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Lab-on-Chip VOCs sensing: Acetone detection in exhaled human breath as non-invasive diagnosis tool for diabetic patients

Summary

With studies reporting over 870 [1], Volatile Organic
Compounds (VOCs) present in human exhaled breath are
promising candidates to mirror metabolic processes for non-
invasive diagnosis [2]. VOCs are present with concentrations
ranging from parts-per-trillion (ppt) to parts-per-million (ppm) [3].
As a diabetes biomarker, acetone levels of 300 ppb have been
demonstrated in healthy individuals [4], while increasing up to 1.8
ppm in diabetic patients [5]. However, available commercial
equipment do not reach such resolution or present expensive and
bulky solutions.

Thanks to the continuous advances in microelectronics technologies
and miniaturization capabilities, a new generation of sensing
systems has emerged following a Lab-on-Chip (LoC)
configuration. They integrate monolithically a gas sensing
element (MEMS resonator based), together with the readout and
communication circuit (CMOS) in a single chip. Thus, offering
high portability, low cost, outstanding limit of detection (LOD) and
point-of-care diagnosis [6].

MEMS resonators are mechanical elements at the micro-scale
whose resonance frequency changes due to a deposited mass,
operating as a mass sensor. Using a MEMS resonator coated with a
specific functionalization polymer (P4V) layer that can capture
the target molecule, this work presents a LoC VOCs sensor for
acetone detection down to 20 ppb [7].

MEMS resonator schematic with integrated circuit (TIA). SEM image.
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Principle of Operation

Non-invasive monitoring method

Functionalization layer captures acetone molecules on MEMS resonator Resonance frequency decreases due to

the deposited mass
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High-resolution gas mixture setup with two mass flow controllers for accurate analyte injection into test chamber. Resonance frequency is real-
time recorded, while monitoring the chamber temperature and acetone concentration sourced.
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Estudi de la biocompatibilitat i bioactivitat d’empelts ossis
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Introduccio i objectius

= A mesura que la poblacié envelleix cada cop és més dificil tractar amb éexit algunes malalties 0ssies degeneratives aixi com defectes del teixit ossi. El tipus de substitut
ossi més utilitzat i considerat la millor opcié pel fet d'oferir un baix rebuig immunologic és I'autoempelt. No obstant, presenta una serie de desavantatges que han
donat lloc a I'Us d'altres tipus d'empelts per a la regeneracio Ossia: al-loempelt, xenoempelt i empelts sintétics.

» L['enfocament actual dins aquest ambit es centra en crear estructures hibrides combinant components naturals i sintetics. Aquestes estructures compostes tenen
I'objectiu d’afavorir una curacié rapida aixi com la formacié d'una interficie entre I'os i I'empelt amb propietats biomecaniques optimes. Seguint aquestes premisses i
els avancos en biomaterials s'ha creat I'empelt SmartBone® (SBN) a partir d'una matriu 0ssia bovina reforcada amb polimers biodegradables i fragments de col-lagen

amb l'objectiu de ser emprat en aplicacions dentals, maxil-lofacials i ortopédiques.

= Per tant, en aquest treball s'ha duit a terme un estudi sobre la biocompatibilitat i bioactivitat d'aquests empelts ossis, uns control (SBN) i uns modificats amb péptids

sintetics (SBNPK), en un model in vitro de preosteoblasts murins MC3T3-E1.

Materials i méetodes

Oh 24h 2 dies 14 dies
B @ N M. CONFOCAL
SBN MC3T3-El M. CONFOCAL
+ l LDH SEM SEM
_ @ 88 PCR a temps real
Peptids SBNPK ALP
Resultats
1. Citotoxicitat 2. Proliferacio i morfologia cel-lular
SBN SBNPK Dia 2

Figura 1. Avaluacié de la citotoxicitat de cel-lules
MC3T3-E1 cultivades sobre SBN i SBNPK. El control
positiu (+) correspon a la mesura de LDH en el medi de
cel-lules tractades amb 1 % de Trité X-100 i el control

negatiu (') a Cultivades SObre p/dStIC Figura 2- Imatges obtingudes a part,'r
del microscopi confocal després de
14 dies de cultiu en SBN i SBNPK.

