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DESCRIPCION
Método y aparato para medicién transdérmica in vivo mediante espectroscopia Raman

La invencion se refiere a métodos para la medicién transdérmica in vivo mediante espectroscopia Raman de glucosa
u otras especies detectables por Raman presentes en la piel. El componente detectado puede estar presente en el
fluido intersticial.

Antecedentes

La espectroscopia es un método para obtener informacién a escala molecular mediante el uso de la luz. Esta
informacion puede relacionarse con los estados de rotacion, vibracion y/o electronico de las moléculas analizadas, asi
como con la energia de disociacion y mas. El espectro rotacional y/o vibracional de una molécula dada es especifico
para esa molécula. Como consecuencia, los espectros moleculares, en particular los espectros de rotacion y/o
vibracionales, a menudo se denominan "huellas digitales" relacionadas con una molécula especifica. La informacién
relacionada con los estados de rotacion, vibracion y/o electronico de las moléculas se puede usar para analizar una
muestra que comprende varios componentes moleculares desconocidos, obteniendo asi el conocimiento sobre los
componentes moleculares de la muestra.

La base para una configuracion espectroscopica es una fuente de luz, por ejemplo un laser, que se utiliza para iluminar
una muestra. La luz de la fuente de luz (la luz entrante) interactuara con la muestra y, a menudo, dara lugar a una
alternancia de la luz que es transmitida, emitida, reflejada y/o dispersada por la muestra. Al recolectar la luz alterada
y analizar su distribucion espectral, se puede obtener informacion sobre la interaccion entre la luz entrante y la muestra
molecular; de ahi que se pueda obtener informacién sobre los componentes moleculares.

La distribucion espectral se mide tipicamente utilizando un espectrofotémetro. Un espectrofotdmetro es un aparato
optico que funciona al separar el haz de luz dirigido hacia el aparato 6ptico en diferentes componentes de frecuencia
y posteriormente medir la intensidad de estos componentes mediante el uso de, por ejemplo un detector CCD, un
arreglo CCD, fotodiodo o similar.

La luz alterada que refleja las interacciones entre la luz entrante y la muestra molecular se puede caracterizar
aproximadamente como emision o dispersion si la luz se recolecta generalmente en la ruta inversa de aquella en la
que ingreso a la muestra. Las sefiales de emision tienen perfiles espectrales relativamente amplios en comparacion
con las sefiales de luz dispersas, que normalmente muestran lineas espectrales bastante estrechas. Un proceso a
menudo domina sobre el otro, pero ambos procesos pueden ocurrir, y lo mas a menudo, ocurren simultaneamente. La
intensidad de la luz emitida en comparacién con la intensidad de la luz dispersada depende, entre otras cosas, de la
frecuencia y la potencia de la luz entrante, la intensidad de la luz entrante en el punto de medicion de la muestra y los
componentes moleculares de la muestra.

La dispersion de la luz puede clasificarse como elastica o inelastica y se caracteriza por ser sefiales espectroscopicas
muy estrechas. La dispersion elastica se conoce como dispersion de Rayleigh, en la que no hay cambio de frecuencia.
La dispersion de Rayleigh tiene la misma frecuencia que la de la luz entrante.

El ejemplo mas conocido de dispersion inelastica es la dispersion Raman, en la que hay un intercambio de energia
entre la molécula y los fotones de la luz entrante. Las frecuencias, es decir, la distribucion espectral de la luz dispersada
de Raman seran diferentes de las de la luz entrante y reflejaran de manera Unica los niveles vibracionales especificos
de la molécula; por lo tanto, es un espectro de huellas digitales. Esto se puede utilizar para identificar la composicion
molecular de la sustancia probada y/o la concentracion de las moléculas especificas en la sustancia.

La dispersion Raman es un proceso relativamente débil en comparacion con, por ejemplo, dispersion de Rayleigh y
fluorescencia. La reducciéon de las contribuciones de estos otros procesos es, por lo tanto, deseable cuando se
recolecta luz dispersa Raman. Ademas, la intensidad de la luz dispersada Raman depende en gran medida de la
frecuencia y la intensidad de la luz entrante. Si son variables, por lo tanto, puede ser esencial monitorear las
fluctuaciones de potencia en la luz entrante si se desea recibir informacion confiable sobre la distribucion de los
componentes moleculares en diferentes muestras y/o puntos de muestra segun el analisis de la luz dispersada Raman
recolectada, dependiendo de la precisidon necesaria. Lo mismo es cierto si el analisis de los componentes moleculares
en una muestra y/o diferentes puntos de muestra se basa en espectros de emision.

La piel comprende varias capas que tienen diferentes caracteristicas y que contienen diferentes tipos de células y
estructuras. Se han realizado diversas propuestas para el uso de la espectroscopia Raman para medir la glucosa u
otros componentes en la piel, pero ninguna de ellas ha proporcionado hasta la fecha un sistema que garantice que en
cualquier sefal de luz recolectada individual dada se origine por debajo del estrato cérneo por un margen que
proporcione una buena medicion.

La superficie de la piel esta formada por el estrato céorneo, que consiste principalmente en células cutaneas
cornificadas, muertas y aplanadas, y varia en grosor entre los individuos y entre las areas del cuerpo. La concentracion
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de componentes como la glucosa en el interior del estrato corneo no esta en equilibrio con el liquido intersticial por
debajo del estrato cérneo.

A menudo, se desea realizar mediciones transdérmicas en la punta del dedo debido a la facilidad con que se puede
colocar la punta del dedo en la trayectoria de la luz de un instrumento adecuado. Sin embargo, las variaciones
individuales en el grosor del estrato corneo son relativamente grandes en esta area. Por lo tanto, el estrato corneo
generalmente tiene un espesor de 10 a 15 pm en la mayoria de las areas del cuerpo, pero puede ser mas de 10 veces
mas grueso en las palmas y las plantas. Los patrones de huellas digitales también proporcionan una variacion en el
grosor del estrato corneo sobre la superficie de las yemas de los dedos.

El documento W02011/083111 describe un aparato basado en un espectrdmetro Raman para la medicion
transdérmica de la glucosa que se establece para derivar sefiales Raman desde una profundidad de 60 a 400 ym por
debajo de la superficie de la piel, generalmente enfocando la luz entrante a una profundidad dentro del rango de 200-
300 um. Se encontré que esto es ampliamente satisfactorio, pero falla en sujetos ocasionales cuyo estrato corneo en
el sitio de medicion es demasiado grande.

Caspers et al; Biophysical Journal, Vol. 85, Julio de 2003, describe un método y aparato de espectroscopia Raman
confocal in vivo del cual se dice que es util para medir la glucosa. Sin embargo, no contiene ninguna instruccién sobre
la profundidad a partir de la cual se debe recolectar la dispersion Raman en una medicion de glucosa y hay una fuerte
percepcion deducible de la ensefianza de que el aparato no se ha probado con este fin.

El documento W0O2008/052221 describe un método y un aparato para la espectroscopia Raman coherente que
transmite luz a través de una superficie de muestra, como piel y tejido, a un plano focal dentro de la muestra para
medir, por ejemplo, la glucosa. Sin embargo, no hay ensefianzas de la importancia de seleccionar una profundidad
particular para el plano focal o dénde deberia estar. De hecho, se reconoce especificamente que usando el aparato
descrito, se producen variaciones en la sefal detectada cuando la concentracién del analito es constante debido a los
efectos de la temperatura y la hidratacion de la piel. No existe ninguna sugerencia de que tales efectos puedan evitarse
seleccionando cuidadosamente la profundidad a partir de la cual se toman las mediciones.

El documento WO97/36540 describe la determinacion de la concentracion de, por ejemplo, glucosa mediante
espectroscopia Raman y un discriminador de red neuronal artificial. Sin embargo, las sefiales Raman no se obtienen
selectivamente de una profundidad particular y se discute la necesidad de compensar las no linealidades que surgen
de las sefiales que penetran hasta una profundidad de > 500 um.

El documento WO00/02479 describe un método y un aparato para la mediciéon no invasiva de la glucosa mediante
espectroscopia Raman confocal del humor acuoso de la camara anterior del ojo. Naturalmente, no se ensefia la
profundidad a la que se deben realizar mediciones 6ptimas en la piel.

El documento W02009/149266 se refiere de nuevo a Ermakov IV, Ermakova MR, McClane RW, Gellermann W. Opt
Lett. 2001 Aug 1;26(15):1179-81, 'Resonance Raman detection of carotenoid antioxidants in living human tissues.' que
describe el uso de resonancia en dispersion Raman como una nueva tecnologia éptica no invasiva para medir los
antioxidantes carotenoides en tejidos humanos vivos de voluntarios sanos. Mediante el uso de la excitacion con laser
azul-verde, se dice que se obtienen espectros Raman de carotenoides claramente distinguibles sobre un fondo de
fluorescencia.

Chaiken et al (Noninvasive blood analysis by tissue modulated NIR Raman spectroscopy, J. Chaiken et. al., Proc. of
SPIE optical Eng., 2001, vol. 4368, p.134-145) obtuvieron una correlacién de solo 0.63 entre las mediciones basadas
en Raman y las mediciones de la glucosa en la sangre mediante puncion con el dedo en varios individuos, pero
pudieron obtener una correlacion de 0.90 para un solo individuo. La configuracion utilizada por Chaiken et al
comprende un haz de excitaciéon colimado y, por lo tanto, no revelan ninguna profundidad focal 6ptima.

El documento WO01/39665 describe un método para diferenciar entre dermis, epidermis y estrato cérneo usando
espectroscopia Raman.

El objeto de la presente invenciéon se logra con un método y aparato de acuerdo con las reivindicaciones
independientes.

La presente invencién proporciona ahora un método para determinar si el origen de las sefiales Raman recibidas en
un aparato detector confocal de funcionamiento transdérmico se encuentra dentro del estrato cérneo o debajo de él,
método que comprende analizar dichas sefales para comparar las intensidades relativas de las sefiales Raman que
se originan en un primer componente de la piel y de las sefiales Raman que se originan a partir de un segundo
componente de la piel, en donde dichas intensidades relativas son indicativas de si las sefiales Raman se originan
dentro del estrato corneo o debajo del estrato cérneo.

Expresado de forma alternativa, la invencion proporciona un método para predecir si un espectro de sefiales Raman
se recibe transdérmicamente en un aparato detector confocal y tiene al menos un componente que se espera que
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tenga una intensidad que represente la concentracion de un componente de la piel en un punto de origen de dichas
sefiales Raman debajo de la superficie de la piel se representara con precision dicha concentraciéon, cuyo método
comprende analizar las caracteristicas de dicho espectro relacionadas con los componentes de la piel distintos del
componente de la piel cuya concentracion se medira y, por lo tanto, determinar si las sefiales Raman se originan
primariamente en el estrato corneo de modo que sera menos probable que el espectro represente dicha concentracion
con precisién o se origine principalmente por debajo del estrato corneo, de modo que sea mas probable que el espectro
represente dicha concentracién con precision.

Las caracteristicas preferidas descritas a continuacion se aplican a cualquiera de estos aspectos de la invencion.

Preferiblemente, el método comprende analizar dichas sefiales para comparar las intensidades relativas de sefales
Raman que se originan a partir de un primer componente de piel y sefiales Raman que se originan a partir de un
segundo componente de piel, en donde dichas intensidades relativas son indicativas de si las sefiales Raman se
originan primariamente dentro del estrato cérneo o principalmente por debajo del estrato cérneo.

Dicho primer componente de la piel produce un pico en el espectro Raman a un nimero de onda de 883-884 cm™".
Este puede derivar de proteinas, incluido el colageno Tipo | (ver Raman Spectroscopy of Biological Tissues, Movasaghi
et al, Applied Spectroscopy Reviews 42: 493-541, 2007).

