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DESCRIPCION
Sistema de electrodos para medir una concentracion de analito bajo condiciones in vivo.

La invencidn se refiere a un sistema de electrodos para medir una concentraciéon de analito bajo condiciones in vivo
que presenta las caracteristicas especificadas en el preambulo de la reivindicacién 1. Un sistema de electrodos de
este tipo es conocido a partir del documento n°® WO2007/147475.

Los sensores con sistemas de electrodos implantables o insertables facilitan la realizacion de mediciones de analitos
fisiolégicamente significativos tales como, por ejemplo, lactato o glucosa en el tejido corporal de un paciente. Los
electrodos de trabajo de los sistemas de este tipo presentan capas enzimaticas eléctricamente conductoras en las
gque se unen moléculas de enzima que liberan portadores de carga mediante conversion catalitica de las moléculas
de analito. En el procedimiento se genera una corriente eléctrica como sefial de medida, la amplitud de la cual se
correlaciona con la concentracion del analito.

La conductividad eléctrica de las buenas capas de enzimas debe ser tan alta como resulte posible para permitir que
los portadores de carga que resultan liberados sean detectados como sefial de medida de la manera mas completa
posible; deben ser suficientemente permeables al agua para permitir que las moléculas de analito se difundan desde
el liquido corporal acuoso, habitualmente liquido intersticial o sangre, hasta el interior de la capa de enzima, y
finalmente deben unirse a las moléculas de enzima contenidas en la misma de la manera mas completa posible, de
manera que no puedan fugarse hacia el tejido corporal circundante.

Pueden prepararse capas de enzimas adecuadas por ejemplo a partir de negro de platino, el cual puede
impregnarse con solucion de enzima y que muestra una buena permeabilidad al agua debido a su estructura de tipo
esponjoso, o a partir de particulas eléctricamente conductoras, por ejemplo particulas de carbono o metal, y un
agente ligante. Las capas de enzimas de este tipo habitualmente son fragiles. Por ello, la capa de enzima del
electrodo de trabajo de los sensores conocidos cubre Unicamente un area muy reducida, habitualmente sélo una
fraccion de un milimetro cuadrado. Un ejemplo de lo anterior es el sistema de electrodos conocido a partir de la
patente US n° 4.655.880, en la que el conductor del electrodo de trabajo se extiende solo sobre aproximadamente
200 mm. Con el fin de incrementar la densidad local de corriente, se proporciona a este conductor un recubrimiento
eléctricamente aislante en el que se graban pequefios orificios de aproximadamente 10 mm antes de recubrir el
conductor en toda su longitud con una pasta que contiene enzima con el fin de formar una capa de enzima.

Sin embargo, a pesar de investigacion y desarrollo extensivos, los sistemas de electrodos conocidos son
susceptibles a interferencias y se asocian a la desventaja de que pueden utilizarse para determinar la concentracion
de un analito sélo con una precisién y fiabilidad inferiores a las factibles utilizando un analisis ex vivo convencioanl.

Con el fin de incrementar la precision de las mediciones, el documento n°® US2005/0059871 A1 propone medir la
concentracion de analito de interés utilizando mudltiples electrodos de trabajo simultaneamente y analizar
estadisticamente las mediciones obtenidas de esta manera. A modo de medida adicional, se propone utilizar
sensores adicionales para determinar otras concentraciones de analito o parametros fisiologicos y someter a ensayo
la verosimilitud de los resultados individuales basandose en la concentracion de los diferentes analitos obtenidos de
esta manera.

Sin embargo, la utilizacion de un gran numero de electrodos de trabajo no sélo incrementa la utilizacién de equipos,
sino que también conduce a un problema de sefales de mediciéon inconsistentes de los electrodos de trabajo
individuales, de manera que no se conoce inequivocamente cual de los diferentes valores medidos refleja con
exactitud la concentracién de analito en el cuerpo del paciente.

Por lo tanto, el objetivo de la invencién es disefiar una manera de medir la concentraciones de analito en un cuerpo
humano o animal de manera mas fiable y mas exacta.

Este objetivo se cumple mediante un sistema de electrodos para la medicién in vivo de la concentracion de un
analito, que presenta las caracteristicas especificadas en la reivindicacion 1. Los desarrollos ventajosos de la
invencién son la materia de la subreivindicaciones.

La invencién proporciona la capa de enzima del electrodo de trabajo en forma de multiples campos que se disponen
separados por una distancia sobre el conductor del electrodo de trabajo. Preferentemente, por lo menos dos de
estos campos se encuentran separados por como minimo 3 milimetros, preferentemente por como minimo 5
milimetros. Por ejemplo, puede proporcionarse una serie de multiples campos, en la que la distancia entre el primer
y el ultimo campo de la serie es superior a 5 milimetros. Los campos individuales de un electrodo de trabajo segun la
invencion basicamente forman una serie de electrodos de trabajo que se encuentran dispuestos en serie. Entre
estos campos, el conductor del electrodo de trabajo puede recubrirse con una capa de aislamiento. Mediante la
disposicién de los campos de la capa de enzima sobre las aberturas de una capa eléctricamente aislante, puede
mejorarse la relacion de sefial a ruido.
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La invencion también permite realizar mediciones significativamente mas fiables de una concentracion de analito en
tejido del cuerpo de un paciente. Al proporciona la capa de enzima de un electrodo de trabajo en forma de campos
individuales, por ejemplo separados por una distancia de como minimo 3 milimetros, preferentemente como minimo
5 milimetros, puede medirse la concentracion de analito en un volumen de tamafo correspondiente. Las influencias
interfirientes que afectan sélo a un elemento de volumen pequefio con un diametro de aproximadamente 0,1 mm
son, por lo tanto, insignificantes en un sistema de electrodos segun la invencién. Inesperadamente, una fracciéon
importante de los problemas observados durante las mediciones in vivo utilizando sensores conocidos
aparentemente se basan simplemente en el hecho de que, debido al pequefio tamafio de la capa de enzima, la
concentracion de analito se mide en un elemento de volumen tan pequefio que con frecuencia no resulta
representativo del resto del cuerpo del paciente debido a efectos locales transitorios.

