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DESCRIPCION
Dispositivo de pruebas microfluidicas

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a biosensores que tienen caracteristicas mejoradas de aplicacion y mediciéon de
muestras, y a procedimientos para su utilizacion.

Antecedentes de la invencion

En estos ultimos afios, los cuidados médicos han cambiado de manera dramatica, pasando de utilizar analisis de
laboratorios clinicos de muestras a pruebas realizadas en el punto en que se llevan a cabo los cuidados médicos, en
el consultorio del médico, o junto al propio enfermo. Se utilizan frecuentemente biosensores de enzimas de un solo
uso para llevar a cabo estas pruebas rapidas. Tomando el ensayo de glucosa como ejemplo, las pruebas
domésticas por parte del paciente son actualmente habituales y necesarias para el control apropiado de la
enfermedad. Para llevar a cabo una prueba doméstica utilizando un biosensor de glucosa, el paciente diabético
perfora el dedo para recoger una pequefia cantidad de sangre. El paciente aplica la sangre a la tira de pruebas del
biosensor y al cabo de unos pocos segundos el medidor que forma parte del biosensor registra datos eléctricos del
biosensor y calcula la concentracion de glucosa en la sangre del paciente. Esta informacion es utilizada para tomar
decisiones con respecto a cuanta insulina se debe administrar y en qué momento.

A pesar de los avances conseguidos en la medicion rapida y precisa de metabolitos, la colaboracién del paciente
sigue siendo un problema significativo debido al dolor asociado a la extraccion de sangre. Para reducir el dolor y
aumentar la conformidad del paciente, se utilizan, en la actualidad, nuevos dispositivos de lanceta que obtienen
sangre del antebrazo o del muslo. Estos dispositivos de lanceta provocan menos dolor porque en estos lugares del
cuerpo hay un nimero menor de terminales nerviosos. No obstante, también existen menores vasos sanguineos
superficiales, lo que hace dificil obtener suficiente sangre para la prueba. De modo general, los pacientes se
encuentran con que, si bien el dispositivo de lanceta produce menos dolor, también se obtiene una cantidad menor
de sangre. Esto es un problema porque los biosensores de la técnica anterior requieren varios microlitros de sangre
para llenar correctamente el canal capilar y para su funcionamiento. Si el volumen de la muestra es demasiado
reducido, el canal capilar no quedara apropiadamente lleno. La prueba, o bien no funcionard o proporcionara
resultados imprecisos. Entonces, el paciente tendra que descartar la tira de pruebas mal llenada y volver a empezar.
El paciente tendra que pincharse nuevamente con la lanceta, por lo menos otra vez, utilizando una segunda tira de
pruebas. Esta situacion es muy dificil e incObmoda para algunos pacientes y reduce su conformidad con respecto al
control de la sangre. Como consecuencia, estos pacientes tienen dificultades en el control y tratamiento correcto de
su enfermedad.

Se disponen varios ejemplos de biosensores. Por ejemplo, las patentes US 5.120.420 y 5.320.732 a Nankai, US
5.141. 868 a Shanks y la solicitud de patente 2003/0196894 a Cai dan a conocer biosensores de glucosa de un
solo uso. Estos biosensores estan construidos a base de dos capas de plastico, laminadas sobre separadores v,
por lo tanto, mantenidas conjuntamente. Esta estructura forma un canal capilar ventilado que succiona una muestra
aplicada hacia el interior y encima de un area de pruebas. La ventilacién es necesaria para que el canal capilar
funcione adecuadamente. Cuando la muestra fluye hacia dentro del canal por flujo capilar, la muestra establece
contacto con la capa de enzima y los electrodos, que detectan y opcionalmente miden un analito en la muestra.

El documento WO 99/13100 Al da a conocer un sensor electroquimico que comprende tres electrodos sobre un
sustrato dieléctrico. Una serie de capas de material hidrofébico aislante, cada una de las cuales comprende una
abertura y rejillas hidrofilicas, estan formadas sobre el sustrato, y electrodos para definir un espacio como muestra.
Una capa de recubrimiento tiene una abertura para el acceso de la muestra a las capas de rejilla situadas por
debajo. Las capas de material aislante hidrofébico no cubren parte alguna de los electrodos.

La patente US 6. 491. 803 da a conocer una tira de pruebas de un biosensor, que comprende un sustrato
dieléctrico, un par de electrodos, estando los electrodos recubiertos por una pelicula de reaccion. Una capa
aislante con una abertura lateral recubierta por un recubrimiento reticular hidrofébico permite la introducciéon de
muestras desde la abertura lateral mediante capilaridad.

De acuerdo con ello, existe una necesidad continuada en la técnica de los biosensores y procedimientos que
proporcionan una aplicacién mejorada de muestras y mejores caracteristicas de medicion.

Resumen de la invencién

La presente invencién da a conocer dispositivos de prueba para la mediciéon de la presencia o cantidad de un
analito en un fluido bioldgico. Los dispositivos de prueba contienen componentes materiales que estan reunidos
para formar el dispositivo. Estos dispositivos requieren un minimo de volumen de muestra, y pueden ser utilizados
para determinar de manera precisa la cantidad de un analito en un fluido de muestra. Los dispositivos tienen una
placa de base que tiene un sistema de electrodos incorporado en la misma, y un material poroso hidrofilico situado
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sobre la placa de base. Una capa protectora hidrofébica esta situada sobre el material poroso hidrofilico, y un
recubrimiento esta situado sobre la capa protectora hidrofébica. En una realizacion, la capa de proteccién es
porosa y permite el paso de aire desde la camara de reaccién al exterior del dispositivo. Algunas realizaciones
utilizan también una capa aislante que puede estar situada entre la capa de base y el material poroso hidrofilico. El
recubrimiento del dispositivo tiene una abertura presente en el mismo, que esta situada sobre los electrodos, de
manera que los electrodos comunican con el exterior del dispositivo a través de la abertura. La capa aislante puede
tener también una abertura situada en la misma, que en una realizacién es una ranura situada para alinearse con
la abertura del recubrimiento. De esta manera, en estas realizaciones, los electrodos comunican con el exterior del
dispositivo a través de la ranura y la abertura del recubrimiento. La capa del material hidrofilico poroso y la capa
protectora hidrofébica no recubren necesariamente la totalidad de la placa de base, sino que recubren, como
minimo, el area situada por encima de la ranura en la capa aislante (cuando existe) o el area situada por debajo de
la abertura en el recubrimiento. La invencién da a conocer, asimismo, procedimientos para la fabricacion de los
dispositivos y procedimientos para su utilizacion.