Dicho segundo componente de la piel produce un pico en el espectro Raman en 893-896 cm™'. Esto puede derivar de
la fosfodiéster desoxirribosa. Por lo tanto, el segundo componente de la piel puede ser el ADN.

Los métodos de la invencion pueden comprender ademas la etapa de comparar los tamarios de dichos picos primero
y segundo y producir una salida indicativa de que las sefiales surgen dentro del estrato cérneo si el tamafio de dicho
primer pico dividido por el tamafio de dicho segundo pico es menos que un valor seleccionado R. El valor de R puede
elegirse de acuerdo con la selectividad de la determinacion del origen de la sefial de analito que se desea alcanzar.
En general, sera conveniente utilizar la altura del pico como medida del tamafio del pico, pero se puede adoptar otra
medida del tamafio, tal como el area.

Si R se hace mas grande, es probable que se rechacen mas mediciones candidatas, lo que conlleva una mayor
necesidad de repetir dichas mediciones en un sitio de medicion diferente, o para ajustar la distancia de enfoque del
aparato utilizado, o para rechazar del todo al paciente con respecto a esta forma de medicion.

Si se elige R para que sea mas pequefio, se descartaran menos mediciones, pero las posibilidades de que se acepte
una medida que en realidad no se correlaciona bien con la concentracion real de analito pueden aumentar.

Preferiblemente, R se selecciona para que sea al menos 0.75, mas preferiblemente al menos 0.95, y opcionalmente
R se establece en 1.0 o superior, por ejemplo hasta 1.25

Suponiendo que R se establece en 1.0, si dicho pico de 883-884 cm™ es mas alto que el pico de 893-896 cm™', este
es un buen indicador de que las sefiales surgen lo suficientemente por debajo del estrato cérneo para que las
mediciones de un analito componente de la piel en el fluido intersticial sean precisas. Si, por otro lado, el orden de
altura se invierte y el pico de 893-896 cm™' es mas alto que el pico de 883-884 cm', este es un indicador de que las
sefiales pueden no provenir de un nivel suficientemente por debajo del estrato cérneo para que las mediciones de un
analito componente de la piel en el fluido intersticial sean precisas. Sin embargo, se espera que el valor de 1.0 se
genere en un margen de seguridad y R se pueda fijar mas bajo.

Por consiguiente, el método puede incluir los pasos de comparar los tamafos de dichos picos primero y segundo y
producir una salida indicativa de que las sefiales surgen dentro del estrato corneo si dicho primer pico es de menor
tamafio que dicho segundo pico y/o producir una salida indicativa de que las sefiales surgen desde debajo del estrato
coérneo si dicho segundo pico es de menor tamafio que dicho primer pico.

Se pueden elegir otros picos en el espectro Raman que proporcionen una indicacion similar de la profundidad de
origen de las sefiales.

Los métodos anteriores proporcionan una prueba de primera linea, pero incluso si dicha relaciéon de tamario del pico
de 883-884 cm™' y el pico de 893-896 cm™' es satisfactoria, esto puede no en todos los casos proporcionar suficiente
seguridad y puede ser deseable una segunda verificacion de linea. Para este fin, se puede investigar si el tamafio de
un pico Raman que se deriva de un tercer componente y/o el tamafio de un pico Raman que se deriva de un cuarto
componente de la piel, 0 componentes adicionales de la piel, es mayor que un tamano predeterminado. Nuevamente,
la altura puede ser adoptada como una medida conveniente de tamafo.

El tamafio predeterminado para este propdsito para cada pico Raman utilizado puede estar x desviaciones estandar
por encima del tamafio medio para el pico respectivo medido usando el mismo aparato en multiples sitios de medicién
diferentes en la piel de una poblacion de prueba de uno o, preferiblemente, mudltiples sujetos de prueba.
Adecuadamente, x puede ser de 0.5 a 2, por ejemplo 0.75 a 1.5, pero es preferiblemente 1.
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Asi, por ejemplo, si la comparacion de las intensidades relativas de las sefiales Raman que se originan a partir de un
primer componente de la piel y las sefiales Raman que se originan de un segundo componente de la piel es indicativa
de que las sefiales Raman se originan primariamente por debajo del estrato cérneo, los métodos de la invencion
pueden comprender ademas determinar si el tamafio de un pico adicional en el espectro asociado con un componente
de la piel que puede prevalecer en el estrato corneo es mas de una desviacion estandar mayor que un valor medio
para el tamafio de ese pico en una muestra estadisticamente valida de espectros similares, una determinacion positiva
que indica una probabilidad de que las sefiales Raman no se originen principalmente por debajo del estrato cérneo.

Para obtener los espectros similares, se seleccionan adecuadamente multiples sitios de mediciéon para que sean lo
suficientemente numerosos como para proporcionar una medicion estadisticamente valida de la desviacion estandar.
Adecuadamente, se podrian usar 100-300 sitios de prueba, preferiblemente elegidos entre 5-20 sujetos de prueba,
por ejemplo, 10 sitios en cada uno de 20 individuos. Los sujetos de prueba deben hacerse coincidir preferiblemente
por etnia, edad y/o naturaleza de la ocupacién (como trabajador manual o no) entre si y con el sujeto de las mediciones
del analito.

Los picos adecuados para usar en esta segunda verificacion de linea serian picos de 1445 cm™ y de 1650 cm™. El
primero puede surgir de diversos modos de flexion asociados con los grupos CH, y CHs en el colageno. El ultimo
puede derivar de grupos amida de proteinas.

Si la prueba de primera linea falla o si cualquiera de estos picos elegidos es mayor que el tamafio de corte elegido, la
validez de la medicion del analito es dudosa y se debe elegir un sitio de medicion alternativo o la profundidad a partir
de la cual se originan las sefiales Raman debe adecuadamente alterada, lo que generalmente implica que se debe
aumentar.

El método de la invencion se puede usar para determinar si el aparato detector confocal de funcionamiento
transdérmico medira con éxito la concentracion de un componente cutaneo objetivo midiendo sefiales Raman que se
originan por debajo del estrato cérneo. Esta determinacion se puede usar simplemente para excluir a los pacientes de
mediciones que no son adecuados, o para guiar una eleccion de un sitio de medicion diferente donde el estrato corneo
no sea demasiado grueso, o para guiar un ajuste del aparato detector focal confocal que opera transdérmicamente
para hacer que mida las sefiales Raman que se originan desde debajo del estrato cérneo.

Por lo tanto, los métodos de acuerdo con cualquiera de los aspectos de la invenciéon pueden incluir ademas ajustar
dicho aparato detector confocal de operacion transdérmica en respuesta a un hallazgo de que las sefiales Raman se
originan desde dentro del estrato corneo, dicho ajuste altera la profundidad de origen de dichas sefiales Raman de tal
manera que se determina una nueva profundidad como satisfactoria y, en particular, tal que ya no se determina que
la profundidad esta dentro del estrato cérneo.

Esto se puede hacer ajustando la distancia desde la superficie de la piel de una lente objetivo desde la cual se emite
luz hacia el sitio de medicion y se recibe desde el sitio de medicion, para alterar la profundidad desde la que se reciben
las sefiales Raman.

Alternativa o adicionalmente, dicho aparato detector confocal de funcionamiento transdérmico puede comprender una
lente objetivo que tiene una distancia focal y dicho método de alterar la profundidad de origen de las sefiales Raman
puede comprender alterar la longitud focal de la lente objetivo mediante el reemplazo de la lente objetivo o por ajuste
de la lente objetivo.

Con este fin, dicho aparato detector confocal de funcionamiento transdérmico puede comprender una lente objetivo
compuesta que comprende al menos un primer elemento y un segundo elemento espaciados del primer elemento, y
dicho método de alterar la profundidad de origen de las sefiales Raman puede comprender alterar el espaciado de
dos o mas elementos para ajustar la distancia focal de la lente objetivo compuesta, y esto incluiria el reemplazo de la
lente por una en la que dicha separacién sea diferente.

Opcionalmente, dichos ajustes de la posicion de la lente o la distancia focal pueden llevarse a cabo alterando el grosor
de un espaciador piezoeléctrico, ya sea entre la lente objetivo y la superficie de la piel o entre dichos elementos de la
lente mediante la alteracion de un voltaje aplicado a la misma.

Opcionalmente, dichos ajustes de la posicion de la lente o la distancia focal pueden llevarse a cabo alterando la
posicion rotacional de un collar anular montado en tornillo que lleva al menos un elemento de dicha lente compuesta.

La invencién también proporciona, en un aspecto adicional, un aparato detector confocal de funcionamiento
transdérmico para la medicién in vivo no invasiva mediante espectroscopia Raman de la concentraciéon de un
componente de la piel presente en la piel de un sujeto, que comprende una fuente de luz, componentes 6pticos que
definen una trayectoria de luz desde dicha fuente de luz a una ubicacion de medicion, una unidad de analisis de
espectro, componentes opticos que definen una trayectoria de retorno para la luz dispersada Raman desde dicha
ubicacién de medicion a dicha unidad de analisis de espectro, en donde dicha unidad de analisis de espectro opera
para determinar si el origen de las sefiales Raman recibidas dentro del estrato cérneo o debajo de él, analizando las
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caracteristicas de la luz dispersa Raman relacionada con los componentes de la piel que no sea el componente de la
piel cuya concentracion se va a medir y, de ese modo, determinar si las sefiales Raman se originan primariamente
dentro del estrato corneo o primariamente debajo del estrato cérneo.

Expresado de forma alternativa, en este aspecto, la invencién proporciona en un aspecto adicional un aparato detector
confocal que funciona de manera transdérmica para la medicién in vivo no invasiva mediante espectroscopia Raman
de la concentracién de un componente de la piel presente en la piel de un sujeto, que comprende una fuente de luz,
componentes opticos que definen una trayectoria de luz desde dicha fuente de luz hasta una ubicacion de medicion,
una unidad de analisis de espectro, componentes 6pticos que definen una trayectoria de retorno para la luz dispersada
Raman desde dicha ubicacién de medicion hasta dicha unidad de analisis de espectro, en donde dicha unidad de
analisis de espectro opera para determinar si el origen de las sefiales Raman recibidas alli se encuentran dentro del
estrato corneo o debajo de él, al analizar dichas sefales para comparar las intensidades relativas de las sefales
Raman que se originan a partir de un primer componente de la piel y las sefiales Raman que se originan a partir de
un segundo componente de la piel, en donde dichas intensidades relativas son indicativas de si las sefiales Raman se
originan dentro del estrato corneo o debajo del estrato corneo.

Dicha unidad de analisis de espectro determina el tamafio de un pico en el espectro Raman en 883-884 cm™' producido
por dicho primer componente de la piel.

Dicha unidad de analisis de espectro determina el tamafio de un pico en el espectro Raman a 893-896 cm™' producido
por dicho segundo componente de piel. Dicha unidad de analisis de espectro determina una relacién entre el tamafio
de un primer pico en el espectro Raman en 883-884 cm™ y el tamario de un segundo pico en el espectro Raman en
893-896 cm'. La altura se puede utilizar como una medida adecuada del tamafrio del pico.

Por lo tanto, preferiblemente, dicha unidad de analisis de espectro produce una salida indicativa de que las sefiales
surgen desde dentro del estrato cérneo si la altura de dicho primer pico dividida por la altura de dicho segundo pico es
menor que un valor seleccionado R. R puede preajustarse para ser 0.75, mas preferiblemente 0.95 y adn mas
preferiblemente 1.0.

Preferiblemente, R no es mas de 1.25.