Para la expansion de la capa de enzima a una distancia lineal de unos cuantos milimetros o mas, el electrodo de
trabajo debe ser flexible de manera que pueda ajustar su forma a los movimientos del cuerpo. Sin embargo, las
propiedades relativamente fragiles del material de las capas conductoras de enzima conocidas aparentemente
provocan que resulte imposible fabricar un electrodo de trabajo flexible. Sin embargo, la medicién segun la
invencion, es decir el disefio de la capa de enzima en forma de multiples campos que se disponen separados por
cierta distancia sobre el conductor del electrodo de trabajo, permite que el electrodo de trabajo sea plegable sin que
se desprenda la capa de enzima a pesar de las propiedades fragiles del material de la capa de enzima.

La causa de que las mediciones con los electrodos de trabajo convencionales, cuya area efectiva, es decir, la capa
de enzima, se extiende sobre menos de 0,2 milimetros cuadrados, sean erréneas se considera que se debe a que
los movimientos del paciente puede impedir transitoriamente el intercambio de liquidos en un elemento de volumen
pequefo, por ejemplo al resultar presionadas algunas células contra el electrodo de trabajo y resultar desplazado el
liquido intersticial o porque los vasos capilares resultan comprimidos y, de esta manera, obstruidos.
Presumiblemente ello puede conducir a que la concentracion de analito en el elemento de volumen correspondiente
en el entorno inmediato del electrodo de trabajo no sea representativo del resto del cuerpo del paciente. Estos
elementos volumétricos, en los que se bloquea transitoriamente el intercambio de liquidos, aparentemente, sin
embargo, resultan muy pequefios y habitualmente presentan un diametro inferior a 1 mm. Es probable que la
consistencia elastica y blanda del tejido corporal permita que se relajen la fuerzas en distancias muy cortas y que,
por lo tanto, el intercambio de liquidos corporales resulte adversamente afectado sélo en elementos volumétricos
que son de este pequefio tamafio. Al disponer por lo menos algunos de los campos que forman la capa de enzima
en un sistema de electrodos segun la invencién distribuidos en una distancia substancial, por ejemplo separados por
una distancia de como minimo 5 mm, preferentemente separados por una distancia de 1 cm, por lo tanto permite
que soélo una parte pequefa, habitualmente negligible, del electrodo de trabajo resulte adversamente afectada
incluso en el caso mas desfavorable.

En este contexto, la distancia entre dos campos de la capa de enzima de un electrodo de trabajo segun la invencion
debe medirse desde el limite de un campo hasta el limite de otro campo enfrentado con el primero.

En este contexto, la distancia entre dos campos contiguos preferentemente es de como minimo 0,3 milimetros, en
particular de como minimo 0,5 milimetros. Cada uno de los campos individuales preferentemente se extiende menos
de dos milimetros, preferentemente menos de un milimetro, en particular menos de 0,6 milimetros, en dos
direcciones que son perpendiculares entre si. Los campos pueden ser, por ejemplo, circulos con un diametro inferior
a 1 milimetro o rectangulos con una longitud de lado inferior a 1 milimetro. Preferentemente, los campos se disponen
en una fila sobre el conductor del electrodo de trabajo. Sin embargo, también resulta factible, por ejemplo, disponer
los campos en varias filas y columnas sobre un conductor circular o rectangular. El nimero de campos puede
seleccionarse de manera virtualmente libre. Sin embargo, el electrodo de trabajo preferentemente presenta por lo
menos 5 campos.

El electrodo de trabajo de un sistema de electrodos segun la invencion se proporciona con una barrera a la difusion
que decelera la difusion del analito desde el liquido corporal que circunda el sistema de electrodos hasta las
moléculas de enzima que se encuentran inmovilizadas en la capa de enzima. La barrera de difusiéon puede ser, por
ejemplo, una capa que recubra la capa de enzima. Sin embargo, resulta igualmente factible que las particulas
inhibidoras de la difusién se incorporen en la capa de enzima sirviendo de barrera a la difusiéon. Por ejemplo, pueden
rellenarse poros de la capa de enzima con un polimero a través del cual sélo pueden difundirse moléculas de analito
lentamente. Dicho polimero deberia ser hidrofilico y presentar una incorporacion rapida del agua. Puede utilizarse
ventajosamente una barrera a la difusion para reducir el consumo de moléculas de analito en el electrodo de trabajo.
En el caso de que los movimientos del paciente interfieran transitoriamente con el intercambio de liquidos corporales
en un entorno del campo de capa de enzima del electrodo de trabajo, una tasa de conversion mas baja de las
moléculas de analito contribuira a reducir el impacto de dicha interferencia. Cuanto mas bajo sea el consumo de
analito, mas tardaran en producirse efectos de agotamiento, es decir, que la concentracion de analito en el area
correspondiente caiga como consecuencia de las mediciones que se llevan a cabo.

Un desarrollo ventajoso de la invencion proporciona en el electrodo de trabajo un espaciador dispuesto sobre la
capa de enzima, visto desde el conductor, permitiendo una distancia minima entre la capa de enzima y el tejido
corporal que circunda las células. El espaciador forma un reservorio para las moléculas de analito. De esta manera
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pueden reducirse adicionalmente los impactos de una perturbacion transitoria del intercambio de liquidos en el
medio circundante al electrodo de trabajo. El espaciador puede ser, por ejemplo, una capa realizada en un polimero
biocompatible que facilita el permeado del analito. Puede utilizarse un espaciador para crear un volumen de tampon
de analito a partir del cual se suministran los campos de enzima del electrodo de trabajo. De esta manera, puede
conseguirse ventajosamente que no se produzca ningun efecto adverso detectable sobre la sefial medida, ni
siquiera en presencia de perturbaciones sustanciales del intercambio de liquidos en el entorno del campo de capa
de enzima durante un periodo de media hora. El espaciador puede proporcionarse igualmente, por ejemplo, en
forma de membrana poroso, por ejemplo una membrana de didlisis o una malla. El espaciador preferentemente
presenta un grosor de entre 3 y 30 micrometros. El espaciador puede disponerse sobre una capa de recubrimiento
inhibidora de la difusion. Sin embargo, resulta factible igualmente disponer el espaciador directamente sobre la capa
de enzima. En este contexto, el espaciado también puede actuar como barrera a la difusion y enlentecer la difusion
de las moléculas de analito a la capa de enzima.