En un primer aspecto, la presente invencién da a conocer dispositivos microfluidicos para determinar la cantidad de
un analito en una muestra. Los dispositivos tienen una placa de base realizada mediante un material dieléctrico y
tiene un sistema de electrodos en el que la placa de base comprende un extremo préximo, el cual incluye, como
minimo, dos electrodos en un material dieléctrico. Una capa de reaccion se encuentra presente sobre, como
minimo, uno de los electrodos, teniendo reactivos para producir una sefial detectable como respuesta a una
cantidad de analito de la muestra. Los dispositivos tienen también un material poroso hidrofilico que retiene una
muestra de liquido en contacto con la placa base, y una capa protectora hidrofilica dispuesta sobre el material
poroso hidrofilico. El dispositivo contiene también un recubrimiento realizado a base de un material dieléctrico que
tiene un extremo préximo y un extremo distal. El recubrimiento esta situado sobre la capa protectora hidrofébica y
tiene una abertura que proporciona comunicacion entre los electrodos y el exterior del dispositivo. La capa
protectora hidrofébica recubre, como minimo, dicho extremo préximo, en el que estan dispuestos dichos, como
minimo, dos electrodos. En una realizacion, la abertura es una ranura que se extiende desde un extremo préximo
hacia el extremo distal del dispositivo.

En una realizacion, el dispositivo tiene también una capa aislante dispuesta entre la placa de base y el material
poroso hidrofilico, y que tiene una ranura. En una realizacion, la ranura esta situada en alineacién con la abertura
del recubrimiento del dispositivo. La abertura del recubrimiento puede encontrarse presente también como una
ranura, y las dos ranuras pueden estar alienadas. Los, como minimo, dos electrodos del dispositivo pueden ser,
por ejemplo, tres electrodos, un electrodo de trabajo, un electrodo de referencia, y un contraelectrodo. En varias
realizaciones, la placa de base puede ser realizada a base de una serie de materiales, por ejemplo, carbono,
poliestireno, policarbonato, y un poliéster. El material poroso hidrofilico puede estar realizado también a base de
una serie de materiales, por ejemplo, un gel, una fibra de vidrio, un plastico poroso, un material celulésico, o un
poliéster. El material hidrofilico poroso puede encontrarse presente en forma de una rejilla. En una realizacion, el
poliéster es polietilentereftalato (PET). En una realizacién, el material hidrofilico poroso tiene una superficie
hidrofilica.

La capa protectora hidrofébica del dispositivo puede estar realizada también de una serie de materiales en
diferentes realizaciones, por ejemplo, un gel, una fibra de vidrio, un plastico poroso, material celuldsico, o un
poliéster. En una realizacion, la capa hidrofébica protectora se encuentra presente en forma de una rejilla.

En varias realizaciones, la tapa y/o la capa aislante esta realizada de un material hidrofébico, no conductor, por
ejemplo, una tinta, adhesivo, cinta adhesiva, plastico, material de celuloide, vidrio, o una lamina no conductora.

En una realizacion, el material hidrofilico poroso y la capa protectora hidrofébica recubren la parte proxima de la
placa de base y los, como minimo, dos electrodos, comunican con el exterior del dispositivo a través de la abertura
del extremo préximo del recubrimiento. En otra realizacién, el material hidrofilico poroso y/o el material protector
hidrofébico se extienden sobre la ranura y la abertura del recubrimiento del dispositivo (que en una realizacion, es
una segunda ranura). La capa hidrofobica protectora puede estar situada entre el material poroso hidrofilico y el
recubrimiento, y se extiende por encima de la abertura del recubrimiento. La capa de reaccion del dispositivo puede
contener una enzima u otros reactivos para detectar la cantidad de un analito en la muestra de fluido. En una
realizacion, la capa de reaccién contiene glucosa oxidasa.

Los electrodos pueden estar dispuestos en cualquier orden adecuado. En una realizacion, el contraelectrodo es el
mas préximo al extremo préximo de la placa de base, y el electrodo de referencia es el mas alejado con respecto al
extremo proximo de la placa de base. El electrodo de trabajo puede estar situado entre el contador y los electrodos
de referencia. En una realizacion del dispositivo, el material hidrofilico poroso esta dispuesto sobre la placa de
base, la capa protectora hidrofébica esta dispuesta sobre el material hidrofilico poroso, y el recubrimiento esta
dispuesto sobre la capa protectora hidrofébica.

En otro aspecto, la presente invenciéon da a conocer procedimientos de determinacion de la concentracion de un
analito en una muestra de fluido. Los procedimientos comportan la colocacién de una parte de la sangre sobre un
dispositivo de prueba de la presente invencion, insertando el dispositivo de prueba en el sistema electrénico de
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deteccion, de manera que el dispositivo de prueba esta conectado al sistema de deteccion a través de conductores
de contacto del dispositivo de prueba, y determinando la concentracién del analito de la muestra de fluido.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 muestra la disposicién de las capas de un dispositivo de la invencion y la caAmara de reaccion definida
por las capas, que esta limitada por la placa de base 101, lados de la ranura 113, y material hidrofilico poroso 115.

La figura 2 muestra la disposicion de componentes de un dispositivo de la invencion.

La figura 3 muestra otra ilustracion de un dispositivo de la figura 2, con las capas superiores alineadas
representadas esquematicamente y mostrando la posicion de los conductores en contacto 123 de una realizacion.

La figura 4 es una vista superior y en el dispositivo de la figura 1.

La figura 5 proporciona una ilustracion grafica de los resultados de ensayos utilizando un dispositivo de la
invencion.

Descripcion detallada

El dispositivo de la presente invencion comprende una placa de base, un material poroso hidrofilico, un protector
hidrofébico, y un recubrimiento. En algunas realizaciones, el dispositivo puede contener también una capa aislante.
Los componentes del dispositivo pueden estar laminados conjuntamente o en otras realizaciones pueden estar
impresos sobre la placa de base para formar el dispositivo, o pueden estar fijados entre si utilizando adhesivos. La
placa de base 101, la capa aislante 111 (en caso de que exista) y el material hidrfilico poroso 115 forman una
abertura 201 para la entrada de la muestra, donde se introduce la muestra de fluido hacia dentro del dispositivo en
la preparacién para el analisis. La abertura de entrada de la muestra puede encontrarse presente en el extremo
proximo del dispositivo, de manera que la muestra introducida en dicha entrada para la admision de muestras es
retenida sobre los electrodos del dispositivo de la camara de reaccion.

