bioensayo de urea se prepard una solucion de ureasa (1 mg/ml) en una
soluciéon tamponada con fosfato de 7.5 de pH. La inmovilizacién de la enzima se realizé de
la misma forma que las enzimas anteriores. En la fase de sumergir las macroesferas

obtenidas en una tinta cromogénica, se utilizé rojo fenol (0,6 mg/ml) agitacion suave por 2
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horas. Se filtraron las macroesferas antes de depositar en uno de los circulos de nuestro
biosensor para el bioensayo de urea hasta cubrir el drea del circulo, se dejo a temperatura
ambiente hasta su secado (Kayastha, 2019; Medina Ferrer et al., 2020). Este mecanismo
utiliza el cambio de pH provocado por la degradacién de urea y la reaccién con la tinta
cromogénica provocando cambios de color respecto al pH que se medird por medio de

analisis de imagen para cuantificar indirectamente los niveles de urea (Medina Ferrer et

al., 2020).
\\‘ Enzimas inmovilizadas \. Rojo fenol Enzimas inmovilizadas
ﬁ en las macroesferas
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Figura 28. Inmovilizacion de la enzima ureasa sobre un soporte de macroesferas de quitosano.

8.4.3.1 Evaluacion bioguimica

Se preparo una solucién del reactivo de color de Nessler (NCR) agregando 15 ml de
reactivo de Aldrich Nessler, 15 ml de solucién de Ficoll al 0.4 % (p/v) y 45 ml de agua
desionizada. Para el blanco de las pruebas, se mezclaron 2.5 mL de solucién de urea (65
mM) y 1 mL de solucién de NCR. Y para las soluciones de las pruebas se mezclaron en
tubos de ensayos 2.5 mL de solucién de urea (65 mM), 1 mL de solucién de NCRy 20 pL de
solucién de ureasa (100 - 150 unidades/ml). Se mantuvo ureasa libre e inmovilizada en los
tubos de ensayo para las pruebas y se anadié 1,0 ml de tampdn fosfato de 5 a 9 pH, en
intervalos de 1 pH y se sometieron a condiciones experimentales de temperaturas
crecientes en un rango de 15 a 65 °C con intervalos de 10 °C que contenia las soluciones

de las pruebas y luego se determind la actividad enzimatica en condiciones estandar.
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Figura 29. Esquema de metodologia para las pruebas bioquimicas de la actividad de la enzima
(método de Nessler).

8.5 Pruebas de bioensayo de pH

Existen distintas metodologias en la literatura para los indicadores universales,
pero la mayoria se basan en una férmula desarrollada por Yamada en 1933 (Rasouli et al.,
2020). Para este bioensayo se prepardé una solucidon con 9 mg de rojo de metilo y 18 mg de
fenolftaleina en 27.5 ml de etanol al 95%. Se mezclo hasta tener una solucién homogénea.
A la par se prepard otra solucién de 21.5 mg de azul de bromotimol en 15 ml de agua
destilada, se mezclé hasta homogeneizar. Se mezclaron las dos soluciones y se agregd
agua destilada hasta tener un volumen final de 50 ml de solucién de indicador universal
de pH. Para neutralizar la solucidn se agrego hidréxido de sodio (NaOH) 0,1 M gota a gota
hasta que la solucién se tinte a un color verde (Foster & Gruntfest, 1937; Rasouli et al.,

2020).
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Figura 30. Preparacion de tinta universal de pH.
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8.6 Procesamiento de imagen para el analisis colorimétrico

El andlisis cuantitativo de los analitos sera analizado en funcién del cambio de color
en las muestras por medio espectrofotometria y anadlisis de imagen. Se correlacionarid la
concentracion de creatinina con la formacion de perdxido del producto de la reaccién
enzimatica de creatinina, creatina y sarcosina, usando la tinta cromogénica para el
perdxido; para la concentracién de urea se correlacionara el cambio de pH del producto
de la reaccidén enzimatica de la urea, usando la tinta cromogénica de rojo fenol y; para los
bioensayos de pH se utilizara el cambio de color producido por el pH y el indicador
universal. Se adquirié imdgenes con la cdmara de un teléfono inteligente (iPhone X) de
cada uno de los cambios de color en cada area generados por las reacciones. Las imagenes
se cargaron a una plataforma de programacién y cdlculo numérico (MATLAB R2020b) para

realizarle un procesamiento de imagenes.

El drea de andlisis en cada darea se identific6 mediante procesamiento de imagenes en
MATLAB que se describe en los siguientes puntos (los pasos se realizaron a cada de las

imagenes adquiridas por separado):

1. Se cargo laimagen a MATLAB.
2. Serecorto la imagen para obtener solo las areas de interés.
3. Se aplico segmentacion a la imagen para dividirlas a sus respectivas
concentraciones.
4. Se calcularon los valores promedio dentro de la seleccién de los:
a. Espacios de color (RGB, YCbCr, HSV, L*a*b*, CMYK);
b. De cada uno de sus canales individuales del espacio y;
c. Elvalor de gris medio.
Esta es la suma de los valores de la seleccion dividida por las dimensiones de la

matriz de seleccién (numero de pixeles).
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5. Se construyd una curva analitica entre el valor promedio y la concentracién de

cada analito.
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Figura 31. Adquisicion de imagen y procesamiento de imagen para el andlisis colorimétrico.
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9 Analisis y resultados

9.1 Sintesis de macromoléculas de quitosano

Las caracteristicas de solubilidad del quitosano en un pardmetro fundamental a
considerar para modificar las formas del quitosano (Malar et al., 2021). Existen numerosos
informes disponibles sobre la aplicacién de quitosano en forma de macroesferas como
soporte con capacidad de formar complejos con proteinas, por lo que se ha empleado
como material en la inmovilizacién de enzimas (Bird et al., 2008, 2009; Malar et al., 2021).
En la Figura 32 se puede observar que las gotitas de la solucién de quitosano se
solidificaron mediante un agente de coagulacién. En ampliacion de la Figura 32A podemos
observar la superficie de las macroesferas con caracteristicas brillante y lisa. Las
condiciones en estado liquido del quitosano (mezclado con acido acético) favorecieron la
manipulacion del material al introducirlo a través de una jeringa con un capilar pequefio,
puesto que la caracteristica de densidad era de suma importancia a considerar en la etapa
de manipulacién a través del orificio de la jeringa, controlando el depdsito gota a gota y
evitando volimenes grandes que podrian cambiar las proporciones de las

macromoléculas.
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macromoleculas
reventadas

.
LAY

Figura 32. Macroesferas de quitosano.
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Sin embargo, el tamafio de las macroesferas de quitosano obtenidas estuvo influenciado
por variables que es importante considerar durante el proceso de sintesis de las
particulas. Primero, se tomd en consideracion la velocidad de agitacion, en la Figura 32B
podemos observar macromoléculas reventada. Se observd que a cierta velocidad de
agitacién creaba turbidez lo que afectaba la estructura de las macromoléculas ocasionado
su rotura. En esta etapa de coagulacion también si pudo observar durante el proceso que
la turbidez, ocasionaba que las macromoléculas chocaran entre si o con el iman de
agitacion antes de que la macromolécula se coagula por completo ocasionando que se

fusionaran, malformaciones o que se reventaran.

Otra variable considerable era la velocidad del depdsito de las gotas, en esta fase es
importante considerar un tiempo adecuado entre la gota a depositar y la gota depositada
anteriormente, considerando que cada gota se haya coagulado por completo para evitar
que la nueva gota depositada se una a esta, lo que provocaba macroesferas amorfas o que

se reventaran.

Otras consideraciones de importancia basado en las revisiones de la literatura eran las
concentraciones de la solucién acuosa de acido acético (en la fase de disolucion del
quitosano), de la solucién de coagulacién y del agente reticulante (en la fase de
funcionalizacién) (Bird et al., 2008, 2009; Chauhan & Thakur, 2023; Malar et al., 2021).
Para dilucidar los efectos de estas variables durante el proceso de sintesis de las
macromoléculas se expusieron a diferentes concentraciones. Con concentraciones altas
de 4cido acético las macromoléculas no llegaban a coagularse en la solucién de
coagulacién, esto mismo sucedia si se alteraba bastante la concentracion de esta solucion

de coagulacion.

