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DESCRIPCION
Membrana espaciadora mejorada para un sensor enzimatico in vivo

La presente invencion se refiere a un sistema de electrodos para medir la concentracion de un analito en condiciones
in vivo, que comprende un electrodo con moléculas de enzima inmovilizadas y una barrera de difusion mejorada que
controla la difusién del analito desde el liquido corporal que rodea el sistema de electrodos hasta las moléculas de
enzima.

Ademas, la presente invencion se refiere a un sistema de electrodos para medir la concentracién de un analito en
condiciones in vivo, que comprende un electrodo con moléculas de enzima inmovilizadas, opcionalmente una barrera
de difusién que controla la difusién del analito desde el exterior del sistema de electrodos hasta las moléculas de
enzima, y una membrana espaciadora mejorada que forma al menos una porcién de la capa externa del sistema de
electrodos.

Los sensores con sistemas de electrodos implantables o insertables facilitan las mediciones de analitos significativos
desde el punto de vista fisioldgico, tales como, por ejemplo, lactato o glucosa en el organismo de un paciente. Los
electrodos de trabajo de los sistemas de este tipo tienen capas enzimaticas eléctricamente conductoras en las que
estan unidas moléculas de enzima que liberan portadores de carga por conversion catalitica de moléculas de analito.
En el proceso, se genera como sefial de medicidon una corriente eléctrica cuya amplitud se correlaciona con la
concentracion del analito.

Dichos sistemas de electrodos se conocen, por ejemplo, por los documentos WO 2007/147475 y WO 2010/028708.

Los electrodos de trabajo del sistema de electrodos estan provistos de una barrera de difusién que controla la difusion
del analito a determinar desde liquido o tejido corporal que rodea el sistema de electrodos hasta las moléculas de
enzima que estan inmovilizadas en la capa enzimatica. De acuerdo con el documento WO 2010/028708, la barrera de
difusién del sistema de electrodos es una solucién sélida de al menos dos polimeros distintos, preferentemente de
acrilatos. Los polimeros pueden ser copolimeros, por ejemplo, copolimeros de metacrilato de metilo y metacrilato de
hidroxietilo, o copolimeros de metacrilato de butilo y metacrilato de hidroxietilo.

El documento WO 2007/147475 divulga una barrera de difusion fabricada de un polimero que tiene una estructura
zwitterionica. Un ejemplo de tal polimero es poli(2-metacriloiloxietil fosforilcolina-co-n-butilmetacrilato). El polimero
zwitteriénico se puede mezclar con otro polimero, por ejemplo poliuretano.

El uso de mezclas de polimeros o copolimeros, sin embargo, presenta desventajas en el aspecto de que la preparacion
de la mezcla y su aplicacion al sensor es tediosa y potencialmente problematica. Habitualmente, los polimeros a
mezclar se disuelven de forma individual y las soluciones resultantes se mezclan a continuacién en la proporcion
deseada. Esto, sin embargo, puede dar como resultado la precipitacion de uno de los componentes y, en
consecuencia, problemas de operabilidad, por ejemplo en un procedimiento de pulverizacion. Se producen mayores
dificultades cuando la mezcla comprende un polimero con caracteristicas idnicas, es decir, cuando uno de los
polimeros a mezclar comprende un monémero que tiene grupos anionicos o catidnicos. La presencia de tales grupos
cargados, sin embargo, tiene un fuerte efecto sobre la solubilidad, haciendo dificil encontrar un disolvente adecuado
tanto para el polimero cargado como para un polimero no cargado.

El documento WO 2006/058779 divulga un sensor basado en enzimas con una capa combinada de difusion y
enzimatica que comprende al menos un material polimérico, y particulas que transportan una enzima, en donde las
particulas estan dispersas en el material polimérico. El polimero puede comprender secuencias de cadena de polimero
hidréfilas asi como hidréfobas, por ejemplo, el polimero puede ser un copolimero de poliéter-poliuretano de alta o baja
captacion de agua. No se divulga el uso de copolimeros de bloque que tengan al menos un bloque hidréfilo y al menos
un bloque hidréfobo como capa de difusion.