El espaciador preferentemente cubre el electrodo de trabajo y el contraelectrodo y, en caso de hallarse presente, el
electrodo de referencia en forma de una capa continua. El espaciador preferentemente cubre la superficie
implantada completa del sustrato. En el caso de que el espaciador se realice en un material biocompatible, puede
reducirse la respuesta del tejido al implante. Con independencia de lo anterior, también resulta preferente que el
espaciador se disponga sobre una capa de recubrimiento inhibidora de la difusién y que sea mas hidrofilica que la
capa de recubrimiento.

Al igual que el conductor eléctrico del contraelectrodo de un sistema de electrodos segun la invencion, el conductor
eléctrico del electrodo de trabajo preferentemente se disefia en forma de camino conductor sobre un sustrato, por
ejemplo un camino conductor realizado en metal o grafito sobre una placa de plastico. Sin embargo, resulta factible
igualmente disefar el conductor en forma de cables. Los campos de capa de enzima pueden disponerse sobre un
conductor que se disefia en forma de un cable, por ejemplo en forma de segmentos en forma de anillo. En el caso
de segmentos en forma de anillo sobre un cable, el objetivo explicado anteriormente, es decir que cada uno de los
campos individuales se extiende menos de 2 milimetros, mas preferentemente menos de un milimetro, en particular
menos de 0,6 milimetros, en dos direcciones que son perpendiculares entre si, debe entenderse que se refiere a que
la anchura del anillo y su diametro son dos direcciones que son perpendiculares entre si.

La utilizacion de cables metalicos y caminos conductores sobre un sustrato permite disefiar un sensor flexible que
puede doblarse 90 grados y mas en el interior del cuerpo de un paciente sin romperse.

Es comun que los caminos conductores se extiendan sélo en una uUnica cara del sustrato. Sin embargo, en principio
resulta igualmente factible que el conductor Unico se extienda en caras opuestas del sustrato, por ejemplo a través
de un orificio pasante o envolviendo un borde lateral.

Otro desarrollo ventajoso de la invencién permite que el enzima interactie en la capa de enzima con un mediador
redox catalitico que reduce o evita la dependencia del oxigeno de la conversiéon catalitica del analito. Los
mediadores redox catalitico de este tipo en ocasiones también se denominan electrocatalizadores, ya que favorecen
la transferencia de electrones a componentes conductores del electrodo de trabajo, por ejemplo particulas de grafito
en la capa de enzima. Por ejemplo pueden utilizarse como mediadores redox cataliticos el diéoxido de manganeso,
en forma de pirolusita, u otros éxidos metalicos que oxida el peréxido de hidrégeno cataliticamente y, en el proceso,
transfiere electrones a componentes conductores del electrodo de trabajo. Un mediador redox catalitico en forma de
un 6xido metdlico puede reducir ventajosamente el potencial del electrodo de trabajo en mas de 100 milivoltios de
manera que se reduzca significativamente la influencia de las sustancias interfirientes, por ejemplo ascorbato o acido
urico, sobre la sefial de medicion. En el caso de enzimas que oxidan las moléculas de analito y que generan
peroxido de hidrégeno en el proceso, la utilizacion de un mediador redox catalitico de este tipo permite contrarrestar
el agotamiento del oxigeno en el entorno del electrodo de trabajo y, por lo tanto, permite que la tasa de conversion
dependa unicamente de la concentracion del analito, y no de la concentracion de oxigeno, en un amplio abanico de
concentraciones.

Los compuestos organometalicos, por ejemplo cobalto-ftalocianina, también resultan adecuados como mediadores
redox cataliticos que degradan el perdxido de hidrégeno. El mediador redox catalitico puede unirse covalentemente
a la molécula de enzima o incluirse en la capa de enzima, por ejemplo en forma de particulas separadas.

Sin embargo, también resulta factible que el mediador redox catalitico lleve a cabo una transferencia directa de
electrones. De esta manera, disponer de un mediador redox catalitico unido covalentemente al enzima puede
utilizarse para llevar a cabo una oxidacion de las moléculas de analito y una transferencia de electrones al electrodo
de trabajo sin la etapa intermedia de generacion de peréoxido de hidrogeno. En una transferencia directa de
electrones, un electron de un grupo prostético del enzima se transfiere directamente al mediador redox catalitico y
de ahi a un componente conductor del electrodo de trabajo, por ejemplo grafito o particulas metdlicas en la capa de
enzima.

Puede llevarse a cabo una transferencia directa de electrones, por ejemplo con enzimas tales como
deshidrogenasas que presentan pirroloquinolinquinona (PQQ) como el grupo prostético. En el caso de la glucosa
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deshidrogenasa (GlucDH) de Acinetobacter calcoaceticus, el enzima transfiere PQQ a un estado reducido durante la
oxidacion de la glucosa. Este grupo prostético puede unirse covalentemente de manera directa a un conductor
mediante nanoparticulas de oro con el fin de facilitar una transferencia directa de electrones desde PQQ reducido al
conductor. Aparentemente el oxigeno no reacciona con la PQQ reducida, lo que implica que no compite con la
transferencia de electrones. Otra manera de transferir los electrones de la PQQ reducida se basa en la comprensién
de que la PQQ misma puede encontrarse presente en multiples estados de oxidacion.