En la parte de reticulacién se expusieron las macromoléculas a una solucidon de
glutaraldehido al 1% y al 5%. Las macroesferas obtenidas con glutaraldehido al 1% aun se
podia percibir un toco blanquizo y conservaban notablemente su estructura; sin embargo,
se observaba una superficie irregular. Por otra parte, las macromoléculas que fueron

expuestas a un agente reticulante de glutaraldehido al 5% como se observa en la Figura
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33, conservd casi por completo su estructura y la superficie lisa de la particula de

quitosano.

,\,v’ : l{' o
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Figura 33. Imdgenes obtenidas por microscopia electrénica de barrido (SEM) de las
macromoléculas de quitosano reticuladas con glutaraldehido al 5%.

La medicién del tamafio de las macroparticulas y el estudio de la morfologia de las
particulas se analizé mediante imagenes obtenidas por microscopia electrénica de barrido
(SEM) de las macromoléculas de quitosano reticuladas con un microscopio electrénico de
barrido Hitachi SU3500. En la Figura 33 podemos apreciar las macromoléculas de
quitosano con una magnificacion de 110X y un voltaje de aceleracién de 10kV. Los datos
del diametro de las particulas obtenidas mediante reticulacién utilizados para este estudio
se determinaron a partir de estas imagenes obtenidas por el SEM, donde se puede

observar macromoléculas generalmente esféricas de alrededor de 500-600 pum.

Es importante enfatizar que las imdgenes obtenidas por SEM fueron usadas Unicamente
para examinar la morfologia de la superficie de las particulas y comprobar el tamafio de
estas; sin embargo, no pueden considerarse totalmente representativas del tamafio de

toda la poblacidon de las macromoléculas.
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9.2 Pruebas bioquimicas

9.2.1 Ensayo de actividad de la ureasa

La inmovilizacién enzimatica en polimeros como la quitina y sus derivados
(macromoléculas de quitosano) mejoran la afinidad por el sustrato (urea) y una
estabilidad deseable, esto a causa de alteraciones de la estructura enzimatica o cambios
en el entorno local tras el desempefio de la inmovilizacidon (Chellapandian & Krishnan,
1998; Krajewska, 1991a). Se ha evidenciado que esto puede facilitar el mantenimiento de
la actividad enzimatica en cambios de pH y temperatura. Y de acuerdo con la literatura, las
mejoras en la afinidad y estabilidad dependen de la enzima, la naturaleza del soporte y las
condiciones de inmovilizacidén; entre estas condiciones, se ha reportado que el soporte

utilizado toma mayor importancia (Chellapandian & Krishnan, 1998).

En esta investigacion la ureasa inmovilizada se utilizé para aplicaciones biomédicas en el
entorno analitico, acopldandola a un biosensor multi enzimatico. Para optimizar la
deteccién colorimétrica, se determiné espectrofotométricamente la actividad enzimatica
en condiciones experimentales de pH y temperatura comparando la estabilidad de la

ureasa inmovilizada en comparacién con la enzima libre, utilizando la urea como sustrato.

9.2.1.1 Efectos del pH

Se estudié la dependencia de la altura del pico de ureasa en el cambio de pH del
tampon de fosfatos. La representacién de dicho estudio se representa en la Figura 34 v,
encontramos que la ureasa dio una sefial mas alta dentro del rango de pH de 6.5 a 8, tanto
para la enzima inmovilizada como en estado libre y se puede apreciar que en ambas
enzimas el pico después de un pH mayor a 8, la actividad enzimatica disminuye
ligeramente. Para ambas enzimas exhiben su maxima actividad en el punto mas alto del

pico a un pH dptimo de 7.
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Figura 34. Efecto del pH sobre la actividad de la enzima ureasa libre e inmovilizada.

Comparando los ensayos de la enzima inmovilizada y la enzima en estado libre el rango de
pH de mayores sefiales (pH de 6.5 a 8), la ureasa inmovilizada mostré una mayor
estabilidad del pH mejorada en este rango de pH en comparacion con la enzima libre. Se
puede justificar estos resultados con varios estudios, donde se informan que la actividad
de la ureasa inmovilizada depende de la cantidad de proteina unida al soporte, su
naturaleza de este y la técnica de inmovilizacidén utilizada, que alteran la modificaciéon
estructural y quimica de diferentes grupos funcionales que pueden ser superiores para la
inmovilizacién enzimdtica, lo que probablemente influye en la sefial redox de la ureasa y
que puede resultar en una variacion de nuestra respuesta (Alatawi et al., 2018;

Chellapandian & Krishnan, 1998; Srinivasa Rao et al., 1995).
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9.2.1.2 Efectos de la temperatura

Para tener en cuenta la influencia del cambio de la temperatura sobre la actividad
enzimatica de la ureasa libre e inmovilizada y determinar la temperatura dptima, se
sometieron a condiciones experimentales de temperaturas crecientes en un rango de 15 a
65 °C con intervalos de 10 °Cy, los resultados se muestran en la Figura 35. Se compararon
las propiedades de la ureasa libre e inmovilizada y los resultados mostraron que la sefial
mas alta para ambas enzimas fue a una temperatura optima de 55 °C para ambas enzimas.
También podemos notar en la Figura 35 que el incremento adicional a temperaturas
mayores a 35 °C, aumento la actividad de la ureasa libre e inmovilizada hasta la éptima (55
°C), después del desplazamiento de esta temperatura optima hasta los 65 °C la actividad

disminuye, respectivamente.
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Figura 35. Efecto de la temperatura sobre la actividad de la enzima ureasa libre e inmovilizada.

Estos datos de igual modo revelan en este intervalo de temperatura (35 a 65 °C) la

actividad enzimatica de la enzima inmovilizada se mantuvo mas alta que la enzima libre, lo
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gue exhibe una mayor estabilidad bioquimica tras el desempefio de la inmovilizacién

(Elgin & Elgin, 2000; Kakimoto et al., 1990).

9.2.1.3 Estudio de acoplamiento enzimdtico de la ureasa en macromoléculas de quitosano

La inmovilizacién enzimatica plataformas de quitosano es un area de investigacion
en la que se han explorado diversas técnicas y métodos para mejorar la estabilidad y el
acoplamiento de la enzima. En Figura 36 podemos apreciar como resultado de Ia
inmovilizacién, la curva de acoplamiento de la ureasa sobre plataforma de quitosano. Se
observé un cambio significativo en la enzima inmovilizada a partir del minuto 30; los
resultados en este punto del tiempo revelaron el mayor % de eficiencia de inmovilizacién.
A partir de estos ensayos, se encontré que la cantidad de acoplamiento de ureasa fue del

71% de enzima, utilizando 1 mg/mL de concentracién para la experimentacién.
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Figura 36. Grdfico del porcentaje de acoplamiento de ureasa sobre plataforma de quitosano.
Con respecto a los resultados de este estudio, las macromoléculas de quitosano

mostraron respuestas significantes en el bioensayo del conteo proteico en solucidn,
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ademas la inmovilizacién y el método de inmovilizacion puede ofrecer ventajas como la
mejora de la estabilidad bioquimicas de la enzima en condiciones adversas, como altas
temperaturas y a diferentes niveles de pH, ya discutidas anteriormente. Adicionalmente a
estas ventas, la técnica de inmovilizacion utilizada es relativamente sencilla y econédmica.
Estas ventajas potencialmente estarian vinculadas a los cambios estructurales de la ureasa
por la inmovilizacién y del efecto quelante del quitosano (Kakimoto et al., 1990;
Krajewska, 1991c, 1991b). Estas curvas se pueden utilizar para caracterizar la actividad

enzimatica y para comprender los mecanismos de reaccién enzimatica.