El documento EP-A-2 163 190 describe un sistema de electrodos para la medicion de una concentracién de analito in
vivo que comprende un contraelectrodo con un conductor eléctrico, y un electrodo de trabajo con un conductor eléctrico
sobre el cual se emplaza una capa enzimatica que comprende moléculas de enzima inmovilizadas. Una barrera de
difusion controla la difusion del analito desde los liquidos corporales que lo rodean hasta las moléculas de enzima. La
barrera de difusion puede comprender poliuretanos hidrofilizados obtenibles por policondensacion de 4,4'-metilen-bis-
(ciclohexilisocianato) y mezclas de dioles que pueden ser polietilenglicol y polipropilenglicol. La capa de poliuretano
hidréfila puede cubrirse con un espaciador, por ejemplo un copolimero de metacrilato de butilo y 2-metacriloiloxietil-
fosforil colina. No se divulga el uso de copolimeros de bloque que tengan al menos un blogue hidréfilo y al menos un
bloque hidréfobo como capa de difusidon. Tampoco se divulga el uso de un copolimero hidréfilo de monémeros
(met)acrilicos que comprende mas del 50 % molar de mondmeros hidrdfilos.

Es un objetivo de la presente invencion proporcionar una barrera de difusion en un sistema de electrodos de un sensor
enzimatico in vivo que proporcione caracteristicas fisicoquimicas convenientes y que pueda fabricarse facilmente.
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Este objetivo se cumple proporcionando una barrera de difusiéon que consiste en un copolimero de bloque Unico que
tiene al menos un bloque hidréfilo y al menos un bloque hidréfobo. Los bloques hidréfilos e hidréfobos estan unidos
covalentemente entre si. Preferentemente, los bloques son bloques poliméricos de (met)acrilato.

La barrera de difusion basada en copolimero en bloque proporciona excelentes caracteristicas fisicoquimicas como
sigue:

(i) permeabilidad de la barrera de difusién para el analito a determinar,

(i) caracteristicas de permeabilidad de la barrera de difusién que son adecuadas para el comportamiento a corto
plazo (humectabilidad) y el comportamiento a largo plazo (deriva del sensor) del electrodo,

(iii) flexibilidad mecanica de la barrera de difusién, lo que permite fabricar sensores in vivo con multiples electrodos
extendidos;

(iv) incorporacion eficaz de grupos ionicos en la capa de difusion, es decir, la densidad de las cargas catiénicas o
aniénicas dentro del polimero se puede ajustar de forma eficaz, esto es importante para la repulsion o atraccion
de los analitos cargados y/o el control de la adhesion celular, por ejemplo de monocitos del liquido o tejido corporal
circundante.

Una materia objeto de la presente invencion es un sistema de electrodos para medir la concentracion de un analito en
condiciones in vivo, que comprende un electrodo con moléculas de enzima inmovilizadas y una barrera de difusién
que controla la difusién del analito desde el exterior del sistema de electrodos hasta las moléculas de enzima,
caracterizado por que la barrera de difusion comprende un copolimero de bloque que tiene al menos un bloque hidréfilo
y al menos un bloque hidréfobo.

Preferentemente, la barrera de difusién comprende un unico, es decir, solo un copolimero de bloque que tiene al
menos un bloque hidréfilo y al menos un bloque hidréfobo, es decir, estan ausentes otros polimeros o copolimeros.
Mas preferentemente, la barrera de difusidn consiste en un copolimero de bloque Unico que tiene al menos un bloque
hidrofilo y al menos un bloque hidréfobo.

El sistema de electrodos de la presente invencion es adecuado para la insercion o implantacion en un cuerpo, por
ejemplo un cuerpo de mamifero, tal como un cuerpo humano. El sistema de electrodos esta adaptado para medir un
analito deseado en el liquido corporal y/o tejido corporal, por ejemplo en el espacio extracelular (intersticio), en los
vasos sanguineos o linfaticos o en el espacio transcelular.

El sistema de electrodos insertado o implantado es adecuado para la aplicacion a corto plazo, por ejemplo 3-14 dias,
o para la aplicacién a largo plazo, por ejemplo 6-12 meses. Durante el periodo de insercién o implantacion, puede
determinarse un analito deseado mediante mediciones continuas o discontinuas.