3. Analisi expressio génica

nivells d'expressié
nivells d'expressié
nivells d'expressic

nivells d'expressié
nivells d'expressio
nivells d'expressié

Figura 4. Nivells d'expressio de mRNA de Fbn, Itgb3, Collal, Bmp2, Osx i Oc. Els resultats han estat

normalitzats amb gens de referencia (18S rRNA i GAPDH) i expressats com a percentatge del control
(SBN) que representa el 100%.

Conclusions

SBN

------

SBNPK

Figura 3. Imatges obtingudes a partir del SEM després de 2 i 14
dies de cultiu.

4. Activitat ALP

Figura 5. Activitat ALP de les
cél-lules MC3T3-E1 cultivades
en SBN i SBNPK durant 14 dies.

5. Concentracio RNA total

Figura 6. Concentracié total
de RNA després de 14 dies de
cultiu.

1. Tant SBN com SBNPK augmentaren |'activitat LDH respecte al control negatiu. Tot i aix0, no es supera el limit establert com indicador de toxicitat (30%).
2. Les imatges del SEM i del microscopi confocal, una major concentracido de RNA total i uns nivells més elevats de mRNA de Collal mostraren una major

proliferacié en SBN.

3. Respecte a la diferenciacio osteoblastica, SBNPK presenta un augment significatiu de mRNA d’Oc. L’activitat ALP va augmentar, de forma no significativa, en

SBNPK.

4. Per tant, el grup SBNPK promou una major diferenciacié dels osteoblasts, mentre que el grup SBN presentaria una major adhesié i proliferacio cel-lular.



BMP4 micro-immunotherapy increases collagen deposition and reduces PGE2

release in human gingival fibroblasts and increases tissue viability of
engineered 3D gingiva under inflammatory conditions
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Background and Aim

Periodontitis is the most advanced, irreversible and destructive form of periodontal disease, which leads to progressive attachment loss and bone destruction
due to this acute (sometimes aggressive) or chronic inflammation. In the present study, we aimed to evaluate the effect of low doses (LD) bone
morphogenetic protein-4 (BMP4) and BMP2 micro-immunotherapy (Ml) in two in vitro models of periodontal wound healing/regeneration for periodontal

applications.

hGF cells 2D model
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Collagen deposition
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Fig 1. A) Lactate dehydrogenase (LDH) activity, an indicator of cytotoxicity, measured in culture media after 3 days of
treatment. Results are presented relative to the LDH activity in the media of cells cultured in tissue culture plastic
(negative control was set to 0 % of cell death). B) Collagen deposition in hGF cells after 24 days of treatment. Vehicle
(lactose-sucrose) concentration= 7.5x106ng/ml. Data represents the media + SEM of six sample replicates (n=6) for
each group. p < 0.05 and represented with * compared to control, ¥ compared to vehicle, and ¥ compared to LD
BMP2.
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Fig 2. PGE2 release of hGF cells after 3 days (A) and 24 days (B) of treatment. Vehicle (lactose-sucrose)
concentration= 7.5x106ng/ml. Data represents the media + SEM of six sample replicates (n=6) for each group. p <
0.05 and represented with * compared to control, T compared to vehicle, and ¥ compared to LD BMP2..
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Fig 3. MMP1 protein released to cell culture media after 3 days (A) and 24 days (B) of treatment. TIMP1 protein
released to cell culture media after 3 days (C) and 24 days (D) of treatment. Vehicle (lactose-sucrose) concentration=
7.5x106 ng/ml. Data represents the media + SEM of six sample replicates (n=6) for each group. p < 0.05 and
represented with * compared to control, * compared to vehicle, and ¥ compared to LD BMP2.