Opcionalmente, si la unidad de analisis de sefal determina que la comparacién de las intensidades relativas de las
sefiales Raman que se originan a partir de un primer componente de piel y las sefiales Raman que se originan a partir
de un segundo componente de piel es indicativa de que las sefiales Raman se originan primariamente debajo del
estrato cérneo, dicha unidad de analisis de sefiales determina si el tamario de un pico adicional en el espectro asociado
con un componente de la piel que prevalece en el estrato cérneo es mas que x desviaciones estandar mayor que un
valor medio para el tamafio de ese pico en una muestra estadisticamente valida de espectros similares, una
determinacion positiva que indica una probabilidad de que las sefiales Raman no se originen primariamente debajo
del estrato corneo. El valor de x se discute mas arriba.

Dicho aparato detector confocal de funcionamiento transdérmico puede comprender un conjunto de lentes objetivo
intercambiables de diferente longitud focal o una lente objetivo que tiene una longitud focal ajustable. Para este fin,
dicha lente objetivo puede ser una lente objetivo compuesta que comprende al menos un primer elemento y un
segundo elemento espaciados del primer elemento, y luego dicha lente se puede ajustar alterando el espaciado de
dos 0 mas elementos para ajustar la distancia focal de la lente objetivo compuesta. El ajuste de separacién puede ser
preferiblemente piezoeléctrico u operado por tornillo como se describe anteriormente. Las lentes intercambiables
pueden diferir entre si en el espaciado de dichos elementos de lentes.

El aparato puede incluir medios para calcular una concentracion de glucosa u otro componente analito en fluido
intersticial o sangre basandose en el analisis de dicha luz Raman dispersada. El espectro Raman se puede analizar
mediante la aplicacion de un modelo estadistico entrenado que relaciona las intensidades de los picos con la
concentracion de glucosa u otro analito. Esto se puede realizar utilizando la regresion parcial de minimos cuadrados
(PLS) como se describe con mas detalle en las referencias reconocidas en M. A. Arnold; In Vivo Near-Infrared
Spectroscopy of Rat Skin Tissue with Varying Blood Glucose Levels; Anal. Chem. 2006, 78, 215-223 en este mismo y
en A. M. K. Enejder et al; Raman Spectroscopy for Non-invasive Glucose Measurements; Jnl of Biomedical Optics,
10(3), 031114; May/June 2005. Pueden utilizarse otras formas de calibracion multivariadas incluyendo el Analisis de
Componente Principal (PCA) de forma analoga la descrita, por ejemplo, en A. G. Ryder, G. M. Connor and T. J. Glynn;
Quantitative Analysis of Cocaine in Solid Mixtures using Raman Spectroscopy and Chemometric Methods; Journal of
Raman Spectroscopy, 31; 221-227 (2000) o en J. T. Olesberg, L. Liu, V. V. Zee, and M. A. Arnold; In Vivo Near-Infrared
Spectroscopy of Rat Skin Tissue with Varying Blood Glucose Levels; Anal. Chem. 2006, 78, 215-223. En general, los
métodos estadisticos de analisis de espectro Utiles para calibrar la deteccidon de analitos a partir de espectros de
absorcion también seran utiles en el andlisis de espectros Raman.

El aparato puede ser ajustable para alterar la profundidad debajo de la superficie de la piel a partir de la cual se origina
la mayor parte de la intensidad de las sefiales Raman, para establecer que dicha profundidad esté debajo del estrato
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coérneo. La recoleccion de luz sera de un rango de profundidades y el aparato puede ser ajustable de manera que un
porcentaje deseado de la luz se origine desde debajo del estrato cérneo.

Preferiblemente, dicho porcentaje es al menos 55%, mas preferiblemente al menos 70%, mas preferiblemente al
menos 90%. También es preferible que al menos el 90% de la luz dispersada Raman recibida en la unidad de deteccién
de luz se origine a profundidades inferiores a 600 um por debajo de la superficie de la piel. Preferiblemente, también
menos del 25%, mas preferiblemente menos del 10%, de la luz dispersada Raman recibida en la unidad de analisis
de espectro se origina a profundidades menores de 100 um por debajo de la superficie de la piel.

Preferiblemente, al menos el 40%, mas preferiblemente al menos el 50% de la luz que llega a la unidad de analisis de
espectro se origina desde 200 a 400 um por debajo de la superficie de la piel.

Opcionalmente, dicho ajuste es automatizado. Por lo tanto, la unidad de analisis de espectro puede operar para
determinar el origen de las sefiales Raman como se describe y en el caso de una determinacion de que las sefiales
se originan dentro del estrato corneo, se puede emitir una sefial de control a un medio de ajuste que opera para ajustar
una posicién de profundidad confocal desde la cual se reciben las sefiales Raman hasta que la unidad de analisis de
espectro determina que el origen de las sefiales esta por debajo del estrato cérneo. Dichos medios de ajuste pueden
producir dicha sefial de control en forma de un voltaje aplicado a un actuador piezoeléctrico para cambiar la posicion
de al menos un elemento de lente en relacidon con la piel en uso. Alternativamente, la sefial de control puede hacer
que un motor haga girar un mecanismo de ajuste de lente giratorio para alterar el espaciado de componentes de la
lente.

Por lo tanto, los medios de ajuste pueden buscar una profundidad confocal satisfactoria haciendo incrementos
iterativos en la profundidad confocal hasta obtener un resultado satisfactorio. Adecuadamente, esto podria conllevar
aumentos progresivos en la profundidad confocal de 10 a 50 pym, por ejemplo. de 20 a 30 ym.

La unidad de analisis de espectro puede recibir luz de la superficie de la piel sin la transmision de dicha luz a través
de una fibra dptica o con dicha fibra. En esta ultima eventualidad, el aparato segun la invencién puede comprender
una pieza de mano para aplicacion a la piel que contiene componentes que definen dicha ubicacién de medicién en
uso, y una o mas fibras 6pticas que conectan dicha pieza de mano a dicha fuente de luz y a la unidad de analisis de
espectro para analisis de las sefales recibidas desde dicha unidad de detecciéon de luz para proporcionar dicha
medicion desde alli.

La posicion distal de un miembro de contacto con la piel de dicha ubicacion de medicion es opcionalmente ajustable
y puede, por ejemplo, ser ajustable de 60 a 400 um mas alla de dicha superficie distal del miembro de contacto con la
piel o puede ajustarse para que sea de 50 a 400 um, mas preferiblemente 200 a 300 ym, debajo de la superficie de la
piel. Alternativamente, sin embargo, la posicién distal del miembro de contacto con la piel de dicha ubicacion de
medicion es fija, de manera adecuada de forma que se logren los parametros numeéricos discutidos anteriormente.

Por lo tanto, la profundidad de enfoque de los componentes 6pticos que definen dicha trayectoria de luz, y/o los
componentes o6pticos que definen dicha trayectoria de retorno pueden ser fijos en lugar de ajustables. De ello se
deduce que, en este caso, si la unidad de andlisis de espectro determina que la profundidad confocal no es
satisfactoria, se debe elegir un sitio de medicion alternativo o se debe excluir a ese paciente.

La invencion incluye un método para la medicién in vivo no invasiva mediante espectroscopia Raman de un
componente, que puede ser glucosa, presente en el liquido intersticial en la piel de un sujeto, que comprende, en
cualquier orden, (a) dirigir la luz desde una fuente de luz en la piel de dicho sujeto a través de componentes 6pticos
que definen una trayectoria de luz desde dicha fuente de luz hasta una ubicaciéon de medicion en la piel y, por lo tanto,
producen sefiales Raman que regresan de la piel, determinando si el origen de las sefiales Raman que regresan se
encuentra dentro del estrato cérneo o por debajo analizando dichas sefales para comparar las intensidades relativas
de las sefales Raman que se originan a partir de un primer componente de la piel y sefiales Raman que se originan
a partir de un segundo componente de la piel, en donde dichas intensidades relativas son indicativas de si las sefiales
Raman se originan dentro del estrato cérneo o debajo del estrato cérneo y (b) dirigir la luz desde dicha fuente de luz
hacia la piel de dicho sujeto a través de dichos componentes dpticos que definen una trayectoria de luz desde dicha
fuente de luz hasta dicha ubicacion de medicién en la piel, recibir la luz dispersa Raman desde la piel en una unidad
de deteccién de luz a través de componentes 6pticos que definen una ruta de retorno para la luz dispersada Raman
desde dicha ubicacion de medicion hasta dicha unidad de deteccion de luz, y determinar dicha concentracion de dicha
luz dispersa Raman. Las caracteristicas preferidas de la etapa (a) anterior pueden ser las descritas anteriormente.

El método puede incluir ademas ajustar dichos componentes 6pticos de modo que se determine que las sefales
Raman se originan desde debajo del estrato cérneo.

Tales métodos se realizan preferiblemente usando un aparato de acuerdo con la invencion.

El método puede incluir calibrar la salida del aparato mediante el uso del aparato para proporcionar una salida con
respecto a una concentracion conocida del componente de la piel que se medira antes de dicha medicién en dicho
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sujeto. Una vez calibrado, el aparato preferiblemente no se calibra nuevamente por un periodo de no menos de una
semana, mas preferiblemente un mes. Preferiblemente, dicho paso de calibracion para proporcionar una salida con
respecto a una concentracion de sustancia conocida no se lleva a cabo mediante el uso del aparato en dicho sujeto.

Por lo tanto, la calibracion se puede realizar en un sujeto diferente para el que se conoce la concentracion del
componente o se puede realizar utilizando un material de referencia estandar, como una gota de solucion de
componente colocada en la ubicacion de medicién o un simulador sélido que simule una solucién de componente.

Cualquier aparato descrito en el presente documento puede usarse en tal método.

La fuente de luz es preferiblemente un laser. Una forma preferida de laser para usar como fuente de luz es un laser
de diodos con una longitud de onda en el rango de 300-1500 nm. Las longitudes de onda preferidas adecuadas son
785, 830 u 850 nm. Un rango de potencia adecuado es 50-1000 mW. Por ejemplo, se puede usar un laser de 830 nm,
500 mW FC-830 de RGB Lase.

El aparato puede incluir una sonda éptica para medir sefiales de luz en la que los componentes épticos que definen
la trayectoria de la luz desde la fuente de luz a la ubicacion de medicidn comprenden una primera fibra éptica que guia
la luz entrante desde dicha fuente de luz y una lente que enfoca dicha luz entrante, es decir en o sobre, la ubicacion
de la medicién. Los componentes 6pticos para definir una trayectoria de retorno para la luz dispersada Raman pueden
comprender dicha lente y otros componentes 6pticos que guian la luz alterada hacia la unidad de analisis espectral.
Los componentes 6pticos adicionales pueden incluir una segunda fibra dptica, sin embargo, en lugar de emplear una
segunda fibra éptica, puede integrarse un espectrofotometro directamente en la pieza de mano. Opcionalmente, puede
haber una unidad de deteccion de luz adicional (o dispositivo de registro de luz) que mida las fluctuaciones de
intensidad en dicha luz entrante, y esta unidad de detecciéon de luz adicional puede posicionarse ventajosamente
después de dicha primera fibra 6ptica, por lo que dicha unidad de deteccion de luz adicional recibe una parte de dicha
luz entrante de dicha primera fibra.

Una salida eléctrica de este dispositivo de registro de luz que es representativa de la intensidad de la luz entrante
puede usarse para ajustar las mediciones de intensidad en la unidad de andlisis de espectro para compensar las
variaciones en dicha intensidad.

El uso de al menos una fibra 6ptica es ventajoso ya que, aunque se puede usar un microscopio, una sonda optica
basada en un microscopio no es un objeto facilimente mévil y la parte del cuerpo de un usuario podria ser incomoda
de colocar en una posicién en la que se podrian hacer mediciones. Una posibilidad seria que el paciente inserte su
dedo o brazo directamente debajo o sobre el objetivo del microscopio en el microscopio. Desafortunadamente, esto
es incomodo, si no imposible, con la mayoria de los microscopios.