Estos resultados se respaldaron con la evidencia cientifica, donde reiteran que la
inmovilizacién de ureasa en quitosano es un proceso que se utiliza para aumentar la
estabilidad y la eficacia de la enzima (Krajewska, 1991c, 1991b; Krajewska et al., 1990).
Mientras que otros estudios comparativos mostraron resultados analogos, Kayastha &
Srivastava reporto una inmovilizacion éptima del 64% en perlas de quitosano activadas
por glutaraldehido (Kayastha & Srivastava, 2001); Al-Garawi et al. reporto una eficiencia
de inmovilizacion del 70.38 % en nanoquitosano (Al-Garawi et al., 2022); S. Kumar et al.
reporto una eficiencia de la inmovilizacidn del 77 % en perlas quitosano y del 54 % en
perlas de alginato (S. Kumar et al., 2009). Y adicionalmente en ese mismo laboratorio
(School of Biotechnology, Faculty of Science, Banaras Hindu University, Varanasi 221005,
India) se inmovilizaron ureasas en diferentes matrices, reportando las siguientes
eficiencias: sobre gelatina funcionalizadas con glutaraldehido al 1% reporto una
inmovilizacién éptima de 67.6 % y del 75 % (S. Kumar et al., 2005; Srivastava et al., 2001);
en agar-agar fue del 51.7 % (Mulagalapalli et al., 2007); sobre gel de poliacrilamida y
perlas de alginato de calcio, reportando 50 % de inmovilizacién en ambas matrices (Das et

al., 1998); en tiras de papel de celulosa DEAE se reporté un 51 % (Reddy K. et al., 2004).
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9.3 Procesamiento de imagenes vy analisis colorimétrico

9.3.1 Creatinina

Los dispositivos analiticos de microfluidos basados en papel destinados para la
deteccién han ganado un papel dominante en la medicina clinica debido a su alto
rendimiento, portabilidad, simplicidad y bajo costo (Inamuddin et al., 2019). Para este
trabajo se presentd un dispositivo de microfluidos basado en papel (LPAD) dependiente
de la combinacidon de un sistema de reacciones enzimaticas e indicadores cromogénicos,
que proporcionan una herramienta para la deteccién colorimétrica simultdnea de
diferentes tipos de biomarcadores (creatinina, creatina, sarcosina, perdxido, urea y pH)

gue pueden reflejar el estado clinico de los problemas renales.

Para el bioensayo de la deteccion de creatinina depende de la combinacién de
inmovilizacion de un sistema de enzimas como la creatininasa (CA), creatinasa (Cl),
sarcosina oxidasa (SOx) y peroxidasa en el soporte de las moléculas de quitosano. El
acoplamiento de estas tres enzimas permite la transformacidon de la creatinina para su
deteccion que involucran la conversion de creatinina en tres etapas: de creatinina en
creatina; la creatina en sarcosina y urea y; la sarcosina produce glicina. Esta reaccién en

cadena se representa en la siguiente ecuacién quimica (Pundir, Kumar, et al., 2019):

. CA .
Creatinine + HbO —» Creatinine

. Cl .
Creatine+H,0 — Urea + Sarcosine

Sarcosine + 05 + H,0 —=— Glycine + HCHO + H50,

Ecuacion 1. Degradacion de la creatinina en presencia de creatinina amidohidrolasa (CA), creatina
amidinohidrolasa (Cl) y sarcosina oxidasa (Sox).

El paso final de la secuencia la sarcosina reacciona con la SOx y se origina el uso del

oxigeno electroquimicamente discernible y la liberacion de peréxido de hidrégeno (H,03)
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y otros productos como la glicina y el formaldehido (HCHO) (Pundir, Kumar, et al., 2019).
Nuestro biosensor aprovechara este mecanismo de la formacidon de perdxido de
hidrégeno a partir de la creatinina en una secuencia de reaccién. El peréxido de hidrogeno
producido reacciona con nuestra ultima enzima inmovilizada (peroxidasa) que a su vez se
cuantifica colorimétricamente mediante acoplamiento oxidativo del agente cromogénico
diclorhidrato de 3,3'-dimetoxibencidina (diclorhidrato de o-dianisidina) que produce un

color resultante marrén (o-dianisidina oxidada) como se muestra en la Figura 37 (A).

A)
o-dianisidina reducida o-dianisidina reducida
(incoloro) (café rojizo)
HsCO _ HsCO HsCO
Peroxidasa
e NH27T’H2N === NHz
OCHs OCHs OCHs
H202 H.O
B)

044 046 048 05 082_ D5- 0%~ DH~ 06
X

Mapa de colores

RGB

0.2 0.5 0.8 1.3 5 1
Concentracién

Figura 37. (A) llustracion esquemdtica de la reaccion enzimdtica y cromogénica del sistema
peroxidasa — o-dianisidina. (B) Diagrama de cromaticidad xy del espacio de color CIE 1931 con las
coordenadas colorimétricas después de la transformacion de color de RGB asociadas a las
concentraciones del bioensayo.

La Figura 37 (B) muestra el perfil de color CIE 1931 como respuestas colorimétricas del

sistema peroxidasa-o-dianisidina que se utilizé para analizar las propiedades espectrales
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de las diversas concentraciones de 0,00 a 1,50 mM de creatinina; y es la representacion de

los valores después de la transformacién de color de RGB a CIE-xy.

Las intensidades RGB promedios (Figura 37B derecha inferior) se calcularon de los
componentes del triplete R, G y B sumando todas las intensidades individuales de cada
pixel de una matriz de 26x31 [que representa nuestra regién de interés (ROI)] vy
dividiendo por el niumero total de pixeles del arreglo (26x31 = 806). Estos valores se
convirtieron posteriormente a los valores de cromaticidad x e y (Figura 37B izquierda). Los
puntos dentro del drea de la regidén en XYZ (Figura 37B derecha superior) representan los
puntos resultantes después de proyectar los puntos de prueba de los segmentos del color
CIE 1931 y refleja intuitivamente el cambio de color correspondiente al bioensayo de

creatinina.

Las coordenadas xy resultantes del espacio de color CIE 193 se emplearon adicionalmente
para investigar la relacidn entre el cambio colorimétrico y la concentracidon de creatinina.
Estos valores junto con las intensidades RGB medias se consideraron como un parametro
analitico en el analisis de imagenes. Y para este analisis, el ROl fue un factor importante
para lograr una deteccidon colorimétrica objetiva y un andlisis de datos sdélido. La
explotacién y manipulacidon de imagenes adquirida fue un punto fuerte de este enfoque
para determinar un ROl con dreas homogéneas (Figura 38 A), evitando regiones que

alteren el andlisis colorimétrico.

La Figura 38 A muestra los ROl obtenidos con los cambios de color en respuesta de
presencia de perdxido (H20;) de la reaccion en cadena de la creatinina que se mencioné
anteriormente. Pudimos observar que la presencia de H,0; resalta a un cambio de color
café rojizo del sistema peroxidasa - o-dianisidina. Este se intensificd proporcionalmente
con el aumento de la concentracion de creatinina. Los resultados de analisis de color,
tanto de RGB, nivel de gris medio (NGM), canal Red (R), canal Green (G) y canal Blue (B)
dependieron de las intensidades cambiantes de estos colores al someter las imagenes de

ROI de cada concentracién en el procesamiento de imagen.
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C)

Equa on y=a+b*x

Plot RGB NGM R G B

Weight No Weigh ng

Intercept 164.795+10.853 | 170.263+11.1519 | 215.4724+14.725 | 156.6117 +10.766 | 122.304 +10.0028
Slope -82.281+10.9968 | -83.8438+11.2997 | -76.6105+14.9203 | -88.055+10.9088 | -82.1789  10.1354
?:;;‘:ua' Sum of Squares 425.18976 448.94119 782.7237 418.41046 361.18787
Pearson's r -0.97424 -0.97382 -0.94754 0.97774 -0.97794
R-Square (COD) 0.94914 0.94833 0.89784 0.95598 0.95636
Adj. R-Square 0.93218 0.9311 0.86378 0.94131 0.94181

Figura 38. (A) Segmentacion de las ROI del bioensayo de creatinina con diversas concentraciones
(0-1.5 mM) para el procesamiento de imdgenes. (B) Relacion lineal entre la concentracion de
creatinina y las respuestas colorimétricas en el espacio. (C) Tabla de pardmetros resultantes del
ajuste lineal del andlisis colorimétrico de creatinina.