PQQ + e+ H" < PQQH
PQQH + e+ H" > PQQH;

y, por lo tanto, puede utilizarse como mediador redox catalitico. De acuerdo con lo anterior, pueden unirse
covalentemente moléculas adicionales de PQQ al enzima GlucDH y servir como receptores de electrones
procedentes de un bolsillo cataliticamente activo de la proteina, es decir, del grupo prostético PQQ presente en el
mismo. Otra opcion se basa en una variante de GlucDH (de Burkholderia cepacia), la cual presente flavina-adenina-
dinucleétido (FAD) como grupo prostético, y presenta la proteina citocromo C en otra subunidad, la cual puede
transferir electrones de FADH,.

Un sistema de electrodos segun la invencion puede presentar, ademas, un electrodo de referencia. El electrodo de
referencia puede suministrar un potencial de referencia para el electrodo de referencia definido, por ejemplo, por el
sistema redox plata/cloruro de plata. Ademas, un sistema de electrodos segun la invencién puede presentar ademas
electrodos, por ejemplo electrodos de trabajo adicionales, en particular electrodos de trabajo con diferente
sensibilidad de medicion, tal como se describe en el documento n® W0O2007/0151868 A1.

En combinaciéon con un potenciostato que se conecta al sistema de electrodos y a un amplificador para la
amplificacion de sefiales de medicion, un sistema de electrodos segun la invencién forma un sensor.
Preferentemente, el amplificador y el potenciostato se disponen sobre una placa de circuito impreso que porta los
conductores del contraelectrodo y del electrodo de trabajo. Los electrodos pueden disponerse sobre un sustrato, por
ejemplo en forma de una placa de plastico un extremo de la cual se encuentra unida a la placa de circuitos. Resulta
igualmente factible integrar una placa de circuito impreso en el sustrato sobre el que se disponen los electrodos. El
potenciostato y el preamplificador puede disponerse, por ejemplo, sobre una placa de plastico flexible que forma
simultdneamente una placa de circuitos impresos y un sustrato para caminos conductores del sistema de electrodos.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un sistema de electrodos para medir la concentracion de un
analito bajo condiciones in vivo, que comprende un contraelectrodo que presenta un conductor eléctrico, un
electrodo de trabajo que presenta un conductor eléctrico sobre el que dispone una capa de enzima que contiene las
moléculas de enzima inmovilizadas para la conversion catalitico del analito, y una barrera a la difusién que enlentece
la difusion del analito desde el liquido corporal circundante al sistema de electrodos hacia las moléculas de enzima,
en el que la barrera a la difusiéon es una capa que recubre la capa de enzima, caracterizada porque la barrera a la
difusion esta realizada en una mezcla de por lo menos dos polimeros. La capa de enzima de dicho sistema de
electrodos preferentemente, aunque no necesariamente, se disefia en forma de multiples campos.

La barrera a la difusiéon de dicho sistema de electrodos es una solucién sélida de por lo menos dos polimeros
diferentes, preferentemente de acrilatos. Por lo tanto, la barrera a la difusién puede combinar propiedades favorables
de diferentes polimeros con respecto a permeabilidad, incorporacion de agua, hinchado y flexibilidad. Uno o todos
los polimeros pueden ser acrilatos. Preferentemente uno o todos los polimeros son copolimeros, especialmente
copolimero de hidroxietilmetacrilato. Un copolimero es un polimero preparado mediante polimerizacion de por lo
menos dos mondmeros diferentes. Se ha encontrado que el hidroxietiimetacrilato presenta una incorporacién de
agua muy favorable en combinacion con un hinchado reducido.

Resulta ventajoso utilizar una mezcla de polimeros que presentan una temperatura de transicion vitrea diferente. Por
ejemplo, un polimero presenta una temperatura de transicidn vitrea inferior a 90°C, especialmente inferior a 70°C,
mientras que otro polimero presenta una temperatura de transicion vitrea superior a 100°C, especialmente superior a
110°C. La temperatura de transicion vitrea se mide mediante calorimetria de escaneo diferencial utilizando una tasa
de calentamiento de 10°K por minuto. Por ejemplo, la barrera a la difusion puede ser una mezcla de un copolimero
de metilmetacrilato e hidroxietiimetacrilato con un copolimero de butilmetacrilato e hidroxietiimetacrilato. Dicha
mezcla puede comprender, por ejemplo, entre 5% y 50% en peso de un copolimero de butilmetacrilato e
hidroxietilmetacrilato para alcanzar una buena flexibilidad de la barrera a la difusion.

Se explican detalles y ventajas adicionales de la invencion basandose en una realizacion ejemplar haciendo
referencia a los dibujos adjuntos. En las figuras:

Figura 1: muestra una realizacion ejemplar de un sistema de electrodos segun la invencién.

Figura 2: muestra una vista de detalle de la figura 1.

Figura 3: muestra otra vista de detalle de la figura 1.

Figura 4: muestra una seccion a lo largo de la linea de seccion CC de la figura 2.

Figura 5: muestra curvas funcionales in vitro del sistema de electrodos mostrado en la figura 1 con una capa de
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recubrimiento diferente.

Figura 6: muestra ejemplos de mediciones in vivo de sistemas de electrodos segun la invencion, y

la figura 7 muestra mediciones in vitro comparativas de un sistema de electrodos a diversas concentraciones de
oxigeno.

La figura 1 muestra una realizacion ejemplar de un sistema de electrodos para la insercion en tejido corporal de un
ser humano o animal, por ejemplo en tejido epidermis o en tejido graso subcutaneo. En la figura 2 se muestra una
magnificacion de la vista de detalle A; en la figura 3 se muestra una magnificacion de la vista de detalle B. La figura
4 muestra una vista en seccion correspondiente a lo largo de la linea de seccion CC de la figura 2.