Una sonda o6ptica que no emplea el microscopio completo, sino solo los objetivos del microscopio montados por
separado en, por ejemplo, una mesa, permite una mejor accesibilidad entre la sonda y la muestra. Las mediciones de
los niveles de azucar en la sangre u otros componentes de la piel en un paciente in vivo se vuelven mas convenientes,
ya que el brazo o el dedo del paciente pueden colocarse frente al objetivo del microscopio sin mucha dificultad. Sin
embargo, si la muestra elegida es una pierna, podria resultar mas dificil colocarla adecuadamente frente al objetivo
del microscopio.

Dentro de la sonda 6ptica, dicho dispositivo de registro de luz se colocara normalmente después de un espejo dicroico,
que permite que una pequefia parte de la luz entrante pase a través del espejo dicroico y sobre dicho dispositivo de
registro de luz o sea reflejada por el espejo dicroico en dicho dispositivo de registro de luz. Alternativamente, un
dispositivo de division puede colocarse entre dicha primera fibra y dicho espejo dicroico, donde dicho dispositivo de
division refleja una parte menor de la luz entrante sobre dicho dispositivo de registro de luz.

Una ventaja de usar un dispositivo de registro de luz es que permite una medida precisa de las variaciones en la
intensidad de la luz entrante en todo momento material. Esto asegura que puedan compensarse las variaciones en la
intensidad de la luz alterada debidas a las variaciones en la luz entrante y no a las variaciones de la muestra.

En una realizacién de la invencion, dicha lente que enfoca la luz entrante hacia dicha muestra esta dispuesta en la
superficie de dicha sonda 6ptica de manera que dicha lente esta en contacto directo con la piel durante la medicion.

Una ventaja de tener la lente en contacto directo con la piel durante la medicion es que la profundidad de penetracion
de la muestra y, por lo tanto, la distancia desde la sonda 6ptica hasta el punto de enfoque de la muestra, se conoce
exactamente, como lo define la distancia focal de la lente.

En otra realizacion de la invencién, dicha sonda 6ptica comprende ademas una ventana, donde dicha ventana se
coloca entre dicha lente y la piel, de modo que dicha ventana esta en contacto directo con la piel durante la medicion,
y donde el grosor de dicha ventana es menor que la distancia focal de dicha lente.
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Una ventaja de insertar una ventana entre la lente y la piel es que puede proporcionar una limpieza mas facil de la
sonda optica, si se usa una lente fragil sensible a la limpieza.

Otra ventaja de insertar una ventana entre la lente y la piel es que la profundidad de penetracion puede variar
dependiendo del grosor de la ventana. Esto proporciona una forma de establecer la profundidad de penetracién en un
valor que resulta en una determinacion de que las sefiales Raman medidas se originan por debajo del estrato corneo.

Igualmente, en lugar de tener una ventana sélida, se puede proporcionar una abertura de ventana entre la lente y la
piel, formandose la abertura en un miembro de contacto con la piel.

La sonda dptica segun la invenciéon puede comprender ademas un espejo dicroico colocado después de dicha primera
fibra dptica, donde dicho espejo dicroico refleja cualquier porcentaje entre re_in = 0 y 100 (por ejemplo, 90%) y
transmite cualquier porcentaje entre tr_in = 0y 100 ( por ejemplo, el 10% de dicha luz entrante, donde re_in + trin =
100 por ciento (ignorando las pérdidas), y refleja cualquier porcentaje entre re_se = 0 y 100 (por ejemplo, 30%) y
transmite cualquier porcentaje entre fr_se = 0y 100 (por ejemplo, 70 %) de dicha luz alterada, donde re_se + tr_se =
100 por ciento (ignorando las pérdidas). Por lo tanto, dicho espejo dicroico puede reflejar la mayor parte de la luz
entrante y transmitir la mayor parte de la luz alterada.

Dicho espejo dicroico se coloca normalmente en un angulo de 45 grados con respecto a la direccion de propagacion
de dicha luz entrante fuera de dicha primera fibra éptica.

En una realizaciéon donde la mayor parte de la luz entrante es reflejada por el espejo dicroico, dicho dispositivo de
registro de luz puede posicionarse después de dicho espejo dicroico, por lo que dicho dispositivo de registro de luz
mide las fluctuaciones de intensidad en dicha luz entrante transmitida a través de dicho espejo dicroico.

En ofra realizacion donde la mayor parte de la luz entrante es reflejada por el espejo dicroico, un dispositivo de division
puede colocarse entre dicha primera fibra ptica y dicho espejo dicroico, por lo que dicho dispositivo de registro de luz
mide las fluctuaciones de intensidad en dicha luz entrante reflejada por dicho dispositivo de divisién.

En una realizacién de la invencion, dicho espejo dicroico esta transmitiendo la mayor parte (por ejemplo, = 90%) de la
luz entrante mientras pasa una porcion menor (por ejemplo, <10%) y esta reflejando la mayor parte de la luz alterada
(por ejemplo, 270%) mientras pasa una cantidad menor (por ejemplo, < 30%).

En una realizacién en la que la mayor parte de la luz entrante es transmitida por el espejo dicroico, dicho dispositivo
de registro de luz puede posicionarse después de dicho espejo dicroico, por lo que dicho dispositivo de registro de luz
mide las fluctuaciones de intensidad en dicha luz entrante reflejada por dicho espejo dicroico.

Una ventaja de tener el dispositivo de registro de luz situado directamente después de dicho espejo dicroico es que
utiliza la parte de la luz entrante, que no se refleja en el espejo dicroico, y de lo contrario se perderia. Por consiguiente,
no es necesario insertar ningin componente optico adicional dentro de la sonda 6ptica para recolectar la luz para
medir las fluctuaciones en la luz entrante.

En una realizacién de la invencion, el angulo a entre la direccion de la luz que sale de dicha primera fibra éptica y la
direccion de la luz que entra en dicha segunda fibra dptica es sustancialmente a = 90 grados. El angulo también podria
estar en el rango a = 80 - 100 grados.

En una realizacion de la invencion, dicha sonda 6ptica comprende ademas al menos una primera abertura en la que
dicha primera abertura solo permite que la luz alterada desde el punto de enfoque en la piel alcance la unidad de
analisis de espectro, asegurando asi la confocalidad en profundidad. Dicha abertura puede ser un elemento espaciado,
pero una abertura estrecha de una segunda fibra puede funcionar igualmente bien como dicha abertura cuando se
usa una segunda fibra.

Una ventaja de usar una abertura 6ptiva colocada antes de la unidad de analisis de espectro es que la abertura optica
funciona como un filtro de profundidad 3D que elimina las sefiales 6pticas generadas fuera de la profundidad confocal,
es decir, el punto de enfoque de la muestra. La ventaja de usar una sonda 6ptica confocal es que la luz alterada que
ingresa a la unidad de analisis de espectro surge Unicamente de las interacciones entre la luz entrante y la piel a la
profundidad del foco; por lo tanto, se minimizan o eliminan las contribuciones de las areas coénicas arriba y debajo del
punto de enfoque.

En otra realizacion de la invencion, se pueden emplear adicionalmente una o mas aberturas para obtener un contraste
mas agudo en la direccion z (profundidad). Una segunda abertura se coloca preferiblemente entre la piel y la lente
enfocando la luz en la muestra. Esta segunda abertura puede ser un elemento espaciado, pero una abertura estrecha
de la sonda optica en el punto donde la luz sale/es recogida por la lente puede funcionar igualmente bien como una
abertura.
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Aunque el aparato de acuerdo con la invencion esta disefiado y configurado para medir sefiales opticas en la piel in
vivo, también podria emplearse para medir sefales opticas sumergiéndolo en, por ejemplo una muestra de sangre
realizando asi la medicion in vitro.

En general, los elementos opticos encontrados dentro de una sonda éptica de un aparato de acuerdo con la presente
invencién estan encerrados por una cubierta. Una sonda optica preferida puede moverse libremente debido al uso de
una fibra flexible para guiar la luz dentro y opcionalmente fuera de la sonda dptica. Esto permite mediciones in vivo
faciles de, por ejemplo niveles de azicar en sangre en un paciente utilizando diferentes areas del cuerpo, como un
brazo, un dedo, una pierna o similar. Sin embargo, el aparato puede construirse de modo que los componentes pticos
estén contenidos en una carcasa que define una ubicacion especifica en la cual se coloca la yema de la punta dedo
para ejecutar la medicion.

El grosor del estrato corneo de la yema de un dedo generalmente sera de 10-40 uym (véase Marks, James G; Miller,
Jeffery (2006). Lookingbill and Marks' Principles of Dermatology (4th ed.). Elsevier Inc. Page 7. ISBN 1-4160-3185-5
and Thickness of the Stratum Corneum of the Volar Fingertips H. FRUHSTORFER, U. ABEL, C.-D. GARTHE, AND A.
KNU"" TTEL. Por consiguiente, las profundidades de medicion preferidas iran de 200-300 ym desde 160 a 190 ym
hasta 260 a 290 ym por debajo del estrato corneo. Las profundidades de medicidn para todas las areas de la piel son
preferiblemente de 50 a 390 ym, mas preferiblemente de 190 a 290 um por debajo del estrato cérneo.

Una aplicacién primaria del aparato es en general medir los niveles de azUcar en la sangre en un paciente. El nivel de
glucosa en sangre se correlaciona con el nivel en el fluido intersticial a la profundidad seleccionada. Otros analitos que
pueden medirse de la misma manera incluirian lactato, hemoglobina, colesterol, alcohol, urea y/o drogas.

Breve descripcion de los dibujos

La invencion se describira e ilustrara con mas detalle haciendo referencia a los dibujos adjuntos, en los que:
La Figura 1 muestra esquematicamente un aparato segun la invencion.

La Figura 2 muestra una primera realizaciéon de una sonda 6ptica que forma parte del aparato de la Figura 1.
La Figura 3 muestra una segunda realizacién de una sonda éptica que forma parte del aparato de la Figura 1.
La Figura 4 muestra una tercera realizacién de una sonda 6ptica que forma parte del aparato de la Figura 1.

La Figura 5 muestra una seccion transversal a través de un primer ejemplo de una lente objetivo que tiene un
espaciado variable entre los elementos de la lente adecuados para uso en cualquiera de las sondas 6pticas de las
Figuras 2-4.

La Figura 6 muestra una seccion transversal a través de un segundo ejemplo de una lente objetivo que tiene un
espaciado variable entre los elementos de la lente adecuados para uso en cualquiera de las sondas Opticas de las
Figuras 2-4.

La Figura 7 muestra los espectros Raman obtenidos de varios sujetos de medicion diferentes identificados por el
numero de paciente. En el valor de desplazamiento del nimero de onda Raman de 600 cm™, los nimeros de paciente
relacionados con los espectros en orden descendente de las curvas espectrales son el nUmero de paciente 127, 126,
115, 114, 107.

La Figura 8 muestra una grafica de la concentracion de glucosa predicha por el aparato (eje vertical) contra las
concentraciones reales de glucosa (eje horizontal) medida por analisis quimico de la sangre para numerosos
pacientes. Los puntos sélidos derivan del paciente no.127.

La Figura 9 muestra una grafica de la concentracion de glucosa predicha por el aparato (eje vertical) contra las
concentraciones reales de glucosa (eje horizontal) medida por analisis quimico de sangre para el paciente 114 en
numerosas mediciones repetidas.

La Figura 10 muestra un primer espectro Raman derivado del paciente obtenido del paciente 17 (trazo superior), y un
segundo espectro Raman derivado del paciente obtenido del paciente 107 (trazo inferior). Ambos se caracterizan por
una relacion de alturas de pico a 883:893 numeros de onda que es mayor que uno, pero el trazo superior se caracteriza
también por tener un pico mas alto de lo normal en el numero de onda de 1445 cm™".