Estos valores resultantes de las intensidades de color ayudaron a obtener el grafico de

calibracion para la deteccion cuantitativa de los valores correspondientes de
concentracion de creatinina asociados con diversas reacciones quimicas. Estas condiciones
de los fendmenos de cambio de color proporcional a las concentraciones del analito se
pueden presentar en todo un espacio de color o solamente en uno/s de sus componentes.
Para la cuantificacion de las concentraciones mediante un método analitico basado en

colorimetria se sustentd de la existencia de relacidn proporcional de dicha concentraciony
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la una senal analitica o respuesta generada por la presencia del analito (leida y procesada
por analisis de imagen). Para ello se estandarizo este método colorimétrico mediante un
ajuste por minimos cuadrados apoyado con la prueba de Mandel ISO 8466-1 (Amaya et

al., 2005; Ellison, 2006).

Para el primer paso en la estandarizacién se elabord una curva de calibracion para cada
analisis representada en el grafico resultante de la Figura 38 B; se muestra los datos
generados por el analisis colorimétrico en un modelo de color RGB y de cada uno de sus
componentes (R, G y B), asi como también la curva de calibracién de los respectivos datos.
Ademas, la Figura 38 B muestra los resultados de un ajuste de las ROl entre el valor de gris
medio (Valor de Gris Medio (NGM): valor de gris promedio dentro de la seleccién) versus
la concentracion de creatinina; utilizadas en otras metodologias de investigacidn para un
analisis colorimétrico semicuantitativo y cuantitativo (Condezo Hoyos et al., 2015; Shariati

& Khayatian, 2022).

Con el grafico de la Figura 38 B junto con los datos de la tabla de pardmetros estadisticos
resultantes de la Figura 38 C, podemos observar que los pares de valores concentracion-
sefal del analisis de canal B se ajustan a una recta y = —82.17x + 122.3 y un coeficiente
de determinacién (COD) de R? = 956. El coeficiente de correlacién lineal tiene una
aplicacién valida como criterio para un ajuste aceptable si es aplicado en combinacién con
otros criterios (Andrade & Gémez-Carracedo, 2013). Para esto, se apoyo en la prueba de
Mandel como se menciond anteriormente, utilizado para relacionar el coeficiente de
correlacién aproximadamente en término de error o con la varianza de los residuos como
se representa en la Figura 39 (un buen modelo que se ajuste a los datos de la sefial tiene
residuos pequenos). Por ende, es importante observar los valores de la tabla estadistica
resultante de la curva de calibracién para establecer una relacién entre dichas condiciones
del color o los fendmenos de cambio de color y la concentracién del analito para la

deteccion cuantitativa de creatinina.
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Figura 39. Ajuste lineal y andlisis residual de valores colorimétricos de creatinina.

Para este bioensayo los valores del canal B correspondientes a su concentracién
mostrados en la Figura 39, establecieron un valor aceptable, ademas el valor de la suma
de los cuadrados residual (RSS) fue menor (RSS = 361.1878) en comparacion de los otros
modelos de RGB, NGM, R y G. Sin embargo, en términos estadisticos, si el valor residual [el
residual es la diferencia entre un valor observado y un valor predicho en el andlisis de
regresion (IBM, 2021), se puede observar su representacion en la Figura 39] aumenta,
también aumenta el RSS. Y cuanto mayor aumente este valor, peor se ajustard el modelo a

los datos.

Tenga en cuenta que es necesario seleccionar el RSS adecuado en el procedimiento de
ajuste del modelo para el andlisis cuantitativo. Para ello, se emplearon adicionalmente un
analisis colorimétrico en una variedad de espacios de colores junto con sus componentes
dimensionales para obtener el mejor modelo que se ajuste a nuestros valores. Los

resultados del analisis colorimétrico de cada modelo de color se muestran en el anexo.

En base a los resultados, se resaltaron los valores de un analisis dentro del modelo de
color HSB (de sus componentes Hue, Saturation y Brightness) mostrados en la Figura 40.
Podemos observar que los valores del modelo HSB se ajustan muy bien a nuestra curva de
calibracion, sin embargo, el componente dimensional de este espacio de color que
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sobresale visualmente y también muestra excelentes valores de la sefal de respuesta
mostrados en los datos estadisticos de la Figura 40, es el canal H (Hue) relacionado al tono

0 matiz; propiedad relacionada al color.
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Residual Sum of Squares 7.27€-04 6.86E-06 0.0069 0.01204
Pearson's r 0.81232 -0.98479 0.98358 -0.94754
R-Square (COD) 0.65986 0.9698 0.96743 0.89782
Adj. R-Square 0.54648 0.95974 0.95658 0.86376

Figura 40. (A) Relacidn lineal entre la concentracion de creatinina y las respuestas colorimétricas en
el modelo de color HSB. (B) Tabla de pardmetros resultantes del ajuste lineal del andlisis
colorimétrico de creatinina.

Como resultado en la Figura 40 B se puede observar un mejor ajuste de nuestro modelo y
de los valores correspondiente al analisis colorimétrico de las concentraciones de
creatinina en un espacio de color HSB. A través de este proceso, el bioensayo exhibié un
buen rendimiento colorimétrico mejorado en comparacion al espacio de color RGB, que
también fue estadisticamente significativo alcanzando una buena respuesta lineal
extendida (R? 0.9698 y RSS 6.86E-06). En consecuencia, en todos los anélisis de

colorimetria posteriores (para creatina, sarcosina y urea) se emplearon habitualmente
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espacios de color RGB y HSB para analisis e informes y se obtuvieron curvas de calibracion

lineal para la determinacién de cada analito.

9.3.2 Creatina

Para el bioensayo de la deteccidn de creatina se aprovechd el mismo mecanismo y
reaccidon en cadena de la degradacion de creatinina. Es importante analizar la Ecuacién 1;
continuando con la reaccién que se observa, para la deteccidn de creatina solo se requiere
de combinacién de tres enzimas: creatinasa (Cl) y sarcosina oxidasa (SOx) que degraden la
creatina para producir urea y sarcosina, y la sarcosina para producir perdxido de
hidrégeno (H203) y sus otros productos. Y la ultima enzima que se utiliza para la respuesta

colorimétrica en presencia de H,0; es la peroxidasa.

Para este analito se utilizaron diversas concentraciones de 0,00 a 9 mM y en la Figura 41
podemos observar el diagrama de cromaticidad en un perfil de color CIE 1931 como
respuestas colorimétricas asociadas a estas concentraciones. Es interesante comparar
estas respuestas de creatina junto con la respuesta colorimétrica de creatinina (Figura 37),
tomando el mismo perfil de color CIE 1931 (diagramas de cromaticidad), su area de este

diagrama en una region XYZ y, el mapa de colores en RGB.

Para analizar las propiedades espectrales en ambas figuras podemos apreciar un producto
colorante marrén efecto del mismo acoplamiento oxidativo del agente cromogénico (o-
dianisidina) utilizado en el bioensayo de creatinina y creatina. En la regién en XYZ se
observa cambio considerable, principalmente en el primer punto (x=0.4 y y=0.338,
aproximadamente). Analizando estd region en XYZ que se muestra en la Figura 41,
podemos observar que este punto se separa bastante de los demds, en virtud que se
anexo a este analisis colorimétrico un blanco para comparar y apreciar cdmo se extiende
el area en el diagrama de cromaticidad provocado por un cambio colorimétrico y, por

ende, el area de esta regidn XYZ se extiende.
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Figura 41. Diagrama de cromaticidad xy del espacio de color CIE 1931 con las coordenadas
colorimétricas después de la transformacion de color de RGB asociadas a las concentraciones del
bioensayo de creatina.