Materials & Methods

Results

Gingival tissue equivalent (GTE) 3D model

Experimental setup of GTE Stimulation and treatment of GTE

Collagen embedded inmortalized ~ Addition of inmortalized human IL-18 (1 ng/ml)
Human gingival Fibroblasts (iHGF) gingival Keratinocytes (iHGK) BMP4
\ \ ( 2X treatment
-11
7 days 3 days 48 hours 1.52x10" ng/ml
Acellul;
e >
Airlift Eoidermi |
==l Epidermis
15 days 3 days 11 days
\ Lamina
Airlift culture propria T

medium
Stratification and
diffentation of oral
mucosa

PGE2 ELISA test PGE2 ELISA test
Tissue viability (MTT)

Histologic characterization

GTE 3D model

Fig 4: Histologic characterization of GTE.
Representative images for each group are
shown. H&E staining of GTE 200x;
Expression of Vimentin (fibroblasts marker)
200x; Expression of Keratin 19 (epithelial
differentiation marker) 400x; Expression of
Keratin 17 (epithelial differentiation marker)
400x; Expression of Involucrin (epithelial
differentiation  marker) 200x.  Vehicle
(lactose-sucrose) concentration= 15x106
ng/ml.

150

11 days
S T Fig 5. Tissue viability was measured with an MTT test
2 100- after ays of treatment. Positive control was
2 fter 11 d f treat t. Positi trol
% 1 obtained from tissues treated with PBS and was set at
S . 100%  of  viability.  Vehicle (lactose-sucrose)
T 501 concentration= 15x106 ng/ml. Mean + SEM (n=2) for
o each group are represented. p<0.05 and represented
o with * versus control, and 1 versus vehicle.
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Fig 6. PGE2 release of GTEs media culture after 3 days (A) and 11 days (B) of treatment. Vehicle (lactose-
sucrose) concentration= 15x106ng/ml. Data represents the media + SEM of six sample replicates (n=6) for each
group. p<0.05 and represented with * compared to control, and t compared to vehicle.

Conclusions
1. The present manuscript reports for the first time a beneficial effect of LD BMP4 Ml in two in vitro models of periodontitis.
2. LD BMP4 Ml treatments presented anti-inflammatory properties and beneficial effects on collagen metabolism on hGF culture.
3. Ina more complex 3D model, LD BMP4 recovered tissue viability under inflammatory conditions.
4. We verified the in vitro efficacy of LD BMP4 treatment as a new and promising approach for periodontitis treatment.
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Uso del MALDI-TOF para el diagndstico precoz de la ATTRv en muestras de sangre
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Introduccion

Permiten desarrollo modelo
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+130 mutaciones gen TTR iloi i val30Met (ValSOMet) i redictivo (técnicas de aprendizaje
(chr18q12.1)2 PTIGISI 150 mas frecuente en biomarcadores en sangre P rutomatico) p J
hereditaria Espafia, endémica3
Deposito de fibrillas amiloides - Analisis protedmico

transtiretina ., TR
derivadas de la acumulacidon de ; 2ot Deteccidon de marcadores indicativos
(ATTRv) Diagndstico precoz

conformaciones inestables de la esencial para inicio temprano patogénesis y

proteina transtirretina* tratamiento oportuno progresion ATTRv y amiloidosis
cardiaca wildtype

MALDI-TOF util para diferenciar
muestras e identificar
marcadores en biofluidos

Objetivos Resultados
(%)

O Comparar los niveles de TTR, vitamina A y RBP4 en controles sanos y g Sanos ATTRV30M ATTRV3OM
portadores asintomaticos. 2 EENSTIRC N Spacichtes

O Validar el uso del MALDI-TOF para el diagndstico precoz de ATTRv a 8 n= 89 30 29 30
partir de muestras de suero. 9 Edad (media, sd) 41.4(10.6) | 48.0(15.3) (5163'90";

O Crear, evaluar y validar un modelo predictivo basado en el perfil g Sexo (%mujeres) 60.0% 62.0% 36.0%
protedmico de los tres grupos (portadores asintomaticos, pacientes y o Polimorfismo G6S conocido NA 100% 100%
voluntarios sanos). g Herencia materna NA 25% 70%

o Clasificar muestras desconocidas. 5 Edad de debut (media, sd) NA NA 59.8 (13.3)