La Figura 11 muestra una grafica de la intensidad relativa de las sefiales Raman recibidas en sondas ajustadas
adecuadamente del tipo que se ve en las Figuras 2-4 contra la profundidad de origen de las sefiales en la piel.

La Figura 12 muestra los espectros Raman obtenidos utilizando un aparato ajustado a una profundidad focal muy corta
de 160 um en aire medidos en diferentes ubicaciones en las yemas de los dedos y en el tenar.
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Descripcion de realizaciones preferidas

La Figura 1 muestra esquematicamente un aparato segun la invencioén, en uso para medir la concentracién de glucosa
(u otra sustancia de la piel) in vivo. Una sonda 101 6ptica recibe luz de una fuente 103 de luz a través de una fibra 105
de luz entrante. En esta realizacion de la invencion, la fuente 103 de luz es un laser. La luz entrante se ilumina e
interactua con la piel 107. La luz alterada recibida de la piel, es recogida por la sonda 101 dptica y analizada en un
espectrofotémetro dentro de la sonda para producir una salida eléctrica que se envia a través de una conexién 109 a
un ordenador 111 para posterior analisis de los componentes espectrales. Dentro del espectrofotdmetro hay una
unidad de deteccion de luz. Como alternativa, por supuesto, la funciéon del espectrofotometro podria realizarse
externamente a la pieza de mano y la luz podria comunicarse desde la pieza de mano a la unidad de analisis espectral
a través de una segunda fibra dptica.

En esta realizacion de la invencion, la sonda éptica se aplica al brazo de un paciente, pero también podria aplicarse a
un dedo u otra parte del cuerpo. Del mismo modo, la medicién se muestra llevada a cabo in vivo, pero la sonda 101
optica también podria emplearse para medir sefiales 6pticas sumergiéndola en, por ejemplo. Una muestra de sangre
que realiza la medicion in vitro.

En general, los elementos 6pticos encontrados dentro de la sonda 101 6ptica del aparato segun la presente invencion
estan encerrados por una cubierta, donde la cubierta tiene al menos una abertura para la fibra 105 de luz entrante y
la conexion 109 de sefal eléctrica saliente y una abertura para la luz saliente empleada para iluminar la muestra. La
Ultima apertura también se puede utilizar para recoger la luz alterada de la muestra. La sonda 101 éptica se puede
mover libremente debido al uso de una fibra flexible para guiar la luz hacia la sonda 6ptica. Esto permite mediciones
in vivo faciles de, por ejemplo niveles de azucar en la sangre en un paciente, utilizando diferentes areas del cuerpo,
como un brazo, un dedo, una pierna o similar.

Una aplicacion primaria de la sonda 101 6ptica es medir los niveles de azlcar en la sangre en un paciente. Sin
embargo, la sonda también se puede usar para medir, por ejemplo el nivel de lactato hemoglobina, colesterol, alcohal,
urea y/o droga en la sangre o la temperatura y/o variaciones de la temperatura en la sangre.

La Figura 2 muestra una primera realizacion de la sonda 201 6ptica que comprende una fibra 203 6ptica de luz entrante
para guiar la luz hacia la sonda 201 6ptica. Segun esta realizacion de la invencion, la fuente de luz es normalmente
un laser. Al salir de la primera fibra 203, la luz 205 entrante se colima utilizando una primera lente 207, que es una
lente objetivo, y se filtra dpticamente pasando a través de un primer filtro 209 que bloquea cualquier porcentaje entre
0 y 100, por ejemplo, de 75 a 100 por ciento, de frecuencias/longitudes de onda fuera de la frecuencia/longitud de
onda del laser. El bloqueo de frecuencias fuera de la frecuencia del laser garantiza que, por ejemplo, la dispersion
Raman generada dentro de la primera fibra 203 se elimina de la luz 205 entrante. El primer filtro 209 también puede
bloquear cualquier porcentaje entre 0 y 100, por ejemplo, de 0 a 50 por ciento, de la frecuencia del laser. Esto es una
ventaja si la intensidad de la luz 205 entrante es demasiado alta para los requisitos de la muestra. El primer filtro 209
es preferiblemente un filtro de paso de banda, un filtro de muesca, un filtro de borde o similar.

La sonda 201 6ptica comprende ademas un espejo 211 dicroico que refleja o transmite cualquier porcentaje entre 0 y
100 de la luz, donde el porcentaje de luz reflejada y transmitida depende del recubrimiento del espejo 211 dicroico, €l
angulo en donde la luz incide en el espejo 211 dicroico, y la frecuencia de la luz. El espejo 211 dicroico puede por
ejemplo estar recubierto de manera que refleje el porcentaje mas alto de la luz 205 entrante cuando el espejo 211
dicroico esté colocado en un angulo dado en relacién con la direccion de la luz 205 entrante. EI cambio del angulo
entre el espejo 211 dicroico y la luz 205 entrante por lo tanto, reduce el porcentaje de luz 205 entrante reflejada por el
espejo 211 dicroico.

En esta realizacion de la invencion, la mayor parte de la luz 205 entrante se refleja en el espejo 211 dicroico y se
enfoca dentro de la piel 213 de un sujeto mediante una segunda lente que es una lente 215 objetivo. El punto 217 de
enfoque de la luz 205 entrante es definido por la distancia 218 focal de la segunda lente 215 y la distancia distal de la
lente de un miembro 219 de acoplamiento de la piel y en particular su superficie distal que se acopla a la piel en uso.
El miembro de enganche de la piel puede tomar la forma de una ventana como se muestra. Alternativamente, puede
ser un collar alrededor de la lente objetivo. Opcionalmente, la extension a la cual la superficie de contacto con la piel
del collar se extiende mas alla de la propia lente objetivo puede ser ajustable, adecuadamente mediante roscas de
tornillo que conectan el collar y la lente. Esto se puede usar para ajustar la profundidad debajo de la piel en la que se
enfoca la luz entrante. Alternativamente, se puede proporcionar un conjunto de lentes objetivo, cada una de las cuales
tiene un collar en el cual la extension de la superficie de contacto con la piel del collar se extiende mas alla de la lente
objetivo en si misma, por lo que se puede obtener una profundidad de enfoque deseada al reemplazar una Lente
objetivo con otra. En una opcion adicional, el miembro de acoplamiento con la piel puede en cambio ser por la
superficie distal de la propia lente objetivo. La segunda lente 215 es preferiblemente convexa, pero también podria ser
asférica o plana. Como se describe con mas detalle a continuacion, particularmente con referencia a la Figura 5, la
longitud focal de la lente 215 puede ser variable y puede controlarse de acuerdo con la salida de la unidad de analisis
de espectro.
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El espejo 211 dicroico esta en la realizacion actual posicionado en un angulo de 45° con respecto a la direccion de
propagacion de la luz 205 entrante. La mayoria de la luz 205 entrante se refleja en consecuencia a un angulo de 90 °.
El espejo 211 dicroico también podria colocarse en un angulo entre 0 y 90°.

En una realizacion de la invencion, el porcentaje de la luz 205 entrante que se refleja (re_in) y se transmite (tr_in) por
el espejo 211 dicroico es re_in 290% de (re_in + tr_in) y tr_in < 10% de (re_in + tr_in).

En otra realizacion de la invencion, el porcentaje de la luz 205 entrante que se refleja y transmite por el espejo 211
dicroico es re_in 2 98% de (re_in + tr_in) y tr_in < 2% de (re_in + tr_in), respectivamente.

La sonda 201 ¢éptica ilustrada comprende ademas una ventana 219 delgada opcional, que se coloca entre la segunda
lente 215 y la piel 213. El grosor de la ventana 219 es mas pequefio que la distancia focal de la segunda lente 215, es
decir, mas pequefio que la distancia desde la segunda lente 215 al punto 217 de enfoque dentro de la piel 213. La
ventana 219 puede servir para proteger la segunda lente 215, lo que permite una facil limpieza de la sonda 201 6ptica
después de que haya estado en contacto con la piel 213. La ventana 219 actia como un miembro de contacto con la
piel y la distancia desde su superficie de contacto con la piel hasta el punto focal de la lente 215 determina la
profundidad 220 por debajo de la superficie de la piel en la que se generan las sefiales Raman. Esto se establece
idealmente de modo que la mayor parte de la intensidad de la luz laser se enfoque a 250 um por debajo de la superficie
de la piel y/o al menos 100 um por debajo del estrato corneo, por ejemplo, de 100 pm a 150 ym por debajo del fondo
del estrato cérneo. Si se desea que el aparato se pueda adaptar para otros usos, se puede prever la instalacion de
ventanas 219 de diferentes espesores, alterando asi la profundidad 220 de penetracién de la muestra. Las
profundidades 220 de penetracion de la muestra alternativas tipicas estan en un rango de 150 a 500 ym dependiendo
de la longitud 218 focal de la segunda lente 215 y el grosor de la ventana 219. También se pueden obtener
profundidades 220 de penetracion mas cortas y mas largas.

En otra realizacion de la invencion, no hay ninguna ventana, y la segunda lente 215 esta en contacto directo con la
piel 213. La distancia focal de la lente para que la luz pase a través de la piel sera idealmente de 200 a 300 um. De
nuevo, si se desea que el aparato también pueda adaptarse para otros usos, la lente puede hacerse reemplazable
con lentes de ofras longitudes focales.

Ademas de enfocar la luz 205 entrante en la piel 213, la segunda lente 215 colima la luz 221 alterada desde el punto
217 de enfoque. En la realizacion actual, el espejo 211 dicroico transmite la mayor parte de la luz 221 alterada, pero
refleja la retrodispersion de la luz 205 entrante. Esto filtra las frecuencias no deseadas, es decir, la frecuencia de la
luz 205 entrante reflejada, de la luz 221 alterada generada como resultado de las interacciones con la piel 213.

En una realizacién de la invencion, el porcentaje de luz 221 alterada que se refleja (re_se) y se transmite (tr_se) por
el espejo 211 dicroico es re_se <30% de (re_se + tr_se) y tr_se 2 70% de (re_se + tr_se), respectivamente.

En ofra realizacion de la invencion, el porcentaje de la luz 221 alterada que es reflejada y transmitida por el espejo
211 dicroico es re_se < 10% de (re_se + tr_se) y tr_se = 90% de (re_se + tr_se), respectivamente.

La luz 221 alterada también se filtra 6pticamente pasando a través de un segundo filtro 223 antes de que la luz sea
enfocada por una tercera lente 225 en un espectrofotdmetro 227 que actia como una unidad de analisis de espectro.
El segundo filtro 223 es preferiblemente un filtro de paso de banda, un filtro de muesca, un filtro de borde o similar y
se caracteriza por transmitir cualquier porcentaje entre 30 y 100, por ejemplo 75 a 100%, de la luz 221 alterada
recogida por la segunda lente 215 y bloqueando cualquier porcentaje entre, por ejemplo 75 a 100%, de frecuencias
cercanas o iguales a la frecuencia de la luz entrante. Esto, por ejemplo, puede asegurar que el porcentaje de dispersion
de Rayleigh no deseada que pasa a través del segundo filtro 223 sea despreciable al mismo tiempo, ya que casi toda
la luz Raman dispersada desde la piel 213 puede pasar.

Se puede proporcionar un segundo filtro 223 que bloquea adicionalmente la luz reflejada directamente cerca de la
longitud de onda del Iaser mientras permite que la emision dispersada de Rayleigh pase a través de ella.