El sistema de electrodos de la invencidn es preferentemente parte de un sensor enzimatico, no fluido (ENF), en donde
se determina la conversion enzimatica del analito. Preferentemente, el sensor comprende un electrodo de trabajo con
moléculas de enzima inmovilizadas para la conversion del analito, lo que da como resultado la generaciéon de una
sefial eléctrica. Las enzimas pueden estar presentes en una capa que cubre el electrodo. Adicionalmente, pueden
estar presentes mediadores redox y/o electrocatalizadores, asi como particulas conductoras y formadores de poros.
Este tipo de electrodo se describe, por ejemplo, en el documento WO 2007/147475.

El area del electrodo de trabajo es el area sensible del sensor. Esta area sensible esta provista de una barrera de
difusién que controla la difusiéon del analito desde el exterior, por ejemplo, el liquido y/o tejido corporal que rodea el
sistema de electrodos, hasta las moléculas de enzima. La barrera de difusién puede, por ejemplo, ser una capa de
cobertura que cubra la capa enzimatica, es decir, una capa sin enzima. Sin embargo, también es factible que las
particulas que controlan la difusion estén incorporadas en la capa enzimatica para servir como una barrera de difusion.
Por ejemplo, los poros de la capa enzimatica se pueden rellenar con el polimero que controla la difusiéon de las
moléculas de analito. El espesor de la barrera de difusion es habitualmente de aproximadamente 2-20 uym, por ejemplo
de aproximadamente 2-15 ym o de aproximadamente 5-20 um, particularmente de aproximadamente 5-10 ym o de
aproximadamente 10-15 pym (en estado seco).

La barrera de difusiéon del sistema de electrodos de la presente invencion comprende un copolimero de bloque,
preferentemente un Unico copolimero de bloque que tiene al menos un bloque hidréfilo y al menos un bloque hidréfobo.
El copolimero de bloque puede comprender una secuencia alterna de bloques, es decir, un bloque hidrdfilo esta unido
a un bloque hidréfobo. Los bloques hidréfilos e hidréfobos estan unidos covalentemente entre si dentro de una
molécula polimérica. El peso molecular promedio del polimero (en peso) es habitualmente de 20-70 kD,
particularmente de 25-60 kD y mas particularmente de 30-50 kD. La relacién molar de las porciones hidréfilas a
hidréfobas en el copolimero de bloque esta habitualmente en el intervalo de aproximadamente 75 % (hidrdfila): 25 %
(hidroéfoba) a aproximadamente 25 % (hidréfila): 75 % (hidréfoba), en el intervalo de aproximadamente 65 % (hidrdfila):
35 % (hidréfoba) a aproximadamente 35 % (hidréfila): 65 % (hidréfoba) o en el intervalo de aproximadamente 60 %
(hidrofila): 40 % (hidrofoba) a aproximadamente 40 % (hidréfila): 60 % (hidréfobo). Un bloque hidréfilo del copolimero
de bloque consiste en al menos el 90 %, al menos el 95 % vy, particularmente, completamente de unidades
monomeéricas hidréfilas. Habitualmente tiene una longitud de 50-400, por ejemplo de 50-200 o de 150-300,
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particularmente de 100-150 o de 200-250 moléculas monomeéricas. Un bloque hidréfobo del copolimero consiste en al
menos el 90 %, mas particularmente al menos el 95 % e incluso mas particularmente completamente de unidades
monomeéricas hidréfobas. Tiene Habitualmente una longitud de 50-300, por ejemplo de 50-200 o de 150-250,
particularmente de 80-150, o de 170-200 unidades monomeéricas.

Los bloques hidrdfilos y/o los bloques hidréfobos consisten preferentemente en unidades basadas en (met)acrilico.
Mas preferentemente, tanto los bloques hidrofilos como los bloques hidréfobos consisten en unidades monoméricas
basadas en (met)acrilico.

Las unidades monoméricas hidréfilas del bloque hidréfilo se seleccionan preferentemente de ésteres de (met)acrilo
hidrofilos, es decir, ésteres con un grupo polar, es decir, OH, OCHs o OC2Hs dentro de la porciéon alcohol del éster,
(metacrilamidas hidrdfilas con un grupo amida (NH2) o un grupo N-alquil- o N,N-dialquilamida, en donde el grupo alquilo
comprende 1-3 atomos de C y opcionalmente grupos hidréfilos tales como OH, OCHs o OC:2Hs, y de unidades
(met)acrilicas adecuadas que tienen un grupo cargado, por ejemplo uno aniénico o catidnico, tal como &cido acrilico
(acrilato) o acido metacrilico (metacrilato). Ademas, se pueden emplear combinaciones de unidades monomeéricas.