En su utilizacion, el extremo proximo 109 del dispositivo, que contiene la abertura para la entrada de la muestra,
establece contacto con una gotita de la muestra de pruebas. En una realizacién, la muestra de pruebas es sangre
entera, que el usuario puede conseguir pinchando un dedo. Cuando la abertura para la entrada de la muestra
establece contacto con una gotita de fluido de muestra, el fluido de muestra es introducido en la camara de
reaccion del dispositivo y es retenido sobre los electrodos del dispositivo. El dispositivo es preparado a
continuacion para su insercién en un lector electronico, que dirigird una corriente eléctrica que pasara por los
electrodos, y de esta manera medira el paso de corriente y determinara la presencia o cantidad del analito en la
muestra:

Placa de base

Haciendo referencia a la figura 1, la placa de base 101 del dispositivo se ha mostrado conteniendo los electrodos
(103, 105, 107), que son utilizados para determinar electronicamente la presencia o cantidad de un analito de interés
presente en la muestra de fluido. Como minimo, dos electrodos se encuentran presentes en el dispositivo, pero la
placa de base puede contener tres (0 mas) electrodos (tal como se ha mostrado). La placa de base 101 puede ser
construida mediante una serie de materiales, tales como carbono, poliestireno, policarbonato, resina de cloruro de
polivinilo, y un poliéster. En una realizacion, la capa de base esta fabricada de polientilentereftalato (PET). Una tira
de PET de 5 milésimas de pulgada de grosor proporciona el soporte apropiado, tal como lo hace una pelicula de
PET blanco de 14 milésimas de pulgada. Desde luego, muchos grosores distintos funcionaran igualmente bien en la
invencioén. La placa de base proporciona un soporte para recibir los electrodos y los conductores de los electrodos.

En una realizacién, los electrodos y conductores de los electrodos estan impresos sobre la placa de base. Se
pueden utilizar Ag/AgCl, tintas de carbén (grafito), paladio, oro, platino, iridio, 6xido de estafio dopado con indio,
acero inoxidable, y otros materiales conductores adecuados. Los electrodos pueden ser realizados también a base
de combinaciones de estos materiales. Por ejemplo, una parte del electrodo puede ser de un material y otra parte
del mismo electrodo puede ser de otro material. Los electrodos pueden ser dispuestos sobre la capa de base en
cualquier formato deseable. En una realizacion, el dispositivo tiene tres electrodos, un electrodo de trabajo, un
contraelectrodo, y un electrodo de referencia. En una realizacion, el contraelectrodo 107 estéa situado mas proximo al
extremo proximo 109 del dispositivo, y el electrodo de referencia 105 esta colocado el mas alejado con respecto al
extremo préximo del dispositivo. El electrodo de trabajo 103 puede ser colocado entre el contraelectrodo 107 y el
electrodo de referencia 105. En otra realizaciéon, dos electrodos (0 mas) pueden encontrarse presentes, o los
electrodos pueden estar dispuestos en otros formatos. La placa de base contiene también conductores 121 para los
electrodos, y tiene conductores de contacto 123 en un extremo. En una realizacion, los conductores de contacto se
encuentran presentes en el extremo distal del dispositivo. Los conductores de contacto pueden ser utilizados para
conectar el dispositivo a un lector que dirige corriente por los electrodos para medir la presencia o la cantidad de un
analito de interés en una muestra de liquido. En el presente contexto, el término extremo “préximo” se refiere al
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extremo del dispositivo en el que esta situados los electrodos, mientras que el extremo “distal” se refiere al extremo
del dispositivo en el que estan situados los conductores de contacto. Si bien la figura 1 muestra un sistema de
electrodos, son posibles otros disefios, y estos se encuentran también dentro del alcance de la invencion. Por
ejemplo, los electrodos pueden ser disefiados de manera que la abertura de entrada de la muestra puede ser
posicionada en uno u otro lado del sensor. En estas realizaciones, la abertura de entrada de la muestra se
encontraria presente hacia el extremo préximo del sensor, pero no necesariamente en el borde extremo.

En una realizacion, el material hidrofilico poroso y la capa protectora hidrofébica recubren la totalidad del sensor,
pero en otras realizaciones recubren solamente el extremo préximo del dispositivo. El “extremo préximo” del
dispositivo es el extremo mas alejado con respecto a los conductores de contacto y el extremo en el que estan
situados los electrodos. En varias realizaciones, el extremo proximo del dispositivo es el tercio del dispositivo mas
préximo a los electrodos y mas alejado de los conductores de contacto, segiin una medicion longitudinal. En otras
diferentes realizaciones, el extremo préximo es la cuarta parte, o la quinta parte, o la mitad del dispositivo mas
proxima a los electrodos y mas alejada de los conductores de contacto. En una realizacion, el material hidrofilico
poroso y la capa protectora hidrofébica recubren, como minimo, el espacio situado dentro de la ranura de la capa
aislante (cuando exista) y el espacio situado por debajo de la abertura en el recubrimiento.

Capa de reaccién

Una capa de reaccion puede ser situada sobre, como minimo, uno de los electrodos, pero puede recubrir dos
electrodos o la totalidad de los mismos. La capa de reaccién contiene uno o varios reactivos para medir la presencia
o la cantidad de un analito de interés en la muestra de fluido. Los reactivos presentes en la capa de reaccién
dependeran del ensayo especifico que se lleva a cabo. Cualquier analito para el que existan reactivos que
produciran una sefal detectable eléctricamente cuando se encuentra presente el analito, pueden ser incluidos en la
capa de reactivo. En una realizacién, la capa de reaccion contiene un 6xido reductasa y un aceptador de electrones,
para analizar la muestra y generar una sustancia mediante la reaccion que es detectable por el sistema de
electrodos. La capa de reaccion esta contenida de modo deseable sobre la placa de base, pero también puede
encontrarse presente en cualquier punto dentro de la camara de reaccion, que es el volumen definido por la placa de
base 101, la superficie interna de la ranura 113 de la capa aislante 111 (cuando existe dicha capa aislante) y la rejilla
del material hidrofilico poroso 115. El término “ranura” se refiere a un canal, rebaje, o regata. La ranura puede tener
cualquier forma, pero en una realizacién sera un canal o rebaje redondeado, tal como se ha mostrado en las figuras.
La ranura se puede extender desde cualquier lado de la capa aislante o recubrimiento sobre, como minimo, uno de
los electrodos del dispositivo.