En esta realizacién de la invencion, el espejo 211 dicroico no refleja toda la luz 205 del laser entrante. En cambio,
permite que una fraccién mas pequefia de la luz 229 pase a través del espejo 211 dicroico y sobre un dispositivo de
medicion de intensidad de luz/dispositivo 231 de registro, que detecta la intensidad y/o la potencia de la luz 229
después de pasar a través del espejo 211 dicroico y proporciona una salida de medicion en forma de una sefial
electronica tal como una tension de salida. El dispositivo 231 de registro de luz puede ser un fotodiodo, un detector de
CCD, un transistor térmico o una guia de fibra para dicho dispositivo, o similar.

Una ventaja de usar un dispositivo 231 de registro de luz es que permite una medicion precisa de las variaciones en
la intensidad de la luz entrante en todo momento. Esto asegura que las variaciones en la intensidad de la luz 221
alterada debidas a la deriva en la intensidad de la luz laser se pueden compensar para evitar variaciones aparentes
en la concentracion de analito que de otro modo serian causadas por variaciones en la intensidad de la luz entrante.
La sefal registrada por la unidad de deteccion de luz en el espectrofotémetro se normaliza utilizando el valor medido
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de la intensidad de la luz primaria. La normalizacién se puede hacer en el software cuando los datos se analizan y no
en tiempo real.

Incorporar el dispositivo 231 de registro de luz en la sonda 201 6ptica y posicionarlo después de acoplar la luz 205
entrante de la primera fibra 203 es una clara ventaja, ya que el proceso de acoplamiento de la luz laser en una fibra
es bastante sensible tanto al angulo en donde la luz del laser se enfoca en la fibra y la distancia entre el punto de
enfoque de la lente, que enfoca el laser en la fibra y la fibra en si. Las variaciones en la intensidad de la luz que sale
de la fibra, por lo tanto, variaran como resultado de la eficiencia mediante la cual la luz laser se acopla en la fibra. Por
lo tanto, el uso de un dispositivo de registro de luz colocado entre el laser y la fibra no proporcionara una medida
precisa de las variaciones de intensidad de la luz enfocada en la piel. Sin embargo, la medicién de la variacion en la
intensidad de luz entrante en la fuente de luz o en cualquier punto entre la fuente de luz y la piel esta dentro de la
invencion en esta y otras realizaciones.

Ademas de los elementos 6pticos descritos anteriormente, la sonda 201 6ptica también puede estar equipada con al
menos una primera abertura 233 6ptica colocada antes del espectrofotdmetro 227. La primera abertura 233 6ptica
funciona como un filtro de profundidad 3D que elimina las sefales 6pticas generadas fuera del area confocal, es decir,
el punto 217 de enfoque. La ventaja de usar una sonda 6ptica confocal es que la luz 221 alterada que ingresa al
espectrofotdmetro 227 proviene unicamente de las interacciones entre la luz 205 entrante y la piel 213 en el punto 217
de enfoque; por lo tanto, las contribuciones de las areas en forma de cono por encima y por debajo del punto 217 de
enfoque se eliminan.

De acuerdo con esta primera realizacion de la invencion, la primera abertura 233 esta construida como un elemento
espaciado. Sin embargo, una abertura estrecha de una segunda fibra (si esta presente) que se conecta al
espectrofotometro 227 puede funcionar igualmente bien como una primera abertura 233.

Ademas de la primera abertura 233, se pueden emplear una o mas aberturas para obtener un contraste mas agudo
en la direccioén z (profundidad). Una segunda abertura 235 se coloca preferiblemente entre la segunda lente 215y la
piel 213. En una realizacion preferida, donde no hay ventana 219 y la segunda lente 215 es convexa o plano-convexa,
la segunda lente 215 todavia estara en contacto directo con la piel 213 incluso con la segunda abertura 235 delgada
colocada entre la piel 213 y la segunda lente 215.

En la realizacion actual de la invencion, la segunda abertura 235 esta construida como un elemento espaciado. Sin
embargo, una abertura estrecha de la sonda 201 6ptica en el punto donde la luz salidas/es recogida por la segunda
lente 215 puede funcionar igualmente bien como una segunda abertura 235.

Una tercera abertura 237 se puede colocar preferiblemente justo antes de la tercera lente 225 como se muestra en la
figura actual. Esto puede mejorar aiin mas el contraste en la direccion z.

La fibra 203 y el espectrofotometro 227 estan normalmente dispuestos de tal manera que la direccion 239 de la luz
que sale de la primera fibra 203 y la direccion 241 de la luz que entra en el espectrofotdmetro 227 estan en un angulo
de a = 90° entre si. También se pueden encontrar disposiciones alternativas de los dos componentes y, por
consiguiente, la direccion de la luz que sale de/ingresa a ellos (239 y 241, respectivamente), produciendo un angulo a
#90°.

La fibra 203 y una segunda fibra si estan presentes son preferiblemente fibras de modo multimodo, pero también
podrian ser fibras de modo individual.

Los detalles de una opcion para la lente 215 objetivo se ven en la Figura 5. Aqui, la lente es una lente compuesta que
tiene primero y segundo elementos 510 y 512, el elemento 512 se coloca distal con referencia al elemento 510. Los
dos elementos de la lente se montan en las respectivas secciones 514, 516 de una carcasa cilindrica entre las cuales
se proporciona un elemento 518 de anillo piezoeléctrico. Se proporcionan medios (no mostrados) para aplicar una
tension al elemento 518 de anillo para hacer que su longitud axial varie desplazando la seccion 514 con respecto a
seccion 516, por lo que se altera la ubicacion del punto focal de la lente 215.

En la Figura 6, se muestra una forma alternativa de objetivo de longitud focal variable en la que la seccioén 514 es un
tornillo hembra roscado y esta montado en un cilindro 520 macho con rosca de tornillo fijado a la seccidon 516 en una
cabeza 522 anular. Las secciones 514 y 516 estan espaciados por un espacio 524 variable. El paso de la rosca del
tornillo es suficientemente fino para proporcionar el control necesario de la distancia focal. La rotacion de la secciéon
514 desplaza la posicion axial de la seccion 514 a lo largo del cilindro 520 para alterar la longitud focal del objetivo.

Una alternativa adicional es que la lente objetivo sea intercambiable y que se proporcione una pluralidad de lentes
objetivo de distancia focal fija diferente o como se mencioné anteriormente para una pluralidad de lentes objetivo de
la misma distancia focal, cada una con un miembro de acoplamiento a piel diferente para definir diferentes
profundidades de enfoque.
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La Figura 11 muestra el perfil de profundidad deseable para el origen de las sefiales Raman tal como se reciben en la
sonda y se pasan al espectrofotdmetro. El origen de la profundidad es la superficie de la piel. La intensidad relativa
indica la probabilidad de que un fotén surja de una profundidad dada alcanzando al espectrofotémetro. Los fotones
que surgen a menos de 200 pym por debajo de esta tienen pocas posibilidades de llegar al detector del
espectrofotometro. La mayoria de los fotones recibidos se originan entre 250 y 400 um por debajo de la superficie de
la piel. Es probable que la intensidad de los picos Raman asociados con la concentracion de un analito elegido, como
la glucosa en el liquido intersticial, proporcione una base precisa para la medicion.

Para verificar que las sefiales Raman de glucosa medidas se originan en el fluido intersticial y no en el estrato cérneo,
de acuerdo con la invencion, se analizan las intensidades de otros picos del espectro Raman. Los espectros tipicos
se ven en la Figura 7.

Se puede observar que en la mayoria de estos espectros, el pico en 883-884 cm! es algo mas alto que el pico en 893-
6 cm™'. Para estos espectros también se ha encontrado que la altura de los picos asociados con la glucosa se
correlaciona bien con las mediciones de naturaleza quimica de glucosa en sangre.

El espectro del paciente No. 127, que esta en la parte superior de la Figura 7, no proporcion6 una correlacion tan
buena. La relacién entre la altura del pico de 883-884 cm™' y la altura del pico de 893-6 cm en este caso fue inferior
a 0.75, siendo en promedio de varias mediciones solo 0.34. Este paciente tenia un estrato corneo inusualmente grueso
en el sitio de medicion. Las mediciones de OCT muestran que para este paciente, el grosor del estrato corneo medido
en la region de la pulpa del dedo fue de 350-500 um cuando para el paciente 114 fue de 150 a 300 ym. Para el paciente
114, el promedio de la relacién de altura de pico en varias mediciones fue de 1.23. En el espectro para el paciente
127, el orden de altura de estos dos picos se invierte.

La Figura 8 muestra una grafica de la glucosa pronosticada obtenida usando la invencion, con respecto a la glucosa
medida quimicamente para numerosos pacientes y se puede observar que las mediciones obtenidas del paciente 127
(puntos solidos) no comparten la buena correlacion general entre la medicion Raman y la quimica.

La Figura 9 muestra una grafica de correlacion similar para varias mediciones diferentes realizadas en un paciente
(paciente 114). Esto puede contrastarse con los puntos sélidos en la Figura 8.

Como se ve en la Figura 7, el espectro para cada paciente tiene un fondo ascendente o un nivel de referencia hacia
numeros de onda mas cortos. Las alturas maximas se miden desde el nivel de referencia local.

Después de la ubicacién de la posicién de pico, la linea de base de pico se puede estimar tomando el nivel de linea
de base en cada lado del pico. La altura de la linea de base en cada lado se promedia y se resta de la intensidad en
el pico maximo para generar la altura de pico corregida de la linea de base. Alternativamente, una linea de base
polinébmica con ventana podria estimarse mediante un enfoque iterativo y se podria restar en una region especifica
estrecha alrededor del pico. Esto movera la linea base de la region espectral a alrededor de 0 y, por lo tanto, eliminara
la linea base debajo del pico.

En el espectro del paciente No.127, también es notable que los picos en los nimeros de onda 1445 cm™ y 1650 cm™’
son inusualmente grandes. Cuando el pico en 883-884 cm™' es algo mas alto que el pico en 893-6 cm™' pero los picos
en los numeros de onda 1445 cm™ y 1650 cm™" son inusualmente grandes, puede haber motivos para desconfiar de
la conveniencia de la profundidad de medicion.

Como se ve en la Figura 10, incluso cuando la relacion entre las alturas de los picos del pico de 883-884 cm™' y el pico
de 893-6 cm™ es mayor que uno, es posible que la altura de los 1445 cm™' y los 1650 cm™ picos pueden ser
inusualmente grandes. En la Figura 10, dicha relacion tanto para el espectro del paciente 17 (superior) como para el
espectro del paciente 107 (inferior) es mayor que uno, pero la altura del pico de 1445 cm-' para el paciente 17 es
sustancialmente mayor que para el paciente 107. Se encontré que el error cuadratico medio de la validacion cruzada
de prediccion (RMSEPCYV) en las mediciones para el paciente 17 fue de 10.7 mmol/l, mientras que en promedio se ha
encontrado que es solo de 2.5 mmol/l. Por consiguiente, puede preferirse rechazar la medicién para un paciente como
el paciente 17 y buscar un mejor sitio de medicion.

Cualquiera o ambos de estos picos se pueden considerar como inusualmente grandes si se basan en una multiplicidad
de mediciones, estan a mas de una desviacidon estandar por encima de la media de dichas mediciones, como se
explicé anteriormente.

Cuando la proporcion de los picos en los nimeros de onda 883-884 cm-' y 893-6 cm™' esta por debajo de 0.75 u otro
numero de corte seleccionado R, o los picos en los nimeros de onda 1445 cm™ y 1650 cm™' son inusualmente grandes,
de tal manera que hay motivos para desconfiar de la idoneidad de la disposicién para medir la concentracion de un
componente de la piel del analito, se puede seleccionar un sitio de medicién alternativo. Alternativamente, la sonda
puede ajustarse manualmente o mediante un proceso automatico para alterar la profundidad a partir de la cual se
originan las sefiales Raman. Esto tendria el efecto de empujar hacia la derecha la ubicaciéon del pico en la Figura 11.
Por lo tanto, el usuario puede ajustar la sonda para aumentar la profundidad por debajo de la superficie de la piel en
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la que se enfoca la lente y puede repetir el andlisis de altura de pico. Alternativamente, la sonda puede ajustarse
mediante la entrada desde el ordenador 111 para alterar la profundidad de enfoque hasta que se logren las relaciones
de altura de pico requeridas.