Los ejemplos especificos de unidades monoméricas preferentes para el bloque hidréfilo se seleccionan de:

acrilato de 2-hidroxietilo,

metacrilato de 2-hidroxietilo (HEMA),
acrilato de 2-metoxietilo,

metacrilato de 2-metoxietilo,

acrilato de 2-etoxietilo,

metacrilato de 2-etoxietilo,

acrilato de 2- o 3-hidroxipropilo,
metacrilato de 2- o 3-hidroxipropilo (2- o 3-HPMA),
acrilato de 2- o 3-metoxipropilo,
metacrilato de 2- o 3-metoxipropilo,
acrilato de 2- o 3-etoxipropilo,
metacrilato de 2- o 3-etoxipropilo,
acrilato de 1- o 2-glicerol,

metacrilato de 1- o 2-glicerol,
acrilamida,

metacrilamida,

una N-alquil- o N,N-dialquilacrilamida, y
una N-alquil- o N,N-dialquilmetacrilamida, en donde el alquilo comprende 1-3 atomos de C, tal como metilo, etilo o
propilo, acido acrilico (acrilato),

acido metacrilico (metacrilato)

y combinaciones de los mismos.

Los mondmeros hidréfilos preferentes son metacrilato de 2-hidroxietilo (HEMA) y/o metacrilato de 2- o 3-hidroxipropilo
(2- o 3-HPMA). Mas preferentemente, el bloque hidrdéfilo consiste en al menos dos unidades monomeéricas hidréfilas
distintas. Por ejemplo, puede ser un copolimero aleatorio de al menos dos unidades monoméricas hidréfilas distintas,
tal como HEMA y 2-HPMA.

Para introducir grupos iénicos en el mondmero, se pueden incorporar en el bloque hidréfilo unidades monoméricas
cargadas, tales como &cido acrilico (acrilato) y/o acido metacrilico (metacrilato). Por lo tanto, en una realizacion
particular de la presente invencion, el bloque hidrofilo puede fabricarse con al menos una unidad monomeérica hidréfila
no idnica (por ejemplo, como se describe anteriormente) y al menos una unidad monomeérica hidroéfila idnica, en donde
la unidad monomérica idnica esta presente en una cantidad molar de preferentemente el 1-20 % molar. En caso de
que el bloque hidréfilo comprenda una unidad monomérica iénica tal como acido acrilico o acido metacrilico, es
preferente la copolimerizacién con un mondémero hidréfilo seleccionado del grupo de (metacrilamidas, particularmente
N,N-dialquil acril- o metacrilamidas.

Las unidades monoméricas hidréfobas del bloque hidrofobo se seleccionan preferentemente de unidades acrilicas y/o
metacrilicas hidréfobas, unidades monoméricas basadas en estireno o combinaciones de los mismos.
Preferentemente, las unidades monoméricas hidréfobas se seleccionan de ésteres de (met)acrilo hidréfobos, por
ejemplo, ésteres que tienen una porcién alcohol con 1-3 atomos de C sin grupo hidréfilo. Los ejemplos especificos de
unidades monoméricas para el bloque hidréfobo se seleccionan de:

acrilato de metilo,
metacrilato de metilo (MMA),
acrilato de etilo

metacrilato de etilo (EMA),
acrilato de n- o i-propilo,
metacrilato de n- o i-propilo,
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acrilato de n-butilo,

metacrilato de n-butilo (BUMA),
acrilato de neopentilo,
metacrilato de neopentilo,

y combinaciones de los mismos.

El blogue hidréfobo comprende preferentemente al menos dos unidades monoméricas hidréfobas distintas, que estan
presentes, por ejemplo, como un copolimero aleatorio. En una realizacion preferente, el bloque hidréfobo comprende
metacrilato de metilo (MMA) y metacrilato de n-butilo (BUMA). En una realizacién especialmente preferente, el bloque
hidréfobo es un copolimero aleatorio de MMA y BUMA. La relacion molar entre MMA y BUMA es preferentemente de
aproximadamente 60 % (MMA): 40 % (BUMA) a aproximadamente 40 % (MMA): 60 % (BUMA), por ejemplo
aproximadamente 50 % (MMA): 50 % (BUMA). La temperatura de transicion vitrea del bloque hidréfobo es
preferentemente de 100 °C o menos, 90 °C o menos u 80 °C o menos, por ejemplo, alrededor de 40-80 °C. En una
realizacién alternativa, el bloque hidréfobo puede consistir en unidades estirénicas, por ejemplo de poliestireno que
tenga una temperatura de transicion vitrea de aproximadamente 95 °C.