Las intensidades RGB representado en el mapa de colores de la Figura 41 (derecha
inferior) en relacidon con el aumento de las concentraciones de creatina brindan resultados
en una escala continua dentro del rango espectral del color café y se puede obtener una
lectura visual del aumento de tonalidad en el color. Y para mayor claridad de esto, estos
valores se convirtieron en coordenadas colorimétricas en un espacio de color RGB y su
triplete dimensional. Los resultados de este analisis colorimétrico se muestran en la Figura

42.

Comparando las ROI del bioensayo de creatina de la Figura 42 versus las ROl del bioensayo
de creatinina de la Figura 38, podemos observar similitudes en los cambios colorimétricos
provocados por las reacciones enzimaticas y en presencia del agente cromogénico. Dichos
cambios de ambos bioensayos estdn en un rango alrededor del mismo color que se

apreciar con mayor claridad en los diagramas de cromaticidad de las Figura 37 y Figura 41.
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Weight No Weighting
Intercept 140.62 +7.33 148.9 +£8.37 212.19+11.96 130.24+7.8 79.44 +£2.77
Slope -8.45+1.27 -9+1.457 -9.7£2.08 -9.13+1.36 -6.52+£0.48
RSS 195.55 254.8 520.67 221.28 27.9
Pearson's r -0.96746 -0.96286 -0.93735 -0.9684 -0.9919
R-Square (COD) 0.93598 0.92709 0.87862 0.9378 0.98387
Adj. R-Square 0.91464 0.90279 0.83816 0.91706 0.97849

Figura 42. (A) Segmentacion de las ROI del bioensayo de creatina con diversas concentraciones (0-9
mM) para el procesamiento de imdgenes. (B) Relacion lineal entre la concentracion de creatinina y
las respuestas colorimétricas en el espacio RGB. (C) Tabla de pardmetros resultantes del ajuste
lineal del andlisis colorimétrico de creatina.

Los valores de los pixeles de las ROI en espacio de color RGB, de su triplete individuales (R,
G y B) y del ajuste del valor de gris medio proporcional a las concentraciones del analito se
graficaron y se realizd un ajuste lineal para evaluar sus curvas de calibracién de cada
analisis que podemos apreciar en la Figura 42 B. De los datos de la tabla de pardmetros
procedente de las curvas de calibracién (Figura 42 C), podemos observar una respuesta
lineal relevante en el espacio de color RGB (R? 0.93598), sin embargo, en el anilisis
extendido del componente individual del canal azul (B) fue estadisticamente significativo
con una respuesta lineal superior (R? 0.98387) y un mejor ajuste del modelo a los datos

(RSS 27.9) muy alejado a los demas andlisis.
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Los resultados de los analisis empleados adicionalmente al estudio colorimétrico en
diferentes espacios de color en conjunto de sus componentes individuales (YCbCr, HSB,
L*a*b* y CMYK), para el analisis cualitativo del bioensayo de cretina se muestran en el
anexo. De estos valores resultantes, los que mayor resaltaron fueron en un espacio de

color HSB representados en la Figura 43.
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Weight No Weigh ng

Intercept 0.5+0.018 0.065 + 0.0039 0.606 + 0.005 0.832 £ 0.047
Slope -0.0056 + 0.0031 -0.0024 + 6.78E-4 0.024 + 8.30552E-4 -0.038 £ 0.0082
RSS 0.00113 5.52E-05 8.28E-05 0.00804
Pearson's r -0.72247 -0.89694 0.99819 -0.93701
R-Square (COD) 0.52197 0.80449 0.99638 0.87798
Adj. R-Square 0.36263 0.73933 0.99517 0.83731

Figura 43. (A) Relacion lineal entre la concentracion de creatina y las respuestas colorimétricas en
el modelo de color HSB. (B) Relacion lineal entre la concentracion de creatina y las respuestas
colorimétricas en el componente saturacion (S). (C) Tabla de pardmetros resultantes del ajuste
lineal del andlisis colorimétrico de creatina.

Los pares de valores concentracién-senal de los andlisis en un espacio de color HSB y de
sus componentes dimensionales que mejor se ajustaron a su respectiva curva de

calibraciéon fueron los de saturacién (componente S) como se aprecia en la Figura 43. La
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curva de calibracién correspondiente obtuvo un modelo con la recta y = —0.038 x +
0.832 y fue estadisticamente significativo con una excelente respuesta lineal con R? =
0.9698 Y RSS = 6.86E-06. Con un andlisis mas profundo de estos datos estadisticos de la
tabla de la Figura 43 podemos notar un mejor ajuste del modelo en el canal H con una
respuesta estadistica de un RSS = 5.52E-05, sin embargo, presenta una mayor

incertidumbre por su respuesta de un coeficiente de correlacién menor (R? = 0.80449).

9.3.3 Sarcosina

De acuerdo con los bioensayos y andlisis anteriores y, continuando tomando como
guia la Ecuacion 1, para el bioensayo de sarcosina, producto de esta reaccion, se
aprovechd el mismo mecanismo y reaccién de los reactivos de peroxidasa y de un agente
cromogénico en presencia de perdxido. A través de este proceso, se determind el color

como sefal resultante del analisis colorimétrico.
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Figura 44. Diagrama de cromaticidad xy del espacio de color CIE 1931 con las coordenadas
colorimétricas después de la transformacion de color de RGB asociadas a las concentraciones del
bioensayo de sarcosina.

En la Figura 44 representaron el diagrama de cromaticidad xy del espacio de color CIE
1931 con las coordenadas colorimétricas, los perfiles de color y los niveles de RGB del
bioensayo intercalado con 6 concentraciones diferentes de sarcosina entre 0 a 4 ug/ml.
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Para este analisis fue necesario utilizar un agente cromogénico distinto, esto aplicado por
las pequeias concentraciones de las soluciones utilizadas y, por ende, las concentraciones
de peroéxido producidas eran muy bajas. Este cambio es reflejado en las coordenadas del
diagrama de cromaticidad xy del espacio de color CIE 1931 en términos de un analisis
colorimétrico, donde se puede apreciar en la Figura 44 los puntos de estas
concentraciones junto con el mapa de colores de sus respectivas concentraciones.
Comparando estos resultados con los resultados de los dos bioensayos anteriores
(creatinina y creatina), podemos apreciar un ligero cambio en el drea del diagrama de
cromaticidad xy, pero suficientemente considerable para apreciar un desvio en el color de
café a amarillento. Sin embargo, se utiliza el mismo procedimiento de descomposicion del

color para el analisis colorimétrico.

A través del mismo proceso, se determiné las ROl de cada una de las areas de nuestra
muestra (Figura 45 A). Se construyo un plano de calibracion para la cuantificacion del
cambio de las intensidades de color resultante de las diferentes concentraciones de
sarcosina mostrados en la Figura 45 B. Para las variaciones de RGB a diferentes
concentraciones, los pares de los valores de concentracidn-sefal del canal B presento una
excelente respuesta lineal con R? = 0.9724, RSS = 137.20477 y con una curva de
calibracion correspondiente del modelo con la recta y = —44.01x + 263.08 que

podemos apreciar en la Figura 45 C.
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Intercept 263.26 £ 19.75 262.44 £21.81 266.49 £ 25.19 260.23 £21.95 263.08 £13.18
Slope -25.38£6.41 -20.55+7.077 -11.62+8.17 -20.52+7.123 -44.01+4.277
RSS 308.03236 375.5956 501.04138 380.53478 137.20477
Pearson's r -0.9162 -0.8588 -0.63431 -0.85698 -0.98612
cob 0.83943 0.73754 0.40235 0.73442 0.97244
Adj. R-Square 0.78591 0.65005 0.20314 0.6459 0.96326

Figura 45. (A) Segmentacion de las ROI del bioensayo de sarcosina con diversas concentraciones (0-
4 uM) para el procesamiento de imdgenes. (B) Relacion lineal entre la concentracion de sarcosina y
las respuestas colorimétricas en el espacio RGB. (C) Tabla de pardmetros resultantes del ajuste

lineal del andlisis colorimétrico de sarcosina.