El sistema de electrodos mostrado presenta un electrodo de trabajo 1, un contraelectrodo 2 y un electrodo de
referencia 3. Los conductores eléctricos 1a, 2a, 3a se disponen en forma de caminos conductores metalicos,
preferentemente realizados en paladio u oro, sobre un sustrato 4. En la realizacién ejemplar mostrada, el sustrato 4
es una placa de plastico flexible, por ejemplo realizada en poliéster. El sustrato 4 presenta un grosor inferior a 0,5
mm, por ejemplo de entre 100 y 300 micrémetros y, por lo tanto, resulta facil de doblar de manera que puede
adaptarse a los movimientos del tejido corporal circundante tras su insercion. El sustrato 4 presenta un espacio
estrecho para la insercion en tejido corporal de un paciente y una cabeza amplia para la conexién a un sistema
electronico que se dispone en el exterior del cuerpo. El espacio del sustrato 4 preferentemente presenta una longitud
de por lo menos 1 cm, en particular de entre 2 y 5 cm.

En la realizacion ejemplar mostrada, una parte del dispositivo de medicion, es decir la cabeza del sustrato, sobresale
del cuerpo de un paciente durante la utilizacion. Alternativamente, resulta igualmente factible, sin embargo, implantar
el dispositivo de medicion completo y transmitir los datos de medicidon inalambricamente a un receptor que se
dispone en el exterior del cuerpo.

El electrodo de trabajo 1 porta una capa de enzima 5 que contiene moléculas de enzima inmovilizadas para la
conversion catalitica del analito. La capa de enzima 5 puede aplicarse, por ejemplo, en forma de una pasta de
curado de particulas de carbono, un agente ligante polimérico y moléculas de enzima. Los detalles de la produccién
de una capa de enzima 5 de este tipo se dan a conocer en, por ejemplo, el documento n°® WO2007/147475, al que
se hace referencia en este contexto. El analito que debe medirse puede ser, por ejemplo, glucosa, lactato u otras
moléculas médicamente significativas. Habitualmente se utiliza una oxidasa como enzima, por ejemplo una glucosa
oxidasa o lactato oxidasa, o una deshidrogenasa, por ejemplo glucosa deshidrogenasa.

En la realizacién ejemplar mostrada, la capa de enzima 5 no se aplica continuamente sobre el conductor 1a del
electrodo de trabajo 1, sino por el contrario en forma de campos individuales que se disponen separados por cierta
distancia entre si. Aunque la capa de enzima 5 es fragil, ello implica que el sistema de electrodos puede doblarse sin
que se desprenda la capa de enzima 5. Por lo tanto, el sistema de electrodos puede doblarse en mas de 90° sin
romperse, de manera que puede adaptarse a los movimientos corporales tras su insercién.

Los campos individuales de la capa d enzima 5 en la realizacion ejemplar mostrada se disponen en serie, en los que
la distancia entre el primer y el Ultimo campo de esta serie es superior a 1 cm. La distancia es de por lo menos 0,3
mm, en particular superior a 0,5 mm, entre campos vecinos, en el que la distancia debe medirse entre el borde de un
campo y el borde del otro campo. Cada uno de los campos individuales se extiende entre 0,2 y 0,6 mm, por ejemplo
entre 0,2 y 0,4 mm, en dos direcciones que son perpendiculares. La forma de los cmapos puede ser, por ejemplo,
circular o cuadrada. El area total de todos los campos considerados conjuntamente puede seleccionarse
virtualmente de manera libre. En general, resulta suficiente un area total inferior a 1 milimetro cuadrado. El area total
en la realizacion ejemplar mostrada es de aproximadamente 0,4 a 0,6 milimetros cuadrados.

El conductor 1a del electrodo de trabajo 1 presenta sitios estrechos entre los campos de la capa de enzima que se
observan particularmente bien en la figura 2. El conductor 2a del contraelectrodo 2 presenta un contorno que sigue
el curso del conductor 1a del electrodo de trabajo 1. Ello resulta en una disposicion intercalada o interbloqueada del
electrodo de trabajo 1y el contraelectrodo 2 con caminos de corriente ventajosamente cortos y una baja densidad de
corriente. El conductor 1a del electrodo de trabajo 1 de la realizacidon ejemplar mostrada esta disefiado para ser
relativamente estrecho y presenta una anchura inferior a 1 mm. En la realizacion ejemplar mostrada, el conductor 1a
presenta una anchura inferior a 0,6 mm, es decir, de entre aproximadamente 0,3 y 0,5 mm, en sus sitios anchos que
se encuentran recubiertos por campos de la capa de enzima 5. En los sitios estrechos interpuestos, los conductores
1a y 2a presentan una anchura inferior a 0,3 mm, es decir, de entre 0,05 y 0,2 mm. Sin embargo, una disposicién
intercalada de los conductores no es obligatoria. En principio, los conductores 1a, 2a pueden disefarse igualmente
para ser lineales y presentar una anchura constante.

Con el fin de incrementar su superficie efectiva, el contraelectrodo 2 puede dotarse de una capa porosa
eléctricamente conductora 6 que se sita en forma de campos individuales sobre el conductor 2a del contraelectrodo
2. Aligual que la capa de enzima 5 del electrodo de trabajo 1, esta capa 6 puede aplicarse en forma de una pasta de
curado de particulas de carbono y un agente ligante polimérico. Los campos de la capa 6 preferentemente presentan
las mismas dimensiones que los campos de la capa de enzima 5, aunque ello no es obligatorio. Sin embargo, las
medidas para incrementar la superficie del contraelectrodo pueden evitarse igualmente y el contraelectrodo 2
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igualmente puede disefarse en forma de camino conductor lineal sin recubrimientos de ningun tipo.

El electrodo de referencia 3 se dispone entre el conductor 1a del electrodo de trabajo 1 y el conductor 2a del
contraelectrodo 2. El electrodo de referencia mostrado en la figura 3 consiste de un conductor 3a sobre el que se
dispone un campo 3b de pasta conductora de plata/cloruro de plata.