Los copolimeros de bloque utilizados en la presente invencidn pueden fabricarse de acuerdo con métodos conocidos.
(Boker et al., Macromolecules 34 (2001), 7477-7488).

Los copolimeros de bloque pueden aplicarse al sistema de electrodos mediante técnicas habituales, por ejemplo,
proporcionando una solucion del copolimero de bloque en un disolvente o mezcla de disolventes adecuado, por
ejemplo un disolvente organico, tal como éter, que se aplica al sistema de electrodos prefabricado y se seca sobre el
mismo.

Cuando el copolimero de bloque se pone en contacto con agua, muestra una captacién de agua de aproximadamente
el 15 %-30 % en peso (basado en el peso seco del polimero) a una temperatura de 37 °C y un pH de 7,4 (tampén de
fosfato acuoso KH2PO4 10 mM, NaH2PO4 10 Mm y NaCl 147 mM).

Ademas del copolimero de bloque, la barrera de difusion también puede comprender componentes adicionales,
particularmente componentes no poliméricos, que pueden dispersarse y/o disolverse en el polimero. Estos
compuestos adicionales incluyen plastificantes, particularmente plastificantes biocompatibles, tales como trimelitato
de tri-(2-etilhexilo) y/o glicerol.

La barrera de difusidon de la invencién tiene un alto coeficiente de difusion efectivo Def para la glucosa que es
preferentemente de = 10710 cm?/s, mas preferentemente de = 5-10"'° cm?/s e incluso mas preferentemente de = 10°°
cm?/s, y por ejemplo de hasta 107 o 10-® cm?/s a una temperatura de 37 °C y un pH de 7,4. El coeficiente de difusion
efectivo se determina preferentemente como se describe en el Ejemplo 4, de acuerdo con la ecuacién:

Der=SEm/F-Lm'5,182:108

en donde SEn es la sensibilidad del electrodo de trabajo, F es el area del electrodo de trabajo y Lm es el espesor de
la capa de la barrera de difusion. SEm y Lm pueden determinarse como se describe en los Ejemplos.

El sistema de electrodos de la presente invencion es adecuado para medir la concentracion de un analito en
condiciones in vivo, es decir, cuando se inserta o se implanta en un cuerpo. El analito puede ser cualquier molécula o
ion presente en el tejido o liquido corporal, por ejemplo oxigeno, diéxido de carbono, sales (cationes y/o aniones),
grasas o componentes lipidicos, hidratos de carbono o componentes de hidratos de carbono, proteinas o componentes
de proteinas, u otro tipo de biomoléculas. Es especialmente preferente la determinaciéon de analitos que pueden
transferirse de forma eficaz entre un liquido corporal, por ejemplo sangre, y los tejidos, tales como oxigeno, didxido de
carbono, cationes de sodio, aniones cloruro, glucosa, urea, glicerol, lactato y piruvato.