Estas disposiciones de analisis de espectro y ajuste de lente se aplican a todas las siguientes realizaciones
modificadas por igual.

La Figura 3 muestra una segunda realizacion de la invencion, donde la sonda 301 6ptica comprende una fibra 203
optica de luz entrante para guiar la luz hacia la sonda 301 6ptica, una primera lente 207 para colimar la luz 205 entrante,
un primer filtro 209 que bloquea cualquier porcentaje entre 0 y 100 de frecuencias fuera de la frecuencia de la luz
entrante, una segunda lente 215 que enfoca la luz 205 entrante en y para recoger la luz 221 alterada de la piel 213,
un segundo filtro 223 para filtrar épticamente la luz 221 alterada, una tercera lente 225 para enfocar la luz 221 alterada
en un espectrofotébmetro 227, y un dispositivo 231 de registro de luz, que detecta variaciones de intensidad en la luz
entrante.

La fibra 203 y cualquier segunda fibra que pueda estar presente son preferiblemente fibras de modo multimodo, pero
también podrian ser fibras de modo individual. La fibra 203 y el espectrofotémetro 227 estan normalmente dispuestos
de tal manera que la direccién de la luz que sale de la primera fibra 203 y la direccién de la luz que entra en el
espectrofotémetro 227 son perpendiculares entre si. También se pueden usar disposiciones alternativas de estos
componentes 203 y 227 y, por consiguiente, la direccion de la luz que los emite/ingresa.

Los dos filtros 209 y 223 son normalmente un filiro de paso de banda, un filtro de muesca, un filtro de borde o similar.
La segunda lente 215 es preferiblemente convexa, pero también podria ser asférica o plana.

La sonda 301 6ptica comprende ademas un espejo 303 dicroico que refleja o transmite cualquier porcentaje entre 0 y
100 de la luz. El espejo 303 dicroico esta en la realizacion actual posicionado en un angulo de 45° con respecto a la
direccion de propagacion de la luz 205 entrante, pero también podria colocarse en un angulo entre 0 y 90° de la misma
forma.

De acuerdo con la segunda realizacion de la invencion, el espejo 303 dicroico permite que la mayoria de la luz 205
entrante pase a través del espejo 303 dicroico y refleja solo una parte 229 mas pequefia de la luz entrante que es
detectada por el dispositivo 231 de registro de luz. La luz 221 alterada es reflejada por el espejo 303 dicroico en un
angulo aproximado de 90 grados.

En una realizacion de la invencion, el porcentaje de la luz 205 entrante que se refleja y transmite por el espejo 303
dicroico es re_in < 30% de (re_in + tr_in) y tr_in 2 70% de (re_in + tr_in), respectivamente, y el porcentaje de luz 221
alterada que se refleja y transmite por el espejo 303 dicroico es re_se = 70% de (re_se + tr_se) y tr_se < 30% de
(re_se + tr_se), respectivamente.

En otra realizacion de la invencion, el porcentaje de la luz 205 entrante que se refleja y transmite por el espejo 303
dicroico es re_in < 10% de (re_in + trin) y tr_in 2 90% de (re_in + tr_in), respectivamente, y el porcentaje de la luz 221
alterada que se refleja y transmite por el espejo 303 dicroico es re_se = 90% de (re_se + tr_se) y tr_se < 10% de
(re_se + tr_se), respectivamente.

La sonda 301 éptica puede ademas comprender opcionalmente una ventana 219 delgada que constituye un miembro
de contacto con la piel, que se coloca entre la segunda lente 215 y la piel 213, una primera abertura 233 6ptica, la
segunda abertura 235 normalmente colocada entre la segunda lente 215 y la piel 213, y una tercera abertura 237 que
normalmente se coloca justo antes de la tercera lente 225. Segun esta segunda realizacion de la invencion, las
aberturas 233 y 235 estan formadas en elementos separados. Sin embargo, una abertura estrecha de una segunda
fibra que se comunica con el espectrofotdmetro 227 puede funcionar igualmente bien como una primera abertura 233
y una abertura estrecha de la sonda 301 optica en el punto donde la luz sale/es recogida por la segunda lente 215
puede funcionar igualmente bien como primera abertura 233.

La profundidad 220 de penetracion en la piel se fija de nuevo idealmente en 200 (o 210)-300 ym. Ademas, puede
hacerse ajustable para otros usos y, de nuevo, las profundidades tipicas de penetracion de la muestra 220 estan
entonces en un rango de 150 a 500 ym dependiendo de la distancia 218 focal de la segunda lente 215 y el grosor de
la ventana 219, si es parte de la sonda 301 6ptica. También se pueden obtener profundidades de penetracion tanto
mas cortas como mas largas.

Las ventajas con la sonda 301 éptica son las mismas que las descritas en relacion con la sonda 201 éptica que se
muestra en la Figura 2.

La Figura 4 muestra una tercera realizacién de la invencién, donde la sonda 401 éptica comprende una fibra 203 éptica
de luz entrante para guiar la luz hacia la sonda 301 6ptica, una primera lente 207 para colimar la luz 205 entrante, un
primer filtro 209 que bloquea cualquier porcentaje entre 0 y 100 de frecuencias fuera de la frecuencia de la luz entrante,
una segunda lente 215 que enfoca la luz 205 entrante en y para recoger la luz 221 alterada de la piel 213, un segundo
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filtro 223 para filtrar 6pticamente la luz 221 alterada, una tercera lente 225 para enfocar la luz 221 alterada en un
espectrofotdmetro 227, y un dispositivo 231 de registro de luz, que detecta variaciones de intensidad en la luz entrante.

Como antes, la fibra 203 y cualquier fibra adicional que esté presente son preferiblemente fibras de modo multimodo,
pero también podrian ser fibras de modo individual. Las dos fibras 203 y 227 estan dispuestas normalmente de manera
que la direccion de la luz que sale de la primera fibra 203 y la direccion de la luz que entra en el espectrofotémetro
227 son perpendiculares entre si. También se pueden encontrar disposiciones alternativas de las dos fibras 203 y 227
Yy, €n consecuencia, la direccion de la luz que las emite/ingresa.

Los dos filtros 209 y 223 son normalmente un filiro de paso de banda, un filtro de muesca, un filtro de borde o similar.
La segunda lente 215 es preferiblemente convexa, pero también podria ser asférica o plana.

La sonda 401 6ptica comprende ademas un espejo 403 dicroico que refleja o transmite cualquier porcentaje entre 0 y
100 de la luz. El espejo 403 dicroico esta en la realizacion actual posicionado en un angulo de 45° con respecto a la
direccion de propagacion de la luz 205 entrante, pero también podria colocarse en un angulo entre 0 y 90° también.

De acuerdo con la tercera realizacion de la invencion, el espejo 403 dicroico refleja la mayor parte de laluz 205 entrante
en un angulo de 90 grados sobre la piel 213 y permite que la luz 221 alterada pase a través de ella. Al contrario de la
primera y la segunda formas de realizacion, la parte mas pequefia 229 de la luz entrante, que se utiliza para el registro
de la luz, no se recoge después de pasar a través del espejo 403 dicroico o de reflejarse en él. En cambio, un
dispositivo optico de division 405 colocado entre el primer filtro 209 y el espejo 403 dicroico se emplean para dirigir
una fraccion 229 mas pequena de la luz entrante al dispositivo 231 de registro de luz. El dispositivo 405 divisor puede
ser un divisor de haz, un espejo dicroico que permite que pase la mayor parte de la luz entrante, un filtro de baja
densidad o similar.

En una realizacion de la invencion, el porcentaje de la luz 205 entrante que se refleja y transmite por el espejo 403
dicroico es re_in 2 90% de (re_in + tr_in) y tr_in < 10% de (re_in + tr_in), respectivamente, y el porcentaje de luz 221
alterada que se refleja y transmite por el espejo 403 dicroico es re_se < 10% de (re_se + tr_se) y tr_se = 90% de
(re_se + tr_se), respectivamente.

La sonda 401 optica puede ademas comprender opcionalmente una ventana 219 delgada, que se coloca entre la
segunda lente 215 y la piel 213, una primera abertura 233 6ptica, la segunda abertura 235 normalmente colocada
entre la segunda lente 215 y la piel 213, y una tercera abertura 237 normalmente se coloca justo antes de la tercera
lente 225. Segun esta segunda realizacion de la invencion, las aberturas 233 y 235 estan formadas cada una como
un elemento espaciado. Sin embargo, una abertura estrecha de una segunda fibra que se comunica con el
espectrofotometro 227 puede funcionar igualmente bien como una primera abertura 233 y una abertura estrecha de
la sonda 201 éptica en el punto donde la luz sale/es recogida por la segunda lente 215 puede funcionar igualmente
bien como primera abertura 233.

Las profundidades 220 tipicas de penetracion de la muestra estan en un rango de 150-500 um dependiendo de la
distancia 218 focal de la segunda lente 215 y el grosor de la ventana 219, si es parte de la sonda 401 éptica. También
se pueden obtener profundidades de penetracion tanto mas cortas como mas largas.

Las ventajas con la sonda 401 éptica son las mismas que las descritas en relacion con la sonda 201 éptica que se
muestra en la Figura 2.

Las sondas opticas 201, 301 y 401 estan todas construidas de tal manera que los elementos Opticos en su interior
estan colocados muy cerca unos de otros, y las Figuras 2-4 son solo ilustraciones y no muestran las distancias precisas
entre los diferentes elementos 6pticos.

Una ventaja de colocar los elementos 6pticos dentro de la sonda dptica lo mas cerca posible, es que esta caracteristica
mejora tanto la intensidad de la luz entrante en el punto de enfoque de la muestra como la eficiencia con la que se
recolecta la luz alterada, ya que los efectos de la difraccién de la luz entrante y/o la luz alterada disminuye.

Ejemplos

El aparato en general como se describié anteriormente con referencia a la Figura 2, pero omitiendo la ventana 235, se
configurd para enfocar su salida de luz a una profundidad de aproximadamente 250 pm mas alla de la cara inferior de
la lente 215 objetivo que se puso directamente en contacto con la piel de la yema del dedo de una serie de voluntarios.

Se obtuvo un espectro Raman de cada paciente. Los resultados de la muestra se muestran en la Figura 7. Se observo
si se podria obtener una medicion significativa de la concentracion de glucosa de cada paciente. En un caso (paciente
127) se observo que el estrato corneo era demasiado grueso para que esto fuera posible. Se puede ver en la Figura
7 que las alturas relativas de los picos en 883/4 cm™ y 893/4/5/6 cm™ se invierten en comparacion con los otros
pacientes, siendo el pico de colageno tipo | en 883/4 cm™' mas pequefio que el de 893/5/6 cm™' de pico de desoxirribosa
fosfodiéster adyacente,. Esto se debe a las diferentes abundancias de colageno tipo | y ADN por encima y por debajo
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del piso del estrato corneo. Un pico de 883/4 cm-' relativamente algo mas alto o mas preferiblemente mas alto que el
pico de 893-6 cm™' es consistente con una situacion tal que la sefial recolectada se origine en la parte de la piel debajo
del estrato corneo. Un pico de 893-6 cm-! solo un poco menos alto o incluso relativamente mas alto que el pico de
883/4 cm™' es un valor atipico que tiene un estrato corneo mas grueso de lo normal e indica que la sefial se origina
desde dentro del estrato corneo.