En una realizacién, el analito de interés es glucosa presente en la sangre (por ejemplo, sangre entera). En esta
realizacion, la capa de reaccion puede incluir glucosa oxidasa. Los reactivos pueden incluir también un agente de
unién. En una realizacion, el agente de unién es hidroxietilcelulosa (HEC). También se puede utilizar el polimero
NATROSOL® HEC M para la unién de los componentes de la capa de reactivo. Esta union es hidrofilica y también
puede ser utilizada para mezclar la muestra de sangre entrante, de manera que se establece una célula
electroquimica en un periodo de segundos. También se pueden utilizar como unién otros materiales, por ejemplo,
hidroximetilcelulosa e hidroxipropil celulosa. También se puede incluir un estabilizante en la formulacién de reactivo.
En una realizacion, se puede incluir polietilenglicol (PEG). ElI PEG puede facilitar también una respuesta rapida en el
ensayo. En otras varias realizaciones, la capa de reaccién puede contener también mediadores, tensoactivos,
estabilizantes y polimeros, y cualesquiera otros reactivos Utiles para llevar a cabo el ensayo.

Capa aislante

En algunas realizaciones, una capa aislante 111 se encuentra presente sobre la capa de base 101. Sin embargo, en
otras realizaciones, el dispositivo funcionara sin capa aislante. Cuando se encuentra presente, la capa aislante
puede contener una ranura 113 presente en el extremo proximo 109 del dispositivo, y que establece un limite de la
camara de reaccion. En estas realizaciones en las que no se encuentra presente capa aislante, la camara de
reaccion es el espacio situado dentro de la rejilla de material poroso hidrofilico. La ranura de la capa aislante
también puede estar situada abriéndose a cualquiera de los lados del dispositivo, y no necesariamente debe estar
situada extendiéndose desde el extremo proximo hacia el extremo distal del dispositivo en todas las realizaciones.

En algunas realizaciones, la capa aislante puede ser un material plastico u otro material dieléctrico. Entre los
ejemplos de materiales dieléctricos adecuados a utilizar como capa aislante se incluyen tintas dieléctricas,
adhesivos, cinta o pelicula adhesiva, plasticos, materiales de celuloide, cristal, y elementos laminares dieléctricos.
En algunas realizaciones, la capa aislante contendra también un adhesivo para asegurarlo a la capa de base. La
capa aislante puede ser también una cinta adhesiva de dos caras, con una cara fijada a la capa de base y la otra
fijada al material poroso hidrofilico y/o al recubrimiento del dispositivo.

En una realizacion, la capa aislante es AR-care® 7840 (Adhesives Research, Inc., Glen Rock, PA), que es una cinta
adhesiva de doble cara con recubrimiento de resina acrilica AS-110. La cinta esta aplicada como recubrimiento
sobre un soporte de plastico de PET de color blanco, de 2 milésimas de pulgada, para formar la placa de base y
capa aislante. El recubrimiento adhesivo de cada cara es de 0,70 milésimas de pulgada. En esta realizacion, el
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grosor de la ranura o canal formado es de 3,4 milésimas de pulgada. Cuando existe, la ranura de la capa aislante
ayuda a conducir la muestra de fluido a establecer contacto con los electrodos.

Material poroso hidrofilico

El material poroso hidrofilico 115 puede ser realizado a base de cualquiera de una variedad de materiales, por
ejemplo, un gel, fibras de vidrio, un plastico poroso, una membrana porosa, un poliéster, una poliamida, y un
material de celulosa (por ejemplo, celulosa o acetato de celulosa). EI material hidrofilico poroso sirve para retener
la muestra de liquido en contacto con la camara de reaccién, y puede servir también para aspirar por capilaridad la
muestra de liquido hacia dentro de la camara de reaccion. El material hidrofilico poroso puede adoptar la forma de
una rejilla y tiene superficie hidrofilica. De este modo, el material hidrofilico poroso puede estar realizado a base de
un material que es hidrofébico, pero tiene una superficie modificada para tener caracteristicas hidrofilicas. El
material puede también estar realizado a base de un material que tiene caracteristicas hidrofilicas naturales. En
una realizacion, el material hidrofilico poroso tiene un adhesivo aplicado al mismo a efectos de fijarlo a la superficie
de la placa de base o capa aislante. También puede tener una capa de adhesivo para la fijacion de la proteccion
porosa hidrofébica.

En una realizacion, el material hidrofilico poroso puede ser una rejilla realizada a base de un poliéster, por ejemplo,
una rejilla de poliéster tejida de polietilentereftalato (PET). La superficie del material puede ser modificada por
acoplamiento quimico de una molécula hidrofilica a la misma. Por ejemplo, en realizaciones en la que el poliéster
PET es el material poroso hidrofilico, se puede fijar quimicamente un tensoactivo al PET para formar una superficie
hidrofilica sobre el PET. El tensoactivo puede ser cualquier tensoactivo que se pueda unir a la superficie del
material hidrofilico poroso y que tenga un terminal hidrofilico. Son ejemplos de tensoactivos adecuados el dodecil
sulfato sodico, TRITON X-100°, polietilenglicoles y dioxanos (por ejemplo, 1,4-dioxano). El material hidrofilico
poroso es un material que aspira un fluido y lo transporta a lo largo del material. Una rejilla es una forma de este
material. en una realizacion, la rejilla es un haz de fibras que pueden estar sometidas a torsién de manera libre,
trenzadas o tejidas para formar el material hidrofilico poroso. No obstante, la rejilla puede ser de cualquier material
poroso que permita el paso de aire a través del mismo. Una rejilla soporta también el transporte y flujo de fluido a
través del material.