La figura 4 muestra una vista esquematica de una seccion a lo largo de la linea de seccion CC de la figura 2. La
linea de seccion CC se extiende a través de uno de los campos de capa enzimética 5 del electrodo de trabajo 1y
entre los campos de la capa conductora 6 del contraelectrodo 2. Entre los campos de la capa de enzima 5, el
conductor 1a del electrodo de trabajo puede recubrirse con una capa eléctricamente aislante 7, como el conductor
2a del contraelectrodo 2 entre los campos de las capas conductoras 6, con el fin de evitar reacciones de
interferencia que de otra manera podrian ser catalizadas por el metal de los caminos conductores 1a, 2a. Por lo
tanto, los campos de la capa de enzima 5 se sitlan en orificios de la capa aislante 7. De manera similar, los campos
de la capa conductora 6 del contraelectrodo 2 también pueden aplicarse sobre orificios de la capa aislante 7.

La capa de enzima 5 se recubre con una capa de recubrimiento 8 que presenta una resistencia a la difusion del
analito que debe medirse y que por lo tanto actia como barrera a la difusion. La capa de recubrimiento 8 puede
consistir, por ejemplo, de poliuretano, un acrilato, en particular un copolimero de metilmetacrilato e
hidroxietilmetacrilato u otro polimero que muestre un hinchado menor pero una incorporacién rapida del agua. La
capa de recubrimiento 8 puede prepararse ventajosamente a partir de una mezcla de por lo menos dos acrilatos
diferentes cada uno de los cuales puede ser un copolimero. Pueden conseguirse resultados especialmente
favorables mediante la mezcla de un copolimero de metilmetacrilato e hidroxietiimetacrilato con un copolimero de
butilmetacrilato e hidroxietilmetacrilato.

Un grosor favorable de la capa de recubrimiento 8 es, por ejemplo, de entre 3 y 30 micrémetros. Debido a su
resistencia a la difusion, la capa de recubrimiento 8 provoca que menos moléculas de analito alcancen la capa de
enzima 5 por unidad de tiempo. De acuerdo con lo anteriormente expuesto, la capa de recubrimiento 8 reduce la
tasa a la que las moléculas de analito resultan convertidas, y por lo tanto, contrarresta la reduccidon de la
concentracion de analito.

La capa de recubrimiento 8 se extiende de manera continua esencialmente en todo el area del conductor 1a del
electrodo de trabajo 1. Sobre la capa de recubrimiento 8 se aplica una membrana biocompatible en forma de
espaciador 9 que establece una distancia minima entre la capa de enzima 5 y las células del tejido corporal
circundante.Lo anterior implica generar ventajosamente un reservorio para las moléculas de analito a partir del que
éstas pueden alcanzar el campo correspondiente de la capa de enzima 5 en el caso de una perturbacion transitoria
del intercambio de liquidos en el entorno de u ncampo de la capa de enzima 5. En el caso de que el intercambio de
liqguidos corporales en el entorno del sistema de electrodos se encuentre transitoriamente limitado o incluso
bloqueado, las moléculas de analito almacenadas en el espaciador 9 siguen difundiéndose hacia la capa de enzima
5 del electrodo de trabajo 1, en donde son convertidas. Por lo tanto, el espaciador 9 provoca una notable reduccion
de la concentracion de analito y la correspondiente falsificacion de los resultados de medicion soélo tras un periodo
de tiempo significativamente mas largo. En la realizacion ejemplar mostrada, la membrana que forma el espaciador 9
también convierte el contraelectrodo 2 y el electrodo de referencia 3.

La membrana espaciadora 9 puede ser, por ejemplo, una membrana de didlisis. En este contexto, se entiende que
una membrana de dialisis es una membrana que es impermeable a las moléculas de tamafio superior a un maximo.
La membarna de dialisis puede prefabricarse en un procedimiento de fabricacién separado y seguidamente puede
aplicarse durante la fabricacién del sistema de electrodos. El tamafio maximo de las moléculas para el que es
permeable la membrana de dialisis se selecciona de manera que las moléculas de analito puedan pasar, mientras
que las moléculas de mayor tamario resultan retenidas.

Alternativamente, en lugar de una membrana de dialisis, puede aplicarse un recubrimiento realizado en un polimero
que es muy permeable al analito y al agua, por ejemplo basado en poliuretano, sobre el sistema de electrodos a
modo de membrana espaciadora 9.

La capa de enzima 5 puede contener particulas de o6xido metalico, preferentemente particulas de diéxido de
manganeso, a modo de mediador redox catalitico. El diéxido de manganeso convierte cataliticamente el perdxido de
hidrégeno que se forma, por ejemplo, mediante la oxidacidon enzimatica de la glucosa y de otros analitos biolégicos.
Durante la degradacion del peroxido de hidrogeno, las particulas de diéxido de manganeso transfieren electrones a
componentes conductores del electrodo de trabajo 1, por ejemplo a particulas de grafito en la capa de enzima 5. La
degradacion catalitico del peréxido de hidrégeno contrarresta cualquier reduccion de la concentracion de oxigeno en
la capa de enzima 5. Ventajosamente esto permite que la conversion del analito que debe detectarse en la capa de
enzima 5 no se encuentre limitada por la concentracion local de oxigeno. Por lo tanto, la utilizaciéon del mediador
redox catalitico contrarresta una falsificacion del resultado de medicién al ser baja la concentraciéon de oxigeno. Otra
ventaja de un mediador redox catalitico es que evita la generacién de concentraciones de peréxido de hidrogeno
daiinas para las células.

La figura 5 muestra curvas funcionales, medidas bajo condiciones in vitro, del sistema de electrodos descrito
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anteriormente, con diferentes capas de recubrimiento 8. La intensidad medida de la corriente, en nA, se proporciona
en el grafico como una funcién de la concentracidon de glucosa, en mg/dl, en forma de curvas funcionales. La curva
funcional superior A se midi6 con un sistema de electrodos cuya membrana de recubrimiento 8 realizada en
poliuretano hidrofilizado presenta un grosor de cinco micrometros. A titulo comparativo se muestra, como curva
funcional inferior B, la dependencia de la corriente de la concentraciéonde glucosa para un sistema de electrodos que
presenta una membrana de recubrimiento 8 que presenta aproximadamente dos veces la resistencia a la difusion de
las moléculas de analito, por ejemplo debido a un grosor correspondientemente mayor o una menor hidrofilizacion.
Los sistemas de electrodos de las curvas funcionales mostradas en la figura 5 se hicieron funcionar con un voltaje
de polarizacion de 350 mV.