De las respuestas de concentracién-sefial de un analisis dentro del espacio de color RGB
podemos observar que este canal (canal B) obtuvo una excelente respuesta estadistica en
comparacion de los otros analisis de color y un mejor ajuste del modelo con los valores

respuestas de concentracion-seial.

Ampliando el mismo analisis en otros espacios de color, se observdé una mayor respuesta

en el canal HSB Figura 46 A. Del cual, se resaltd una mayor respuesta estadistica en el canal

S (Saturation), representado con s curva de calibraciéon en la Figura 46 B.
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Residual Sum of Squares (RSS) 8.96E-04 1.55E-05 5.66E-04 0.0077
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R-Square (COD) 0.83009 0.68226 0.99199 0.40241
Adj. R-Square 0.77345 0.57635 0.98931 0.20321

Figura 46. (A) Relacion lineal entre la concentracion de sarcosina y las respuestas colorimétricas en
el modelo de color HSB. (B) Relacion lineal entre la concentracion de sarcosina y las respuestas
colorimétricas en el componente saturacion (S). (C) Tabla de pardmetros resultantes del ajuste
lineal del andlisis colorimétrico de creatina.

9.3.4 Urea

Para el bioensayo de la detecciéon de urea dependid del cambio de pH provocado por la
degradacion de urea favorecido por nuestra enzima de ureasa en el soporte de las
moléculas de quitosano. Se utilizo este mecanismo para cuantificar los cambios de color
en presencia de la tinta cromogénica de rojo fenol y respecto al pH, que produce un color

resultante rosado como se muestra en la Figura 47.

El Diagrama de cromaticidad xy del sistema de color CIE 1931 de la Figura 47, proyecta

todos de nuestras pruebas de cada una de las concentraciones como respuestas
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colorimétricas del sistema pH-rojo fenol que se utilizd para analizar las propiedades

espectrales.
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Figura 47. Diagrama de cromaticidad xy del espacio de color CIE 1931 con las coordenadas
colorimétricas después de la transformacion de color de RGB asociadas a las concentraciones del
bioensayo.

Estos valores junto con las intensidades RGB medias se consideraron para obtener un
plano de calibracién dentro del espacio de color y su descomposicion a cada uno de sus
componentes dimensionales. Los valores de concentracidn-sefial de los pixeles de las ROI
en espacio de color RGB, de su triplete individuales (R, G y B) y del ajuste del valor de gris
medio proporcional a las concentraciones del analito se representan en el plano de
calibracion de la Figura 48. Este bioensayo represento un desvio o desenfoque de color de
los bioensayos anteriores (creatinina, creatina y sarcosina). Y esto se reflejé en el analisis
colorimétrico de las respuestas de concentracidn-sefial de urea en el espacio de colory en
su triplete R,G y B que se visualiza con mayor claridad en los valores de la tabla estadistica

resultante de la Figura 48.

El analisis del nivel gris medio (NGM) utilizado como apoyo de otras metodologias resulto
mayor con una respuesta lineal de R? = 0.92571, sin embargo, como se menciono
anteriormente, se tienen que tomar otros parametros de las variables para optimizar y
mejorar el sistema de nuestra curva de calibracién. Observando con claridad este analisis
del NGM, observamos un RSS = 231.57 y con una curva de calibracién correspondiente del
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modelo con la recta y = —0.59x + 138.45; comparando estos resultados con las
respuestas del analisis del triplete RGB observamos una respuesta lineal de R? = 0.923,
ligeramente menor a la de NGM, pero se opto por el resultado de RGB por su respuesta de
RSS = 153.44 y con una curva de calibracién correspondiente del modelo con la recta y =

—0.47x + 135.59 como observamos en la Figura 48.
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Residual Sum of Squares 153.44802 231.57629 834.50496 378.27785 269.43663
Pearson's r -0.96075 -0.96214 -0.62451 -0.87769 -0.88947
R-Square (COD) 0.92303 0.92571 0.39002 0.77033 0.79116
Adj. R-Square 0.90764 0.91085 0.26802 0.7244 0.74939

Figura 48. (A) Segmentacion de las ROI del bioensayo de urea con diversas concentraciones (0-200
uM) para el procesamiento de imdgenes. (B) Relacidn lineal entre la concentracion de urea y las
respuestas colorimétricas en el espacio RGB. (C) Tabla de pardmetros resultantes del ajuste lineal
del andlisis colorimétrico de sarcosina.

Como en los biomarcadores anteriores, se aplicd un analisis en diferentes espacios de
color. Tomando en cuenta los resultados de dichos biomarcadores, se muestra de igual

manera los resultados colorimétricos del andlisis en el espacio de color HSB (Figura 49)
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Figura 49. (A) Relacion lineal entre la concentracion de sarcosina y las respuestas colorimétricas en
el modelo de color HSB. (B) Relacion lineal entre la concentracion de sarcosina y las respuestas
colorimétricas en el componente saturacion (S). (C) Tabla de pardmetros resultantes del ajuste
lineal del andlisis colorimétrico de creatina.

El canal S (Saturation) mostro una gran respuesta colorimétrica, con resultados
estadisticos favorables con una respuesta lineal de la curva de calibracién de R? =
0.9393, RSS = 153.44 y con una curva de calibracion correspondiente del modelo con la

rectay = 0.005x + 0.1812 como observamos en la Figura 49.

También es importante resaltar la respuesta del canal H (Hue) en este andlisis del espacio
de color HSB. Notemos que nuestro modelo para nuestra curva de calibracién en este
canal fue pésimo. Es por ello por lo que se propuso analizar sus respectivos canales

respectivamente para optimizar un mejor analisis colorimétrico.
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9.3.5 Limites de deteccién

El limite de deteccion (LOD, a veces también llamado DL) es la concentracion
minima del analito en una muestra de un procedimiento analitico individual que se puede
detectar de manera confiable con un nivel especifico de confianza (Bedson & Farrant,
2009; ICH HARMONISED TRIPARTITE GUIDELINE, 2005). Por debajo de este limite, el nivel
de discrepancia e incertidumbre aumentan y la respuesta resulta ser poco confiable para
ser distintiva del ruido de fondo. El LOD varia dependiendo del analito y de la sensibilidad
del equipo y/o técnicas utilizadas y conocer el LOD es importante para conocer la

sensibilidad.

Hay varios enfoques que se pueden utilizar para evaluar el LOD. Utilizando en las
secciones 6.3 y 6.3.2 de la directriz de validaciéon ICH (The International Council for
Harmonisation) en su documento Q2(R1) para calcular de manera confiable el LOD
evaluando la desviacidon estandar de los resultados obtenidos del analisis y la pendiente de

la curva de calibracion a través de la siguiente ecuacion:

Lop = >39
S

Donde S es la pendiente de la curva de calibracién y o es la desviacion estandar de la
respuesta (Bedson & Farrant, 2009; ICH HARMONISED TRIPARTITE GUIDELINE, 2005). Con
este método se encontraron los siguientes limites de deteccién para cada analito y el

espacio de color utilizado para el analisis colorimétrico:

Tabla 10. Limites de deteccion (LOD) para cada biomarcador en sus respectivos espacios de color.

CANAL CREATININA CREATINA SARCOSINA UREA
RGB | 0.44 Mm 1.54 mM 0.507 ug/ml 38.055 ug/ml
HSB 1 0.364 0.7264 mN 0.27 ug/ml 34.146 ug/ml

Podemos evidenciar una mayor sensibilidad en el espacio de color HSB en todos los

analitos. Como se menciond anteriormente, es importante realizar un analisis
120



complementario para cada uno de los canales de los espacios de color utilizados.