Capa de proteccién

La capa de proteccion 117 esta situada entre el material hidrofilico poroso 115 y el recubrimiento 119. Por lo tanto,
puede estar situado directamente encima del material hidrofilico poroso. La capa de proteccion protege el area de
reaccion contra contaminaciones con sustancias que pueden ser introducidas por el usuario al manipular el
dispositivo. En una realizacion, la capa de proteccion es porosa, para permitir el paso del aire. La capa de
proteccion es hidrofébica, y sirve para mantener la muestra en el area de reaccion e impedir el movimiento de la
muestra hacia arriba, saliendo del area de reaccion. La capa de proteccion puede estar realizada a base de
cualquier material adecuado. Se incluyen entre los diferentes ejemplos de materiales apropiados un gel, una fibra
de vidrio, plasticos porosos y un material celulésico. La capa de proteccion es hidrofébica y puede encontrarse
presente en forma de una rejilla. En algunas realizaciones, la capa de proteccién contiene también un adhesivo
para unirla a la capa de base y material hidrofilico poroso. La capa de proteccién no esta dotada de recubrimiento
con tensoactivo o cualquier otra sustancia que confiera propiedades hidrofilicas a la superficie. ElI término
“hidrofébico” se refiere a un material que tiene grupos superficiales que no forman una union significativa de
hidrégeno con agua. Los materiales hidrofébicos no son solubles en agua (si bien pueden tener cierta solubilidad).
En general, el agua formara una bolita cuando se coloca sobre un material hidrofébico, debido a las fuerzas
moleculares de repulsion entre el material y las moléculas de agua. Los materiales que son “hidrofilicos” tienen
grupos superficiales que forman enlaces de hidrégeno significativos con el agua. Cuando se coloca agua sobre
estos materiales esta es adsorbida por el material o retenida dentro del mismo, o es desplazada a través del
material. Los enlaces de hidrégeno son significativos cuando constituyen una parte importante de las fuerzas
atractivas entre moléculas.

Recubrimiento

El recubrimiento 119 del dispositivo esta realizado a base de un material dieléctrico. Los materiales seleccionados
pueden ser cualesquiera de los mismos que se han seleccionado para la capa aislante. El recubrimiento del
dispositivo tiene también una abertura dirigida hacia el extremo proximo del dispositivo, para permitir la
comunicacion de aire entre la camara de reaccion y el exterior del dispositivo. La abertura puede ser una ranura
125 (tal como se ha mostrado en la realizacion de la figura 1), pero en otras realizaciones la abertura puede ser
cualquier tipo de abertura que permita el paso de aire desde la camara de reaccion hacia fuera del dispositivo. En
algunas realizaciones, el recubrimiento puede ser una tinta dieléctrica que puede estar impresa sobre el dispositivo.
El recubrimiento pude contener también un adhesivo para fijarlo a la capa hidrofébica protectora y una capa
aislante (en caso de que exista), y una placa de base. La abertura del recubrimiento puede estar situada
extendiéndose desde el extremo préximo al extremo distal del recubrimiento, tal como se ha mostrado en la figura
1. Sin embargo, la abertura puede estar situada también de manera que se abra desde cualquier lado del
recubrimiento, y puede ser también un orificio en el recubrimiento que permite la salida de aire de la camara de
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reaccion y la comunicacion entre la camara de reaccién y el exterior del dispositivo. La abertura puede estar
también alineada con la ranura en la capa aislante para proporcionar la comunicacion entre los electrodos y el
exterior del dispositivo.

Area de reaccién

La camara de reaccion 201 contiene la capa de reactivo, que esta situada, en general, sobre, como minimo, uno de
los electrodos. La camara de reaccién esta unida por la placa de base, los laterales de la ranura de la capa aislante
(si existe), y el material hidrofilico poroso. Cuando la muestra de fluido es introducida en la camara de reaccién a
través de la abertura de admisidon de la muestra, los reactivos son solubilizados en la muestra y se prepara la
reaccion electroquimica para su inicio.

Analitos y fluidos de muestra

Utilizando la presente invencion, se puede detectar cualquier analito en una muestra de fluido para la cual se
puede disefiar un ensayo electroquimico. Algunos ejemplos de analitos que pueden ser detectados utilizando la
presente invencion son glucosa, lactato, urea, bicarbonato, acido 3-hidroxibutirico (3-HBA), aminoéacidos (por
ejemplo, L-glutamato, aspartato, L-lisina), amonio, sodio, calcio, metales en forma de trazas, y cualquier otro analito
para el que se pueda haber disefiado un ensayo electroquimico. Los reactivos de la capa de reaccion se
cambiaran, desde luego, a los apropiados para la prueba del analito de interés. Cuando el 3-HBA es el analito, se
pueden incluir en la capa de reactivo mediadores tales como KszFe(CN)s, ferroceno, hexacianoferrato, y enzimas
tales como 3-HBA dehidrogenasa y diaforasa, y el cofactor NAD.

Cualquier miuestra de fluido (o muestra fluidizada) puede ser analizada utilizando los dispositivos. Se incluyen
entre los ejemplos de fluidos de muestra que pueden ser utilizados, la sangre entera, suero de la sangre, plasma
de la sangre, orina y saliva. También se pueden comprobar muestras clinicas, muestras bioldgicas y muestras
ambientales, tanto si son suministradas como fluidos o si deben ser licuadas antes del analisis. El fluido de muestra
puede ser también un tampdn, o una solucién o suspension que contiene un material biolégico solido o gaseoso.

Los presentes biosensores y procedimientos se pueden utilizar para detectar cualitativamente o cuantitativamente
cualquier analito o enzima. Por ejemplo, el analito a ensayar puede consistir en macromoléculas, tales como
péptidos, proteinas, por ejemplo, anticuerpos o receptores, oligonucleotidos, acidos nucleicos, vitaminas,
oligosacaridos, carbohidratos, lipidos o moléculas pequefias o un complejo de las mismas. Se incluyen entre las
proteinas o péptidos a titulo de ejemplo, las enzimas, proteinas de transporte tales como canales y bombas de
iones, proteinas nutrientes o de almacenamiento, proteinas de contraccion o de movilidad, tales como actinas y
miosinas, proteinas estructurales, proteinas de defensa o proteinas reguladoras, tales como anticuerpos, hormonas
y factores de crecimiento. Se incluyen entre los acidos nucleicos a titulo de ejemplo, ADN, tales como ADN de
forma A-, B-, 0 Z-, y ARN tales como mARN, tARN y rARN. Los acidos nucleicos pueden ser acidos de cadena
Unica, de cadena doble y de cadena triple. Entre las vitaminas a titulo de ejemplo se incluyen las vitaminas solubles
en agua, tales como tiamina, riboflavina, acido nicotinico, acido pantoténico, piridoxina, biotina, folato, vitamina Bi2
y acido ascérbico, y vitaminas solubles en grasas, tales como vitamina A, vitamina D, vitamina E y vitamina K.
Entre los lipidos a titulo de ejemplo se incluyen los triacilgliceroles, tales como triestearina, tripalmitina y trioleina,
ceras, fosforoglicéridos, tales como fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina, fosfatidilserina, fosfatidilinositol y
cardiolipina, esfingolipidos tales como esfingomielina, cerebrésidos y gangliésidos, esteroles, tales como colesterol
y estigmasterol, y ésteres de acidos grasos de esterol. Los acidos grasos pueden ser acidos grasos saturados tales
como acido laurico, acido miristico, acido palmitico, acido estearico, acido araquidico y acido lignocénico, o puede
ser acidos grasos insaturados, tales como acido palmitoléico, acido léico, acido linoléico, acido linolénico, y acido
araquidénico.