Los poliuretanos hidrofilizados (HPU) utilizados como capas de recubrimiento pueden producirse mediante
policondensacién de mezclas de 4,4’-metilén-bis(ciclohexilisocianato) y diol. Los dos componentes de la mezcla de
diol, los cuales se utilizaron para ajustar el grado de hidrofilizacion del polimero, eran polietilenglicol (PEG, PM (peso
molecular)=1.000 g/mol) y polipropilenglicol (PPG, PM (peso molecular)=1.500 g/mol). Para la curva funcional A, la
capa de recubrimiento de HPU 8 se produjo a una relacion PEG a PPG de 1 a 3. Para la curva funcional B, la capa
de recubrimiento de HPU 8 se produjo a una relaciéon PEG:PPG correspondiente a 1:7. La capa de recubrimiento 8
presentaba un grosor aproximado de 5 mm en ambos casos.

Para que la concentracion de analito en el entorno del sistema de electrodos resultase influida por la medicién en el
minimo grado posible y que por lo tanto resultase falsificada s6lo en grado menor incluso con una perturbacion
transitoria del intercambio de liquidos corporales, resulta ventajoso que las tasas de conversion de analito sean
bajas y por lo tanto, que las corrientes de medicion sean bajas. Pueden obtenerse buenos resultados con sistemas
de electrodos que generan, con un area total de la capa de enzima de 1 mm? o menos, una corriente inferior a 50
nA, en particular inferior a 10 nA a una concentracién de glucosa de 180 mg/dl. Por ejemplo, el sistema de
electrodos de la curva funcional B mostrada en la figura 5 se utilizé para medir, en la piel de un cerdo, una corriente
de 3 nA a una concentracion de glucosa de 180 mg/dl. Las sefales de medicidon que son tan pequefas resultan
dificiles de transmitir a grandes distancias. Por lo tanto, resulta preferible disponer de un potenciostato y un
amplificador en las proximidades inmediatas del sistema de electrodos. Puede disponerse un potenciostato 10 y un
amplificador 11, por ejemplo, en una cabeza del sustrato 4, tal como se muestra en la figura 1. Resulta factible
igualmente unir el sustrato 4 a una placa de conexiones conductoras que porta el potenciostato y el amplificador.

La figura 6 muestra mediciones in vivo que se midieron en el tejido adiposo subcutdneo abdominal de un diabético
dependiente de insulina utilizando los dos sistemas de electrodos cuyas curvas funcionales se muestran en la figura
5 y que, ademas, se proporcionan con un espaciador. Los dos sistemas de electrodos se implantaron a una
distancia de aproximadamente 10 cm.

Las caracteristicas de la sefial de los dos sensores que se implantaron simultdaneamente muestran que los
resultados obtenidos utilizando sistemas de electrodos segun la invenicdn son altamente consistentes. No se
producen desviaciones relevantes de la concentraciéon de glucosa entre los dos sitios de insercion. Los resultados
mostrados también documentan que aparentemente no existen desviaciones transitorias de la concentraciéon de
glucosa entre sangre (circulos) y tejido (lineas continuas y de puntos).

Los valores de corriente eléctrica de los dos sensores se convirtieron a valores de glucosa mediante calculo
utilizando una tasa de muestreo de un valor de mediciéon por minuto sin filtrado. La conversion se llevd a cabo
basandose en los valores de azucar en sangre que se determinaron de muestras de liquido corporal bajo
condiciones ex vivo.

Para las mediciones in vivo mostradas en la figura 6, el sistema de electrodos en primer lugar presentaba una capa
de recubrimiento 8 de poliuretano hidrofilico aplicada en el mismo y seguidamente se sumergié en una solucion
etandlica al 12,5% del copolimero de butilmetacrilato (BMA) y 2-metacriloiloxietil-fosforilcolina (MPC) (Lipidure
CM5206, NOF Corp., Japon) y el recubrimiento que presentaba un grosor de 25 mm generado de esta manera
seguidamente se sec6 durante 12 horas. La densidad de corriente practicamente no resultdé modificada por este
espaciador 9 realizado en BMA-MPC: en ausencia del espaciador 9, el sistema de electrodos de la figura 5, curva
funcional A, alcanzaba aproximadamente 40 nA/mm? a 180 mg/dl, mientras que alcanzaba 38 nA/mm? en presencia
de espaciador BMA-MPC. No pudo detectarse ninguna diferencia en absoluto de amplitud de corriente en el caso del
sistema de electrodos de la curva funcional B: 10 nA/mm? a 180 mg/dl en presencia, asi como en ausencia de
espaciador 9 realizado en BMA-MPC.

El espaciador suprime los efectos de los movimientos in vivo sobre el sensor. De acuerdo con lo anterior, la fraccion
de amplitud que contribuye a la fluctuacién de la sefal del sensor en la presente realizacion ejemplar, que
claramente se relaciona con efectos del movimiento, resulta reducida por el espaciador de entre 5% y 25% de la
altura media de la sefial a entre 0,5% y 5% de la altura media de la sefial.