Los picos relativamente altos a 1445 cm™" y 1650 cm-' también indican un valor atipico, es decir, un paciente con un
estrato cérneo grueso, que conduce a la sefial que probablemente se derive del estrato cérneo.

Al detectar la altura relativa de estos picos, el aparato pudo proporcionar una salida que indicaba si el estrato cérneo
de cada paciente era lo suficientemente delgado como para obtener una buena lectura de glucosa.

Como seguridad adicional, cuando la relacion de los picos de 883/4 cm-' y 893-896 cm™' esta por encima de un umbral
seleccionado, de modo que la situacion sea consistente con las sefiales que surgen desde debajo del estrato corneo,
se puede elegir considerar que tal situacion es dudosa si al mismo tiempo los picos de 1445 cm™' y 1650 cm™ son
relativamente grandes en comparacion con su tamafo medio en una muestra estadisticamente relevante de dichas
mediciones en otros sitios y en otras personas.

La Figura 12 muestra los espectros Raman obtenidos utilizando un aparato ajustado a una profundidad focal muy corta
de 160 ym en aire, que es demasiado corta para realizar mediciones de glucosa en la piel. Los espectros separados
en la Figura 12 se obtuvieron de las yemas de los dedos de cada dedo y del pulgar y también del tenar. El estrato
corneo sera mas grueso en el pulgar y mas delgado en el tenar. Es observable que un pico a 1420 cm™' es mas grande
en el pulgar y mas pequefio en el espectro del tenar. Este pico puede originarse a partir de 2-desoxirribosa, un
componente del ADN. Como los espectros se originan en la parte superior del estrato cérneo, debido al corto enfoque
utilizado, estos hallazgos pueden indicar una mayor concentracién de ADN en las capas superiores del estrato corneo.
Esto podria deberse a un menor contenido de agua.

Un pico relativamente grande en esta ubicacién también se puede tomar como una indicacion de que el espectro
Raman se esta obteniendo desde una profundidad muy baja por debajo de la superficie de la piel, lo que indica la
necesidad de reajustar el aparato. En particular, si el pico a 1420 cm™' es mayor que 1/3 del tamafio del pico a 1445
cm™', entonces el sistema debe considerarse como no configurado adecuadamente para mediciones de concentracion
confiables y la profundidad del enfoque de la luz y la profundidad a partir de la cual se recogen las sefiales Raman
deben aumentarse.

Lista de numeros de referencia:

101: Sonda 6éptica

103: Fuente de luz, por €j. un laser

105: fibra optica de luz entrante

107: Muestra, es decir, un brazo de un paciente.

109:  Conexiodn de sefial eléctrica

111:  Ordenador

201: Sonda optica segun la primera realizacion.

203: Fibra éptica de luz entrante

205: Luz entrante

207:  Primera lente

209:  Primer filtro

211:  Espejo dicroico

213:  Piel

215:  Segunda lente

217:  Punto de enfoque

218:  Longitud focal de la primera lente
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219:  Ventana

220:  Profundidad de penetracion

221:  Luz alterada

223:  Segundo filtro

225:  Tercer lente

227  Espectrofotometro

229: Parte menor de la luz entrante utilizada para el registro de luz

231: Dispositivo de registro de luz

233: Primera apertura

235: Segunda apertura

237. Tercera apertura

301: Sonda 6ptica segun la segunda realizacion.

303: Espejo dicroico

401:  Sonda 6ptica segun la tercera realizacion.

403: Espejo dicroico

405: Dispositivo de division éptica

510: lente de primer elemento compuesto

512: lente de segundo elemento compuesto

514: primera seccioén de la carcasa de la lente

516: segunda seccion de la carcasa de la lente

518: elemento de anillo piezoeléctrico

520: cilindro roscado

522: cabeza anular

524: Dbrecha variable

En esta especificacion, a menos que se indique expresamente lo contrario, la palabra 'o' se usa en el sentido de un
operador que devuelve un valor verdadero cuando se cumple una o ambas de las condiciones establecidas, en
oposicion al operador 'exclusivo o' que requiere que soélo se cumpla una de las condiciones. La palabra "que
comprende” se utiliza en el sentido de "incluir" en lugar de significar “que consiste en". Ningin reconocimiento de
ninguin documento publicado anteriormente en este documento debe considerarse como una admisiéon o

representacion de que su ensefianza fue de conocimiento general en Australia o en cualquier otro lugar a la fecha del
presente documento.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para predecir si un espectro de sefiales Raman que se recibe transdérmicamente en un aparato detector
confocal y tiene al menos un componente que se espera que tenga una intensidad que represente la concentracion
de un componente de la piel en un punto de origen de dichas sefiales Raman debajo de la superficie de la piel
representara con precision dicha concentracion, cuyo método comprende analizar las caracteristicas de dicho espectro
relacionadas con componentes de la piel distintos del componente de la piel cuya concentracion se va a medir y, por
lo tanto, determinar si las sefiales Raman se originan primariamente en el estrato cérneo para que el espectro menos
probablemente represente dicha concentracion con precision o se origine principalmente por debajo del estrato corneo,
de modo que el espectro mas probablemente represente dicha concentracion, caracterizado porque el método
comprende analizar mediante una unidad de andlisis de sefial dichas sefiales para comparar las intensidades relativas
de las sefales Raman que se originan a partir de un primer componente de la piel y sefiales Raman que se originan
a partir de un segundo componente de la piel, en donde dichas intensidades relativas son indicativas de si las sefiales
Raman se originan primariamente dentro del estrato corneo o primariamente debajo del estrato cérneo y en donde
dicho primer componente de piel produce un primer pico en el espectro Raman en 883-884 cm™ y en donde dicho
segundo componente de piel produce un segundo pico en el espectro Raman en 893-896 cm-".

2. Un método como se reivindica en la reivindicacion 1, en donde dicho primer componente de la piel es colageno tipo
l.

3. Un método como se reivindica en las reivindicaciones 1 o 2, en donde dicho segundo componente de la piel es ADN
y la sefal respectiva surge de los enlaces fosfodiéster de los mismos.

4. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que comprende ademas la etapa de comparar las
intensidades de dichos picos primero y segundo y producir una salida indicativa de que las sefales surgen desde
debajo del estrato cérneo si el tamafio de dicho primer pico dividido por el tamafio de dicho segundo pico es mas que
un valor R seleccionado.

5. Un método como se reivindica en la reivindicaciéon 4, en donde R se selecciona para que sea uno de 0.75, 0.95 o
1.0.

6. Un método como se reivindica en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde si la comparacién de las
intensidades relativas de las sefiales Raman que se originan a partir de un primer componente de la piel y las sefiales
Raman que se originan de un segundo componente de la piel es indicativa de que las sefiales Raman se originan
primariamente por debajo del estrato cérneo, dicho método comprende ademas determinar si el tamafio de un pico
adicional en el espectro asociado con un componente de la piel que prevalece en el estrato cérneo es mas que y
desviaciones estandar mayor que un valor medio para el tamafio de ese pico en una muestra estadisticamente valida
de espectros similares, indicando una determinacién positiva una probabilidad de que las sefiales Raman no se
originen principalmente por debajo del estrato cérneo, en donde y es un valor preseleccionado en el rango de 0.5 a 2.

7. Un método como se reivindica en cualquier reivindicacion precedente, que comprende ademas ajustar dicho aparato
detector confocal de funcionamiento transdérmico en respuesta a un hallazgo de que las sefiales Raman se originan
primariamente desde dentro del estrato cérneo, alterando dicho ajuste la profundidad de origen de dichas sefiales
Raman de manera que ya no se determina que la profundidad esté dentro del estrato cérneo.

8. Un método como se reivindica en la reivindicacion 7, en donde dicho aparato detector confocal de funcionamiento
transdérmico comprende una lente objetivo que tiene una distancia focal y dicho método para alterar la profundidad
de origen de las sefiales Raman comprende alterar la longitud focal de la lente objetivo mediante el reemplazo de la
lente objetivo o mediante el ajuste de la lente objetivo.

9. Un método como se reivindica en la reivindicacion 8, en donde dicho aparato detector confocal de funcionamiento
transdérmico comprende una lente objeto compuesta que comprende al menos un primer elemento y un segundo
elemento espaciado del primer elemento, y dicho método de alterar la profundidad de origen de las sefiales Raman
comprende alterar el espaciado de dos o mas elementos para ajustar la longitud focal de la lente objetivo compuesta.

10. Aparato detector confocal de funcionamiento transdérmico para la mediciéon in vivo no invasiva mediante
espectroscopia Raman de la concentracion de un componente de la piel presente en la piel de un sujeto, que
comprende una fuente de luz, componentes 6pticos que definen una trayectoria de luz desde dicha fuente de luz hasta
una ubicacion de medicién, una unidad de analisis de espectro, componentes 6pticos que definen una ruta de retorno
para la luz dispersada Raman desde dicha ubicacién de medicién a dicha unidad de analisis de espectro, en donde
dicha unidad de analisis de espectro opera para determinar si el origen de las sefiales Raman recibidas en el mismo
se encuentra dentro del estrato cérneo o por debajo de él analizando las caracteristicas de la luz Raman dispersada
relacionada con componentes de la piel distintos del componente de la piel cuya concentracion se va a medir y, de
ese modo, determinar si las sefiales Raman se originan primariamente en el estrato cérneo o primariamente debajo
del estrato cérneo caracterizado porque dicha unidad de analisis de espectro opera analizando dichas sefiales para
comparar las intensidades relativas de las sefiales Raman que se originan a partir de un primer componente de la piel
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y las sefiales Raman que se originan a partir de un segundo componente de la piel, en donde dichas intensidades
relativas son indicativas de si las sefiales Raman se originan primariamente dentro del estrato cérneo o primariamente
debajo del estrato corneo, y

en donde dicha unidad de analisis de espectro determina una relacién entre el tamafio de un primer pico en el espectro
Raman en 883-884 cm y el tamafio de un segundo pico en el espectro Raman en 893-896 cm™'.

11. Aparato como se reivindica en la reivindicacion 10, en donde dicha unidad de analisis de espectro produce una
salida indicativa de que las sefales surgen desde debajo del estrato cérneo si el tamafio de dicho primer pico dividido
por el tamafio de dicho segundo pico es mas que un valor R seleccionado.

12. Aparato como se reivindica en la reivindicacién 11, en donde R se establece previamente como uno o mas de
0.75,0.950 1.0.

13. Aparato como se reivindica en una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 12, en donde si la unidad de analisis de
sefiales determina que la comparacioén de las intensidades relativas de las sefiales Raman que se originan a partir de
un primer componente de la piel y las sefiales Raman que se originan de un segundo componente de la piel es
indicativa de que las sefiales Raman se originan primariamente por debajo del estrato cérneo, dicha unidad de analisis
de sefales determina ademas si el tamafio de un pico adicional en el espectro asociado con un componente de la piel
que prevalece en el estrato corneo es mas que y desviaciones estandar mayor que un valor medio para el tamario de
ese pico en una muestra estadisticamente valida de espectros similares, una determinacién positiva que indica una
probabilidad de que las sefiales Raman no se originen principalmente por debajo del estrato cérneo, en donde y es un
valor preseleccionado en el rango de 0.5 a 2.

14. Aparato como se reivindica en una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 13, en donde dicho aparato detector
confocal de funcionamiento transdérmico comprende una lente objetivo que tiene una longitud focal ajustable.

15. Aparato como se reivindica en la reivindicacion 14, en donde dicha lente objetivo es una lente objetivo compuesta
que comprende al menos un primer elemento y un segundo elemento espaciado del primer elemento, y dicha lente es
ajustable alterando el espaciamiento de dos o mas elementos para ajustar la distancia focal de la lente objetivo
compuesta.
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