9.3.6 Dispositivo microfluidico

La integracion de un sistema de enzimas y la adaptacién tecnoldgica de técnicas
microfluidicas mejoraron drasticamente el disefio de un dispositivo analitico y, acode a la
investigacion, esto permite conseguir enormes propiedades que benefician el diagndstico
temprano y accesible. Durante el diseifo y la fabricacién se priorizo un dispositivos no
invasivo, portatil, rdpido, econdmico, reproducible vy, sensible y especifico a

biomarcadores de creatinina, urea y pH que se pueden asociar a un tipo de dafio renal.

El disefio se optimizo para adaptarlo al andlisis colorimétrico y facilite la captacién de la
sefal de la reaccidn colorimétrica por medio de una captacién de imagen con el uso de un
teléfono inteligente que permite conseguir enormes propiedades que benefician el
diagnéstico. El disefio en estrella facilito un flujo de microfluidos uniforme para multiples
areas de reconocimiento y obtener respuestas separadas de cada bioensayo. En la Figura
50 muestra un prototipo del biosensor microfluidico basado en papel con integracidn de

tintas cromogénicas, que ayudan a cuantifica cinco analitos simultdaneamente.

Nuestro modelo del prototipo se disefid estructuralmente en dos dimensiones (2D),
incorporando una red de canales fluidicos en la plataforma de papel de celulosa (c) y
formando barreras hidrofébicas mediante diversas capas (Figura 50 a,b y d). La técnica de
fabricacion del dispositivo microfluidico facilito el desarrollo de estas capas fluidicas e
hidrofdbicas. Esta técnica incorpora una cuchilla controlada por computadora y un plotter
de corte en lugar de la tradicional impresién de tinta. El plotter y el software utilizado para
la manipulacién por computadora permitid cortar con precision nuestro diseifio y sus
diversas caracteristicas, incluidas esquinas o agujeros de radio pequefio como se muestra
en la Figura 50iError! No se encuentra el origen de la referencia.. El corte de cada capa t

arda entre 30y 60 s, dependiendo del material utilizado y de la complejidad de la forma.
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Figura 50. Prototipo del dispositivo microfluidico basado en papel que cuantifica cinco analitos
simultdneamente. (a) Capa hidrofébica superior. (b) Polimero que forman los microcanales. (c)
Capa fluidica de papel de celulosa. (d) Capa hidrofobica inferior.

Nuestro diseifio para el sistema de microfluidos en papel consta de un canal central que
introduce una muestra en el papel absorbente (se representa con mayor claridad en la
(Figura 51 en la zona D) y una red de cinco canales fluidicos en la plataforma de papel de
celulosa y formando por barreras hidrofdbicas con un polimero (Figura 50 b y c) que
dirigen la muestra a cinco areas de reaccién aisladas (Figura 51 zonas Al - A5), cada una
de las cuales contiene reactivos para ensayos. El canal central del dispositivo (Figura 51 en
la zona D), transporta la muestra a las cinco zonas de prueba separadas, donde se realizan

los bioensayos independientemente.

Figura 51. Caracteristicas del dispositivo microfluidico basado en papel.
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9.3.6.1 Manipulacion del Dispositivo
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Figura 52. Dispositivo de diagndstico simple para usuarios finales generales sin experiencia técnica.

El disefio del dispositivo microfluido multifuncionales para analisis colorimétrico
para el diagndstico de problemas renales se optimizo para su facil uso sin la necedad de
equipo costoso de laboratorio o de personal calificado para su manipulacién vy, usarlos
desde un consultorio, una farmacia e incluso desde el hogar. El dispositivo se conforma de
varias capas y diferentes materiales que sirven como plataformas de recoleccion,

manipulacion, almacenamiento y bioanalisis.

La muestra se deposita en el drea del centro del dispositivo, la capa superior, capa inferior
y la capa del polimero con canales microfluidicos que forman barreras hidrofébicas
canales que dirigen la muestra hasta las lineas de reaccién y hacia el final de la tira. La
capa porosa esta conformada por una almohadilla absorbente, y la propiedad de accion

capilar pasiva de este material absorbente facilita el flujo unidireccional.
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Como se menciond anteriormente, el dispositivo se disefié para un manejo simple a los
usuarios finales generales sin experiencia técnica, por ende, el control de la velocidad del
fluido no es critico en el analisis y también existe una tolerancia a la variacién de volumen
en la muestra. Comparandolo con dispositivos que usan técnicas y tecnologia similar (ej. la
prueba de embarazo), estos ensayos no necesitan un volumen exacto de la muestra,
siempre que sea lo suficiente para llegar a las areas de reaccién; de manera similar hemos

desarrollado un dispositivo de diagndstico portatil.

Los fendmenos del cambio de color producidos por las reacciones enzimaticas y por el
agente cromogénico nos indican la condicién del cambio de color proporcional a las
concentraciones del cada analito y se capturaron imagen de estas condiciones de color
con la cdmara de un teléfono inteligente para un procesamiento de imagenes y un analisis

colorimétrico que nos permitid obtener sus curvas de calibracion.
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10 Conclusion

Con el rdpido crecimiento de la poblacién en todo el mundo y, con ello la epidemia y los
factores de riesgo de las enfermedades renales, la necesidad de desarrollar dispositivos
analiticos de diagndstico asequibles y faciles de usar para detectar y monitorear la calidad
de vida de los pacientes. En este contexto, el biosensor presentado en esta investigacion
tiene varias ventajas asociadas analizando brevemente la importancia de los Criterios
ASSURED, como su facil operacién ya que no requieren profesionales capacitado, las
pruebas requieren de pequefios volumenes de muestra, se pueden detectar multiples
analitos simultdneamente y, por lo tanto, puede integrarse para el diagndstico oportuno
de la ERC, ademas de tener la capacidad de brindar los beneficios de una reduccion de la

mortalidad y de costos médicos.

A partir de los resultados de la sintesis de macromoléculas de quitosano, las pruebas
bioquimicas y el estudio de acoplamiento enzimdatico de la ureasa en macromoléculas de
quitosano se concluyd que la seleccion del polimero de quitosano como plataformas de
inmovilizaciéon enzimaticas ha sido la indicada para este trabajo de investigacién debido a
su capacidad de adaptacion a las proteinas y sus caracteristicas que se reportan en la
literatura y que mejoran las propiedades enzimdticas. En los resultados de las pruebas
bioquimicas, la ureasa inmovilizada mostré una mayor estabilidad mejorada en el rango
de pH de 6.5 a 8, y en un intervalo de temperatura 35 a 65 °C, en comparacién con la
enzima libre. Y para ambas enzimas exhiben su maxima actividad en un pH de 7 y a una
temperatura optima de 55 °C. Y en los ensayos de acoplamiento enzimatico se encontré
que la cantidad de acoplamiento de ureasa fue del 71% de enzima a partir del minuto 30.
En conclusion, la inmovilizacién de ureasa en quitosano mostré resultados andlogos a
otros estudios comparativos, incluso mejores, ademas de ofrecer ventajas en la mejora de
la estabilidad bioquimicas de la enzima y la técnica de inmovilizacién utilizada es

relativamente sencilla y econdmica.
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Se construyo con éxito un sistema de bioensayos colorimétricos sobre plataforma de
papel de celulosa absorbente para la deteccién de un conjunto de biomarcadores de dafio
renal. Los cambios de color de en diferentes espacios de color muestran diferentes
capacidades de identificacidn colorimétrica de los analitos. Esta investigacidn proporciona
nuevos conocimientos sobre el andlisis colorimétrico en diferentes espacios de color, en
donde podemos evidenciar en los resultados de la tabla de los limites de deteccién, un
mejor rendimiento y una mayor sensibilidad en el espacio de color HSB en todos los
bioensayos. Ademas, las herramientas y los sistemas de cdmputo de procesamiento de
imagenes se pueden utilizar para medir diferentes analitos simultdneamente con el fin de

mejorar los procesos de diagndstico.
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11 Perspectivas y trabajo a futuro

Estd claro que investigaciones futuras se concentraran en el avance de dispositivos
biomédicos, andlogos a este mismo tipo de tecnologia para desarrollar pruebas
beneficiosas adicionales al diagndstico, considerando su facil manejo, su bajo costo y su

portabilidad sin precedentes.