La figura 7 muestra un diagrama de columnas de la corriente | medida bajo condiciones in vitro para tres
concentraciones de glucosa diferentes g: 0 mg/dl, 180 mg/dl y 360 mg/dl, a dos concentraciones de oxigeno
diferentes cada uno: 0,22 mmoles/l (columna izquierda en cada caso) y 0,04 mmoles/l (columna derecha de las
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parejas de columnas mostradas en cada caso). Las mediciones se llevaron a cabo para el sistema de electrodos
descrito anteriormente, en el que la capa de enzima 5 se construyé de manera que se garantizase una transferencia
directa de electrones. Se utilizé GlucDH (EC 1.1.99.17) de Acinetobacter calcoaceticus a modo de enzima. En una
primera etapa, inicialmente se unieron moléculas adicionales de PQQ covalentemente a GlucDH como mediador
redox catalitico, por ejemplo mediante la adicion del enzima a cloruro de acido de PQQ. En una segunda etapa, se
afadieron nanotubos de carbono (NanoLab, Newton, MA, USA; CNT multipared, grado de investigacién) a una pasta
que contenia grafito con el fin de mejorar la conductividad y la porosidad, mezclando seguidamente con GlucDH
modificado con PQQ y la pasta de electrodo de trabajo generada de esta manera se imprimié sobre el camino
conductor 1a en una matriz distribuida y después se curé a 40°C al vacio durante 4 horas. Previamente, el sistema
de electrodos se dotd de la capa aislante 7, un electrodo de referencia 3 y un contraelectrodo 2 que presentaba una
capa conductora 6. El enzima no inmovilizado se elimind mediante enjuague con tampoén fosfato. La pasta que
contenia grafito contenia un agente ligante de polimero, por ejemplo basado en cloruro de polivinilo.

Se dispensd una capa de recubrimiento 8 realizada en poliuretano hidrofilico (HPU, relacion de polietilenglicol:
polipropilenglicol=1:3) tres veces sobre la capa de enzima 5 producida de esta manera en forma de una solucion
etandlica al 2,5% y se secd a temperatura ambiente durante 24 horas. El grosor de la capa de recubrimiento
producida de esta manera era de 2 mm. Con el fin de medir la funcion in vitro, los sistemas de electrodos se operan
en solucion de medicion de glucosa a diversas concentraciones de oxigeno a un voltaje de polarizacion de 200 mV
respecto al electrodo de referencia de Ag/AgCl. La media y la desviacion estandar de la corriente de medicion se
calcularon para cada uno de los 4 sensores. La figura 7 muestra dichos valores para una saturacion de oxigeno
normal de la solucion de medicion de aproximadamente 0,22 mmoles/l y una concentraciéon de oxigeno
marcadamente reducida de 0,04 mmoles/l. No se observé ninguna influencia relevante o significativa de la
concentracion de oxigeno sobre la funcién in vitro del sistema de electrodos con la transferencia directa de
electrones.

Lista de nimeros de referencia

1 Electrodo de trabajo

1a Conductor eléctrico del electrodo de trabajo
2 Contraelectrodo

2a Conductor eléctrico del contraelectrodo

3 Electrodo de referencia

3a Conductor eléctrico del electrodo de referencia
3b Capa de plata/cloruro de plata

4 Sustrato

5 Capa de enzima

6 Capa conductora

7 Capa aislante

8 Capa de recubrimiento

9 Espaciador

10 Potenciostato

11 Amplificador
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REIVINDICACIONES

1. Sistema de electrodos para medir la concentracién de un analito bajo condiciones in vivo, que comprende
un contraelectrodo (2) que presenta un conductor eléctrico (2a), un electrodo de trabajo (1) que presenta un
conductor eléctrico (1a) sobre el que se aplica una capa de enzima (5) que contiene moléculas inmovilizadas de
enzima para la conversion catalitica del analito, y una barrera de difusién (8) que enlentece la difusién del analito
desde el liquido corporal circundante al sistema de electrodos hasta las moléculas de enzima, caracterizado porque
la capa de enzima (5) se ha disefiado en forma de multiples campos que se disponen sobre el conductor (1a) del
electrodo de trabajo (1) separados por cierta distancia.

2. Sistema de electrodos segun la reivindicacion 1, caracterizado porque entre los campos de la capa de
enzima (5) el conductor (1a) del electrodo de trabajo (1) esta recubierto por una capa aislante (7).

3. Sistema de electrodos segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque como
minimo dos de los campos de la capa de enzima (5) se encuentran separados por como minimo 3 mm,
preferentemente por como minimo 5 mm.

4. Sistema de electrodos segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque la
distancia entre campos vecinos de la capa de enzima (5) es de como minimo 0,3 mm.

5. Sistema de electrodos segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque cada uno
de los campos de la capa de enzima (5) se extiende menos de 2 mm en dos direcciones que son perpendiculares.

6. Sistema de electrodos segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque la barrera
a la difusién (8) esta disefiada en forma de una capa que recubre la capa de enzima (5).

7. Sistema de electrodos segun la reivindicacion 6, caracterizado porque la barrera a la difusion (8) esta
realizada en una mezcla de por lo menos dos acrilatos diferentes.

8. Sistema de electrodos segun la reivindicacion 7, caracterizado porque por lo menos uno de los acrilatos es
un copolimero.

9. Sistema de electrodos segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque el enzima
interactia con un mediador catalitico redox contenido en la capa de enzima (5) y reduce o evita una dependencia de
oxigeno de la conversion catalitica del analito.

10. Sistema de electrodos segun la reivindicacion 9, caracterizado porque el mediador redox catalitico convierte
el peréxido de hidrégeno.

11. Sistema de electrodos segun la reivindicacion 9 6 10, caracterizado porque el mediador redox catalitico
lleva a cabo una transferencia directa de electrones.

12. Sistema de electrodos segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque la capa de
enzima (5) se recubre por un espaciador (9).

13. Sistema de electrodos segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque el
conductor (1a) del electrodo de trabajo (1) se estrecha entre los campos de la capa de enzima (5) y el conductor (2a)
del contraelectrodo (2) presenta un contorno que sigue el curso del conductor (1a) del electrodo de trabajo (1).

14. Sensor que comprende un sistema de electrodos segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, un
potenciostato conectado al sistema de electrodos, y un amplificador para amplificar las sefales de mediciéon del
sistema de electrodos.

15. Sensor segun la reivindicacion 14, caracterizado porque los electrodos (1, 2, 3) del sistema de electrodos

se disponen sobre un sustrato (4) que porta el potenciostato (10) o se une a una placa de circuitos que porta el
potenciostato (10).
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