El analito o enzima a detectar puede ser un marcador para una ruta biolégica, una etapa de un ciclo celular, un tipo
de célula, un tipo de tejido, un tipo de drgano, una etapa de desarrollo, una enfermedad, un tipo o etapa de
desorden o infeccién, o un medicamento u otros tratamientos. Se incluyen entre los tejidos a titulo de ejemplo,
tejidos conectivos, hepitelio, mdsculos o nervios. Entre los érganos a titulo de ejemplo se incluyen dérganos
accesorios del ojo, 6rgano annuloespiral, érgano auditivo, 6rgano de Chievitz, érgano circumventricular, érgano de
Corti, 6rgano critico, érgano esmalte (“enamel”), 6rgano extremo (“end organ”), 6rgano genital femenino externo,
6rgano genital masculino externo, 6rgano flotante, 6rgano en ramillete de Ruffini, 6rgano genital, 6rgano del tendon
de Golgi, 6rgano gustativo, érgano auditivo, érgano genital femenino interno, drgano genital masculino interno,
d6rgano intromitente, 6érgano de Jacobson, 6rgano neurohemal, 6rgano neurotendinoso, érgano olfativo, 6rgano
otolitico, érgano ptético, 6rgano de Rosenmuller, érgano del sentido, 6rgano del olfato, 6rgano espiral, 6rgano
subcomisural, 6rgano subfornical, érgano supernumerario, 6rgano tactil, érgano objetivo (“target”), 6rgano del
gusto, 6rgano del tacto, drgano urinario, 6rgano vascular de terminales de lamina, drgano vestibular, érgano
vestibulococlear, 6rgano vestigial, drgano de la visién, 6rgano visual, érgano vomeronasal, érgano Sinuoso
(“wandering”), 6rgano de Weber, y 6rgano de Zuckerkandl. Se incluyen entre los 6rganos internos de animales, a
titulo de ejemplo, el cerebro, pulmén, higado, bazo, tuétano 6seo, timo, corazoén, linfa, sangre, hueso, cartilago,
pancreas, rifion, vesicula, estbmago, intestino, testiculos, ovario, Utero, recto, sistema nervioso, glandulas, vasos
sanguineos internos. Se incluyen entre las enfermedades o desoérdenes a titulo de ejemplo, neoplasma (neoplasia),
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canceres, enfermedades o desordenes del sistema inmune, enfermedades o desoérdenes del metabolismo,
enfermedades o desdrdenes de mdusculos y huesos, enfermedades o desérdenes del sistema nervioso,
enfermedades o desdrdenes sefial, enfermedades o desérdenes de transporte.

Procedimientos de utilizacién

Los dispositivos de la invencién son Utiles para determinar la concentracién de un analito en una muestra de fluido.
Cuando la muestra de fluido es sangre y el analito de interés es glucosa, se recoge una pequefia muestra de
sangre del paciente que en esta realizacion obtendra habitualmente la muestra por puncion del dedo para obtener
una gotita de sangre. El dispositivo, puede establecer contacto con la gotita en la abertura 201 de entrada de la
muestra, después de que el dispositivo ha sido insertado en el puerto de lectura de un lector electrénico (por
ejemplo, un potencioestato (VMP) y se ha aplicado voltaje. Los contactos eléctricos del medidor establecen
contacto con los conductores de contacto correspondientes del dispositivo. La muestra es aspirada hacia el area de
reaccion por capilaridad a través del material poroso hidrofilico y/o por accién capilar, atrayendo el fluido de
muestra hacia dentro de la camara de reaccion. El dispositivo lector proporciona entonces una lectura, y el
resultado es determinado por el operador.

Procedimiento de fabricacién

Se obtiene un material del cual se forma la placa de base. Se disponen electrodos sobre la placa de base. Los
electrodos pueden ser conformados utilizando materiales, tal como se ha descrito en lo anterior, y se pueden
disponer sobre la placa de base por serigrafia o cualquier otro procedimiento adecuado. Los electrodos pueden ser
aplicados en forma de pasta o en otra forma adecuada. Se aplica una capa aislante a la placa de base en algunas
realizaciones, si bien no todas las realizaciones utilizan una capa aislante. Cuando la capa aislante es una tinta
dieléctrica, esta puede ser también aplicada por serigrafia o cualquiera de los procedimientos que se describen. La
capa aislante puede tener una ranura y puede ser aplicada a la placa de base, de manera que los electrodos se
encuentran presentes en la ranura, que esta rodeada por la capa aislante.

A continuacion, se aplica un material hidrofilico poroso a la capa de base o capa aislante. El material hidrofilico
poroso puede recubrir la totalidad o solamente una parte de la placa de base o material aislante. Si el material
hidrofilico poroso recubre solamente una parte de la placa de base, este debe recubrir el area en la que el reactivo
esta depositado en el area de reaccién, y la ranura en la capa aislante (en caso de que exista). También puede
cerrar la abertura del recubrimiento cuando se coloca el recubrimiento. Cuando, tanto la capa aislante como el
recubrimiento tienen una ranura, las ranuras pueden estar alineadas. A continuacion, se fija una capa hidrofébica
protectora al material hidrofilico poroso. Este puede ser fijado nuevamente por adhesivo presente sobre el material
hidrofilico poroso o sobre la capa protectora, o sobre ambos. También se fija un recubrimiento al dispositivo. El
recubrimiento es fijado de manera que la abertura del mismo se encuentre en alineacién con la ranura de la capa
aislante (si existe), proporcionando de esta manera comunicacion entre los electrodos y el exterior del dispositivo.
Cuando el recubrimiento es una tinta dieléctrica, puede ser aplicada por serigrafia sobre la capa protectora
hidrofébica o fijada por cualquiera de los procedimientos que se describen. El dispositivo puede ser configurado
también de manera que el material hidrofilico poroso y la capa hidrofébica protectora no tienen su propia capa o
capas de adhesivo, sino que el recubrimiento es una tinta dieléctrica que es aplicada a la capa hidrofébica
protectora y material hidrofilico poroso situado por debajo (y capa aislante si existe). El recubrimiento puede ser
aplicado de manera que penetre en los poros de la capa hidrofobica protectora y el material hidrofilico poroso, y de
esta manera fijar estos elementos al dispositivo.