El sistema de electrodos comprende una enzima inmovilizada sobre un electrodo. La enzima es adecuada para la
determinacién de un analito deseado. Preferentemente, la enzima tiene la capacidad de convertir cataliticamente al
analito y, de este modo, de generar una sefial eléctrica detectable por el conductor eléctrico del electrodo de trabajo.
La enzima para medir el analito es preferentemente una oxidasa, por ejemplo glucosa oxidasa o lactato oxidasa, o una
deshidrogenasa, por ejemplo una glucosa deshidrogenasa o una lactato deshidrogenasa. Ademas de la enzima, la
capa enzimatica también puede comprender un electrocatalizador o un mediador redox que favorezca la transferencia
de electrones a componentes conductores del electrodo de trabajo, por ejemplo, particulas de grafito. Los
electrocatalizadores adecuados son Oxidos metalicos tales como didxido de manganeso o compuestos
organometalicos tales como ftalocianina de cobalto. En una realizacion preferente, el mediador redox tiene la
capacidad de degradar el perdxido de hidrogeno contrarrestando de este modo la reduccidon de oxigeno en los
alrededores del electrodo de trabajo. En una realizacion distinta, puede unirse covalentemente un mediador redox a
la enzima y, de este modo, efectuar la transferencia electrénica directa al electrodo de trabajo. Los mediadores redox
adecuados para la transferencia directa de electrones son los grupos prostéticos, tales como pirroloquinolina quinona
(PQQ), flavina adenina dinucleétido (FAD) u otros grupos prostéticos conocidos. Las enzimas inmovilizadas sobre
electrodos se describen, por ejemplo, en el documento WO 2007/147475.
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Una realizacion preferente del sistema de electrodos comprende un contraelectrodo con un conductor eléctrico y un
electrodo de trabajo con un conductor eléctrico sobre el que se disponen una capa enzimatica y la barrera de difusién.
La capa enzimatica se disefia preferentemente en forma de multiples campos que estan dispuestos sobre el conductor
del electrodo de trabajo a una distancia, por ejemplo, de al menos 0,3 mm o al menos 0,5 mm entre si. Los campos
individuales del electrodo de trabajo pueden formar una serie de electrodos de trabajo individuales. Entre estos
campos, el conductor del electrodo de trabajo puede estar recubierto por una capa de aislamiento. Disponiendo los
campos de la capa enzimatica en la parte superior de las aberturas de una capa eléctricamente aislante, se puede
mejorar la relacién sefal/ruido. Dicha disposicion se divulga en el documento WO 2010/028708.

El sistema de electrodos de la invencion puede comprender adicionalmente un electrodo de referencia que tenga la
capacidad de suministrar un potencial de referencia para el electrodo de trabajo, por ejemplo, un electrodo de
referencia Ag/AgCl. Ademas, un sistema de electrodos de acuerdo con la invencion puede tener contraelectrodos y/o
electrodos de trabajo adicionales.

El sistema de electrodos puede ser parte de un sensor, por ejemplo, al estar conectado a un potenciostato y un
amplificador para la amplificacion de sefiales de medicion del sistema de electrodos. El sensor es preferentemente un
sensor enzimatico no fluido (ENF), mas preferentemente un sensor electroquimico ENF. Los electrodos del sistema
de electrodos pueden estar dispuestos sobre un sustrato que porta el potenciostato o estar unidos a una placa de
circuito que porta el potenciostato.

Una materia objeto adicional de la invencion se refiere al uso de un copolimero de bloque que tiene al menos un bloque
hidréfilo y al menos un bloque hidréfobo como barrera de difusidon para un electrodo enzimatico. El copolimero de
bloque es preferentemente como se describe anteriormente, por ejemplo, un unico copolimero en bloque. La barrera
de difusion y el electrodo enzimatico también son preferentemente como se describe anteriormente.

Se explican detalles y ventajas de la invencion adicionales basandose en una realizacion ejemplar que hace referencia
a los dibujos adjuntos.

La Fig. 1 muestra una realizacién ejemplar de un sistema de electrodos de acuerdo con la invencion.
La Fig. 2 muestra una vista en detalle de la Fig. 1.

La Fig. 3 muestra otra vista en detalle de la Fig. 1.

La Fig. 4 muestra una seccion a lo largo de la linea de seccién CC de la Fig. 2.

La Fig. 5 muestra la sensibilidad (con desviacion tipica) de cuatro sensores de glucosa (a glucosa 10 mM) provistos
de distintos polimeros de bloque (C, F, D, B) como capas de barrera.

La Fig. 6 muestra la deriva del sensor de cuatro sensores de glucosa provistos de distintos copolimeros de bloque
(A, C, D, F) como capas de barrera.

La Fig. 7 muestra la conductividad del copolimero de bloque A dependiente del tiempo (2 experimentos).
La Fig. 8 muestra la conductividad del copolimero de bloque F dependiente del tiempo (3 experimentos).

La Fig. 9 muestra la conductividad del copolimero de bloque H dependiente del tiempo para un espesor de capa
de 2,77 ym o 4,43 pm, respectivamente.

La Fig. 10 muestra la adhesion del fibrindgeno a distintos polimeros de membrana espaciadora in vitro (Adapt® y
Eudragit E100) con respecto a una placa sin recubrimiento (blanco).

La Fig. 11 muestra la expresion de la proteina de superficie CD54 por parte de células THP-1 después de la
incubacién con sensores recubiertos con una membrana espaciadora (Adapt® y Lipidure CM5206) o sin
recubrimiento (control = células no tratadas).