g Edad al diagndstico (media, sd) NA NA 61.7 (14.2)
o
Materiales y Métodos
o Portadores Figura 1: Intensidad
= Pacientes
- - Pacientes e e m ATTRV30M de los picos (m/2)
Estudio - Portadores asintomaticos Mallorca : ‘qm')’ obtenidos en los
transversal - Sanos (controles voluntarios, E<pafia ’ - espectros MALDI-
prueba genética demostrada) P > TOF de las muestras
§ de suero.
. . ©
Variables de estudio © u
o O
s K
L O Fenotipo clinico (momento de la inclusién) 8 q
Explicativas . . o <
O Tratamiento y estadio de la enfermedad s 2
O Resultados andlisis del peptidoma (MALDI-TOF) class_id Figura 2:
De respuesta . e , #  ATTRV3OM carriers Resultado de la
o Nl\{eles séricos: TTR, proteina transportadora de ) A Heatny clasificaciéon ADL
retinol (RBP4) y Vitamina A 2 - - usando algoritmo
° j . .7
O Datos demograficos (filiacién, antecedentes €0 Sfu\zlz!:ts;e_
personales y familiares, edad de inicio y de c®
diagnostico) 59 one-out. Aparente
o » o 3 separacion del
Otras O Datos diagndsticos: mutacion < g grupo pacientes
"CUELESLEE O Variables neuroldgicas: sintomas y complicaciones c 8 respecto a sanos
control (examen neuroldgico o neurofisioldgico) -8 '€ y portadores
M = . ey
O Variables relacionadas con otros érganos o 25 (preilsmn del
sistemas  (cardiaco, gastrointestinal, renal, g5 69.6%). Precision
oftalmoldgico, sexual o urinario impotencia) de clasificacion de
los tres grupos:
62.9%.

O TTR y RBP4 (nefelometria; Beckman Coulter)
O Vitamina A (cromatografia liquida de alta resolucién)

Preparacién O Concentrar y purificar mediante Zip-Tip C18
MALDI-TOF O Analisis MALDI-TOF

O Andlisis discriminante lineal (ADL)

Cuantificacion Los niveles de TTR son significativamente inferiores (p < 0.05) en
portadores asintomaticos respecto a controles sanos. No hay
diferencias significativas en niveles de vitamina A y RBP4. No se
muestran diferencias entre grupos en la representacién del estudio
MALDI-TOF mediante mapa de calor (Fig.1). El modelo ADL muestra
una mayor separacion del grupo de pacientes, no concluyente (Fig.2).
Se estd trabajando en modelos predictivos de aprendizaje automatico
supervisado no lineales y basados en kernel, para obtener mejor
clasificacion de las muestras. Se ha empezado un nuevo estudio que
consiste en la digestiéon y purificacion de muestras para su posterior
analisis MALDI-TOF, con prevision de mejorar la discriminacién entre

grupos.

Procesado +
analisis datos

O Modelo predictivo (maximizar separacion
entre grupos)
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ACEPTACION DEL SEGUIMIENTO MEDIANTE LA
APLICACION REDSCAR®© EN PACIENTES REALES
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TELEMEDICINA , ,
SATISFACCION MEDICO- REDSCARO© INFECCION

PACIENTE HERIDA QUIRURGICA

\ 4

OBJETIVO: El objetivo del estudio es valorar el nivel de satisfaccion de los sujetos
sometidos a seguimiento telematico a través de la aplicacion RedScar© mediante un
cuestionario validado sobre satisfaccion en telemedicina.

RESULTADOS: Participacion encuesta satisfaccion: 37 pacientes (82,2%)

Preguntas N =37

Dificultad para cargar la imagen y analizarla 43,2%
Tiempo uso medio 3,7 min
Menor tiempo al realizar el seguimiento telematico que acudiendo a la consulta 94,3%
Reduccidn costes 100%
Deteccion de infeccion mas rapida mediante la app 82,9%
Fiabilidad del seguimiento telematico 80,6%
Preferencia por el seguimiento telematico 54,3%
Volverian a utilizar una app para el seguimiento de su estado de salud 85,3%
\ —

——
= CONCLUSIONES: A la mayoria de los pacientes les parece fiable el seguimiento telematico

aunque solo un 54,3% preferirian este seguimiento al presencial, siendo el principal motivo los
errores en el funcionamiento de la app. Corregir estos errores, mejorando el rendimiento de la

\e@icacién aumentaria el grado de aceptacion entre los pacientes.
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