Ejemplo 1 - Construccién de un sensor

Este ejemplo muestra la construccion de un sensor, segun la invencion. Un chip de 14 milésimas de pulgada de
PET tratado por impresién fue seleccionado para formar la placa de base. Se imprimi6 tinta Ag/AgCl sobre la base
de PET para formar los conductores de contacto, conductores de conduccion, y el electrodo de referencia del
sistema de electrodos, seguido de calentamiento hasta estado seco. A continuacién, se imprimio tinta conductora
de carbdn para formar los conductores de conduccién, contactos, contraelectrodos y electrodos de trabajo del
sistema de electrodos, seguido de calentamiento hasta estado seco (figura 1). Una capa aislante de PET dispuesta
en sandwich con un adhesivo acrilico sensible a la presién (PSA) y capas de desprendimiento de siliconas en
ambos lados, fue cortada para formar la capa aislante 111. Por separacion mediante pelado de una cara de la capa
de desprendimiento, se superpuso la capa aislante de adhesivo sensible a la presién (PSA) de PET sobre la placa
base que tenia los electrodos conductores. Opcionalmente, el PSA PET puede ser sustituido por una capa aislante
de carbon aplicada por serigrafia que tiene la ranura 113. Separando por pelado otra capa de desprendimiento de
la capa aislante de PSA PET, se expone la ranura. Una mezcla fluida de reactivo fue dispensada en forma de
chorro dentro de la ranura y secada a continuacion a 65°C durante 5 minutos para formar la capa de reactivo (no
mostrada en la figura 1).

Una rejilla hidrofilica porosa 115 y una rejilla hidrofébica protectora 117 fueron depositadas a continuacion para
recubrir el canal microfluidico. Opcionalmente, se puede utilizar una rejilla hidrofilica/hidrofébica en sustitucion del
material hidrofilico poroso y de la capa protectora. Otra capa de PSA PET fue aplicada a continuacién para
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conseguir el recubrimiento del biosensor (figura 1). También se puede utilizar una capa serigrafiada de negro de
carbon en vez del PSA PET para formar el recubrimiento.

Ejemplo 2

Este ejemplo muestra la utilizacién de la invencion en la deteccion de niveles de glucosa en sangre. Se fabrico un
dispositivo, tal como se describe en el ejemplo 1, conteniendo un reactivo seco presente en la caAmara de reaccion
y presentando los siguientes componentes: una solucion de tampoén de fosfato en la que esta disuelto, como
minimo, un polimero hidrofilico, tal como celulosa, un estabilizante de triealosa de disacéarido de cadena corta, un
tensoactivo, TRITON X-100®, un mediador de ferrocianuro y enzima de glucosa oxidasa. Este reactivo fue
seleccionado para comprobar la presencia y cantidad de glucosa en la sangre entera.

Se utiliz6 un sistema de tres electrodos en esta realizacion y la pelicula de reactivo cubria los tres electrodos. Se
estima que, cuando la muestra se aplica al sensor, sera llevada a establecer contacto con los tres electrodos
dentro de un segundo. La capa hidrofobica protectora sirvié para impedir la contaminacién de la muestra por sudor
o grasas de las manos del operador.

El sensor fue insertado en el puerto de insercion de un potencioestato VMP. Se aplicé un voltaje de +0,4 V al
electrodo de trabajo con respecto al electrodo de referencia y, a continuacion, se aplicé una muestra de sangre
entera. Veinte segundos después de que la muestra de sangre fue aplicada al electrodo de trabajo se midi6 la
corriente que pasaba por el electrodo de trabajo y el contraelectrodo.

Los valores de la corriente fueron obtenidos de varias muestras que contenian diferentes concentraciones de
glucosa. La figura 5 proporciona una ilustracién gréafica de la caracteristica de respuesta del sensor de glucosa a
diferentes soluciones de muestra. Tal como se ha indicado en la figura 5, se obtuvo una correlacion lineal y
estadistica.
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REIVINDICACIONES
1. Dispositivo microfluidico para determinar una cantidad de un analito en una muestra, que comprende:

una placa base realizada en un material dieléctrico y que tiene un sistema de electrodos, en el que la
placa base (101) comprende un extremo préximo, cuyo extremo proximo (109) incluye, como minimo, dos
electrodos (103, 105, 107);

una capa de reaccidn sobre, como minimo, uno de los electrodos que comprende reactivos para producir
una sefial detectable como respuesta a una cantidad de analito de la muestra;

un material hidrofilico poroso (115) para mantener una muestra de liquido en contacto con la placa base
(101);

una capa hidrofébica protectora (117) dispuesta sobre el material hidrofilico poroso (115);

una tapa(119) realizado en un material dieléctrico y que tiene un extremo préximo y un extremo distal
comprendido sobre la capa hidrofébica protectora (117) y que contiene una abertura que proporciona
comunicacion de fluido entre los electrodos y el exterior del dispositivo, caracterizado porque la capa
hidrofébica protectora (117) recubre, como minimo, dicho extremo préximo (109) en el que estan
dispuestos dichos, como minimo, dos electrodos (103, 105, 107).

2. Dispositivo, segun la reivindicacion 1, que comprende, ademas, una capa aislante (111) dispuesta entre la placa
de base (101) y el material hidrofilico poroso (115), de manera que la capa aislante (111) comprende una ranura
(113), y esta formado por un material hidrofébico dieléctrico, y en el que el material hidrofilico poroso (115) esta
dispuesto entre la capa aislante (111) y la capa hidrofébica protectora (117).