Las Fig. 12a y 12b muestran la secrecién de las citocinas IL-8 y MCP-1, respectivamente, por parte de células
THP-1 después de la incubacién con sensores recubiertos con una membrana espaciadora (Adapt® y Lipidure
CM5206) o sin recubrimiento (control = células no tratadas).

La Fig. 13 muestra la secrecion de la citocina IL-8 por parte de células THP-1 después de la incubacién con placas
de cultivo de tejidos recubiertas con una membrana espaciadora (Adapt®, Lipidure CM5206 y Eudragit E100) o sin
recubrimiento (poliestireno) y una capa adicional de fibrindgeno.

La Fig. 14 muestra la hemolisis después de la incubacion con sensores recubiertos con una membrana espaciadora

(Adapt® y Lipidure CM5206) o sin recubrimiento, en comparacion con el polimero espaciador Adapt® sin sensor
(control negativo = solo medio de incubacion; control positivo = 100 % de lisis osmética).
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La Figura 1 muestra una realizacién ejemplar de un sistema de electrodos para la insercién en el tejido corporal de un
ser humano o un animal, por ejemplo, en la piel o en el tejido adiposo subcutaneo. En la Figura 2 se muestra un
aumento de la vista en detalle A, en la Figura 3 se muestra un aumento de la vista en detalle B. La figura 4 muestra
una vista en seccion correspondiente a lo largo de la linea de seccidon, CC, de la Figura 2.

El sistema de electrodos mostrado tiene un electrodo de trabajo 1, un contraelectrodo 2 y un electrodo de referencia
3. Los conductores eléctricos de los electrodos 1a, 2a, 3a estan dispuestos en forma de trazados de conductores
metalicos, preferentemente hechos de paladio u oro, sobre un sustrato 4. En la realizacién ejemplar mostrada, el
sustrato 4 es una placa de plastico flexible, por ejemplo hecha de poliéster. El sustrato 4 tiene menos de 0,5 mm de
espesor, por ejemplo de 100 a 300 micrémetros y, por lo tanto, es facil de curvar de forma que pueda adaptarse a los
movimientos del tejido corporal circundante después de su insercién. El sustrato 4 tiene un eje estrecho para la
insercion en el tejido corporal de un paciente y una cabeza ancha para la conexién a un sistema electrénico que esta
dispuesto fuera del cuerpo. El eje del sustrato 4 tiene preferentemente al menos 1 cm de longitud, en particular, de 2
cmabcm.

En la realizacion ejemplar mostrada, una parte del equipo de medicion, en concreto, la cabeza del sustrato, sobresale
del cuerpo de un paciente durante el uso. Como alternativa, también es factible, no obstante, implantar todo el equipo
de medicion y transmitir datos de medicion de forma inalambrica a un receptor que esta dispuesto fuera del cuerpo.

El electrodo de trabajo 1 porta una capa enzimatica 5 que contiene moléculas de enzima inmovilizadas para la
conversion catalitica del analito. La capa enzimatica 5 puede aplicarse, por ejemplo, en forma de una pasta de
endurecimiento de particulas de carbono, un agente polimérico aglutinante, un mediador redox o un electrocatalizador,
y moléculas de enzima. Los detalles de la produccion de una capa enzimatica 5 de este tipo se divulgan, por ejemplo,
en el documento WO 2007/147475, al que se hace referencia a este contexto.

En la realizaciéon ejemplar mostrada, la capa enzimatica 5 no se aplica de forma continua sobre el conductor 1a del
electrodo de trabajo 1, sino mas bien en forma de campos individuales que estan dispuestos con una distancia entre
si. Los campos individuales de la capa enzimatica 5 en la realizacion ejemplar mostrada estan dispuestos en una serie.

El conductor 1a del electrodo de trabajo 1 tiene sitios estrechos entre los campos de capa enzimatica que se observan
particularmente bien en la Figura 2. El conductor 2a del contraelectrodo 2 tiene un contorno que sigue el curso del
conductor 1a del electrodo de trabajo 1. Estos medios dan como resultado una disposicion intercalada o interdigitada
del electrodo de trabajo 1 y el contraelectrodo 2 con trazados de corriente ventajosamente cortos y baja densidad de
corriente.