Sin bien, la pandemia por SARS-COVID-19 ha despertado interés en el desarrollo y uso de
tecnologias emergente avanzadas de biodeteccion en el control y la vigilancia de
enfermedades, por lo tanto, se puede predecir que el biosensor presentado en esta
investigacion tiene el potencial de convertirse gradualmente en una plataforma util para
el diagndstico médico potable, inteligentes y en el punto de atencion en el futuro para
aplicaciones potenciales en campos biomédicos. Nuestras perspectivas futuras pueden
apuntar al desarrollo de biosensores con un formato del sistema de sensores que puedan
mejorar la portabilidad, la sensibilidad, selectividad, escalables y un programa auténomo
de deteccidon que integren una tira o tabla de calibracion de color estandarizadas para
ayudar en la lectura en diferentes condiciones ambientales teniendo en cuenta las

aplicaciones relacionadas con teléfonos inteligentes.
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13 Anexo

13.1 Andlisis colorimétrico de creatinina
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Figura 53. Grdfico sefial-concentracion y curva de calibracion de los espacios de color: (A) L*a*b*;
(B) YCbCr; (C) CMYK y (D) NTSC o YIQ del biomarcador de creatinina.
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13.3 Analisis colorimétrico de sarcosina
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Figura 55. Grdfico sefial-concentracion y curva de calibracion de los espacios de color: (A) L*a*b*;
(B) YCbCr; (C) CMYK y (D) XYZ del biomarcador de sarcosina.
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13.4 Analisis colorimétrico de urea

A)

W Lt
e L
Aa
wh
|——"Linear Fit of Sheet1 B"L*a*b|"
|-——"Linear Fit of Sheet1 C"L"
509 e | inear it of Sheett £+ A
-
— _—
[ A A //
40 ° — ¢
=
A _— —
« /// | ] [ ] ~—_
234 m T~
© A A g —
) n ! ]
20 4
v
vV v
-
10 - -
Y v
v
0 T T T T T T |
40 60 80 100 120 140 160
Concentracion (ug/ml)
0.8 N
0.7 - _—
A A2
0.6 - A
A
A
X =M
> 057 oy
= A K
Ooad o —— Linear Fit of Sheetl B'M"
~_ — Linear Fit of Sheet1 C"Y"
* ° |—— Linear Fit of Sheet1 D'K"
0.3 N
0.2
0.14
0.0 T T T

40 60

T
80 100

T
120
Concentracion (ug/ml)

T 1
140 160

180 4 v
v Vv
160 4 Y
v v v
140 4
3 1204
2 120 2 2
[S) S~ W YCher
> ° 2 &
100 4 o — ° v or
o- [~ Linear Fit of Sheet1 B"YCbCr"
—_ 0 |~ Linear Fit of Sheetl C"Y"
~ |~ Linear Fit of Sheet1 D"Cb"
80 1 — [=— Linear Fit of Sheet1 E"Cr"
~
60 T~
°
40 T T T T T T 1
40 60 80 100 120 140 160
Concentracion (ug/ml)
0.24 1 B XYZ
® x
4 o Ay
0.22 vz
[~ Linear Fit of Sheetl B'XYZ"
0.20 4 |~ Linear Fit of Sheet1
- |~ Linear Fit of Sheetl
0.18 4 a - ] [ Linear Fit of Sheetl E'Z
0.16
N -
N 0.14
x
0.12 4
0.10 4
0.08
0.06
0.04
T T T T T 1

40 60

80 100 120
Concentracion (ug/ml)

140 160

Figura 56. Grdfico sefial-concentracion y curva de calibracion de los espacios de color: (A) L*a*b*;
(B) YCbCr; (C) CMYK y (D) XYZ del biomarcador de urea.
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20217, en el marco de la 12va edicién del programa de Nuevos Talentos Cientificos y Tecnolégicos promovido e
impulsado por el Consejo de Ciencia y Tecnologia del estado de Querétaro.

Santiago de Querétaro, Qro., 09 de febrero de 2022

Dr. Enrique Rabell Garcia
Director General del CONCYTEQ

-
“ SECRETARIA DE
%%/ EDUCACION

QUERETARO
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La Secretaria de Educacion del Poder Ejecutivo del Estado de Querétaro, a través de su
Consejo de Ciencia y Tecnologia del Estado de Querétaro (CONCYTEQ)

Otorga la presente:

Constancia

A: Cristian Eduardo Flores Arreola

Facultad De Ingenieria-Universidad Autonoma De Querétaro (FI-UAQ)

Por su valiosa participacion como ponente el dia lunes, 10 de octubre de 2022 con la actividad titulada
“Multi-sensor colorimétrico para deteccion de biomarcadores para dafo renal” en el marco de la 1¢
Feria de Ciencias Querétaro 2022 en su edicién en linea.

- M secreTARIADE oM
EDUCACION £ON
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LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETABO
A TRAVES DE LA FACULTAD DE INGENIERIA

otorga el presente

RECONOCIMIENTO -

CRISTIAN EDUARDO FLORES ARREOLA

por haber obtenido el primer lugar en el Concurso
Nuevos Talentos Cientificos y Tecnologicos 2022 del
Consejo de Ciencia y Tecnologia del Estado de
Querétaro con su proyecto “Biosensor y app para
detectar dafo renal”.

26 de Mayo de 2022.

Santiago de Querétaro, Qro. México.

“EL ingenio para crear, no para destruir”

Dr. Manuel Toledano Ayala M.D.M. Carmen Sosa Garza
DIRECTOR ) SECRETARIA ACADEMICA
FACULTAD DE INGENIERIA FACULTAD DE INGENIERIA
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MOVIMIENTO %=
EMPRENDEDOR

Se otorga la presente:

CONSTANCIA

“r—- L

m

> Biomarcador para enfermedad renal

Por su participacion

organizado por la Direccion de Innovacion de la Universidad Auténoma de Querétaro.
16 y 17 de marzo del 2023.
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AN A ~ A
Dra. Ma. Gugidalupe Flavia Loarca Pifia Dr. >_Umaqu\ lesefS Pastrana Palma "

Directora de Investigacion y Posgrado UAQ Director de Innovacién UAQ

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARD | | m ~ u
SECRETARIA DE ION, ON Y PO : w s
DIRECCION DE INNOVACION | S.ong QP ‘ ®
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Sociedad Mexicana de
Biotecnolegia y Bioingenieria

AV NVZ 0

CONGRESO NACIONAL Aniversario

DE BIOTECNOLOGIA Y BIOINGENIERIA
Soticeere 2023

LA SOCIEDAD MEXICANA DE BIOTECNOLOGIA Y BIOINGENIERIA

EXTIENDE LA CONSTANCIA A:

Cristian Eduardo Flores Arreola, Abraham Ulises Chavez Ramirez, Alejandra Alvarez Lépez, Vanessa Vallejo
Becerra y Juan de Dios Galindo de la Rosa

\\\) Por su participacion en |la sesion de carteles con el trabajo:
Z/C_:._._ -SENSOR ENZIMATICO PARA DETECCION DE BIOMARCADORES DE DANO EWZZ./

/ ,

v Ixtapa Zihuatanejo, Gro, a 11 - 15 de septiembre del 2023 /

\ \ \..
\\ \\E« N\ - /
y , (S o \VA

AROMINA RO im;ﬁ SANOJA DR. LUIS FLORES COTERA DRA. BEATRIZ RUIZ VILLAFAN
SSIDENTAMDN 2022-2024 PRESIDENTE DEL CONGRES( SECRETARIA MBN 2022-2024
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