3. Dispositivo, segun la reivindicacién 1, en el que los, como minimo, dos electrodos (103, 105, 107) comprenden
un electrodo de trabajo (103), un electrodo de referencia (105), y un contraelectrodo (107).

4. Dispositivo, segun la reivindicacion 1, en el que la placa base (101) esta realizada en un material seleccionado
entre el grupo que consiste en carbono, poliestireno, policarbonato, y un poliéster.

5. Dispositivo, segun la reivindicaciéon 1, en el que el material hidrofilico poroso (115) es seleccionado entre el
grupo que consiste en: un gel, una fibra de vidrio, un plastico poroso, una rejilla, un material de celulosa y un
poliéster.

6. Dispositivo, segln la reivindicacion 5, en el que el material hidrofilico poroso (115) es una rejilla.

7. Dispositivo, segun la reivindicacion 1, en el que la capa protectora (117) estd formada por un material
seleccionado entre el grupo que consiste en: un gel, fibra de vidrio, plasticos porosos, material de celulosa, un
poliéster, y una rejilla.

8. Dispositivo, segun la reivindicacion 7, en el que la capa protectora (117) se encuentra presente en forma de una
rejilla.

9. Dispositivo, segln la reivindicacion 1, en el que la tapa (119) esta formada por un material hidrofébico, no
conductor, seleccionado entre el grupo que consiste en: una tinta, un adhesivo, cinta adhesiva, un plastico, material
de celuloide, vidrio, y un elemento laminar no conductor; y

en el que la abertura de la tapa (119) comprende una ranura que se extiende desde el extremo préximo al extremo
distal de la tapa.

10. Dispositivo, segun la reivindicacion 2, en el que la tapa (119) y la capa aislante (111) estan formados por un
material no conductor, seleccionado entre el grupo que consiste en: una tinta, un adhesivo, una cinta adhesiva, un
plastico, un material de celuloide, vidrio, y un elemento laminar no conductor; y en el que la abertura de la tapa
comprende una segunda ranura que se extiende desde el extremo proximo al extremo distal de la tapa (119) y esta
alineada con la ranura (113) de la capa aislante (111).

11. Dispositivo, segun la reivindicacién 1, en el que el material poroso hidrofilico (115) y la capa de proteccion (117)
cubren, como minimo, una parte préxima de la placa base (101) y los, como minimo, dos electrodos (103, 105,
107) comunican con el exterior del dispositivo a través de una abertura en una parte préxima de la tapa.

12. Dispositivo, segun la reivindicacién 1, en el que la capa protectora (117) esta situada entre el material hidrofilico
poroso (115) y la etapa (119), y se extiende sobre la abertura de la tapa.

13. Dispositivo, segun la reivindicacion 1, en el que la capa de reaccion comprende glucosa oxidasa.

14. Dispositivo, segun la reivindicacion 3, en el que el contraelectrodo (107) es el méas proximo al extremo préximo
de placa de base (101), y el electrodo de referencia (105) es el mas alejado con respecto al extremo préximo de la
placa de base (101).
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15. Dispositivo, segln la reivindicacion 1, en el que el material hidrofilico poroso (115) esta dispuesto sobre la
placa base (101), la capa hidrofébica protectora (117) esta dispuesta sobre el material hidrofilico poroso (115), y la
tapa esta dispuesta sobre, como minimo, la capa hidrofébica protectora (117).

16. Dispositivo, segun la reivindicacion 2, en el que la placa base (101), la ranura (113), y el material hidrofilico
poroso (115) definen una camara de reaccion, y la capa de reaccién estd comprendida dentro de la camara de
reaccion.

17. Procedimiento para determinar la concentraciéon de un analito en una muestra de fluido, que comprende:
colocar una parte de la muestra sobre un dispositivo de prueba, que comprende:

una placa de base (101) realizada en material dieléctrico y que tiene un material de electrodos en
el que la placa de base (101) comprende un extremo préximo, cuyo extremo proximo (109)
comprende, como minimo, dos electrodos;

una capa de reaccion sobre, como minimo, uno de los electrodos, que comprende materiales
para la produccion de una sefal detectable como respuesta a una cantidad de analito de la
muestra;

un material hidrofilico poroso (115) para la aspiracion por capilaridad de la muestra de liquido a
establecer contacto con la primera capa;

una capa hidrofébica protectora (117) comprendida sobre el material de capilaridad, de manera
que la capa hidrofébica protectora (117) recubre, como minimo, una parte de dicha placa de base
(101), comprendiendo dichos, como minimo, dos electrodos (103, 105, 107); y

una tapa (119) realizada en un material hidrofébico, dieléctrico, y que tiene un extremo préximo y
un extremo distal comprendido sobre la capa hidrofébica (117) y que contiene una abertura que
proporciona comunicacion de fluido entre los electrodos (103, 105, 107) y el exterior del
dispositivo;

insertando el dispositivo de prueba en un sistema de deteccion electronico, de manera que el dispositivo
de prueba es conectado al sistema de deteccion a través de los conductores de contacto del dispositivo de
prueba;

determinando la concentracion del analito en la muestra de fluido.

18. Procedimiento, segun la reivindicacion 17, en el que:

el dispositivo comprende, ademas, una capa aislante (111) dispuesta entre la placa de base (101) y el
material hidrofilico poroso (115), de manera que la capa aislante esta formada por material hidrofébico,
material dieléctrico y comprende una ranura alineada con la abertura de la tapa.

19. Procedimiento, segun la reivindicacion 17, en el que:

los, como minimo, dos electrodos (103, 105, 107) son tres electrodos que comprenden un electrodo de trabajo
(103), un electrodo de referencia (105), y un contraelectrodo (107);

la placa de base (101) esta realizada en un material seleccionado entre el grupo que consiste en: carbono,
poliestireno, policarbonato, y un poliéster;

el material hidrofilico poroso (115) es un material seleccionado entre el grupo que consiste en: un gel, una fibra de
vidrio, un plastico poroso, un material celuldsico y un poliéster;

la capa hidrofébica protectora (117) esta formada por un material seleccionado entre el grupo que consiste en: un
gel, una fibra de vidrio, un plastico poroso, un material celulésico, y un poliéster; y

la tapa (119) y la capa aislante (111) estan formados por un material, no conductor, seleccionado entre el grupo
que consiste en una tinta, un adhesivo, una cinta adhesiva, un plastico, un material de celuloide, un cristal, y un
elemento laminar no conductor.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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