Para aumentar su superficie eficaz, el contraelectrodo 2 puede estar provisto de una capa porosa eléctricamente
conductora 6 que esta situada en forma de campos individuales sobre el conductor 2a del contraelectrodo 2. Al igual
que la capa enzimatica 5 del electrodo de trabajo 1, esta capa 6 se puede aplicar en forma de una pasta de
endurecimiento de particulas de carbono y un agente aglutinante polimérico. Los campos de la capa 6 tienen
preferentemente las mismas dimensiones que los campos de la capa enzimatica 5, aunque esto no es obligatorio. Sin
embargo, las medidas para aumentar la superficie del contraelectrodo pueden omitirse y el contraelectrodo 2 también
puede disefarse para ser un trazado de conductor lineal sin recubrimientos de ningun tipo, o con un recubrimiento
fabricado del copolimero de bloque descrito y opcionalmente un espaciador.

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

La figura 4 muestra una vista en seccion esquematica a lo largo de la linea de seccién, CC, de la Figura 2. La linea de
seccion, CC, se extiende a través de uno de los campos de capa enzimatica 5 del electrodo de trabajo 1 y entre los
campos de la capa conductora 6 del contraelectrodo 2. Entre los campos de la capa enzimatica 5, el conductor 1a del
electrodo de trabajo 1 puede estar recubierto por una capa de aislamiento 7, como el conductor 2a del contraelectrodo
2 entre los campos de capas conductoras 6, para evitar reacciones de interferencia que de otra forma podrian ser
catalizadas por el metal de los trazados de conductor 1a, 2a. Por lo tanto, los campos de la capa enzimatica 5 estan
situados en las aberturas de la capa de aislamiento 7. Asimismo, los campos de la capa conductora 6 del
contraelectrodo 2 también se pueden colocar en la parte superior de las aberturas de la capa de aislamiento 7.

La capa enzimatica 5 esta recubierta por una capa de cobertura 8 que presenta una resistencia a la difusiéon del analito
a medir y, por lo tanto, actia como una barrera de difusion. La barrera de difusion 8 consiste en un unico copolimero
con bloques alternos hidréfilos e hidréfobos como se describe anteriormente.

Un espesor favorable de la capa de cubertura 8 es, por ejemplo, de 3 a 30 ym, particularmente de aproximadamente
5-10 uym o de aproximadamente 10-15 pm. Debido a su resistencia a la difusion, la capa de cobertura 8 provoca que
menos moléculas de analito alcancen la capa enzimatica 5 por unidad de tiempo. Por consiguiente, la capa de
cobertura 8 reduce la velocidad a la que se convierten las moléculas de analito y, por lo tanto, contrarresta la reduccion
de la concentracion de analito en los alrededores del electrodo de trabajo.
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La capa de cobertura 8 se extiende de manera continua esencialmente sobre toda el area del conductor 1a del
electrodo de trabajo 1. Sobre la capa de cobertura 8, puede estar dispuesta una membrana biocompatible como un
espaciador 9 que establece una distancia minima entre la capa enzimatica 5 y las células del tejido corporal
circundante. Este medio genera, ventajosamente, un depdsito para moléculas de analito desde el que las moléculas
de analito pueden llegar al campo de capa enzimatica 5 correspondiente en el caso de una alteracion transitoria del
intercambio de liquido en los alrededores de un campo de capa enzimatica 5. Si el intercambio de liquido corporal en
los alrededores del sistema de electrodos se limita o incluso se impide transitoriamente, las moléculas de analito
almacenadas en el espaciador 9 contintan difundiendo a la capa enzimatica 5 del electrodo de trabajo 1, donde se
convierten. Por lo tanto, el espaciador 9 provoca una notable reduccién de la concentracion de analito y la falsificacion
correspondiente de los resultados de medicion se produce después de un periodo de tiempo significativamente mas
largo. En la realizacién ejemplar mostrada, la membrana que forma el espaciador 9 también cubre el contraelectrodo
2 y el electrodo de referencia 3.

La membrana espaciadora 9 puede, por ejemplo, ser una membrana de didlisis. En este contexto, se entiende que
una membrana de didlisis es una membrana que es impermeable para moléculas mas grandes que un tamafio
maximo. La membrana de dialisis se puede prefabricar en un proceso de fabricacién separado y después se puede
aplicar durante la fabricacion del sistema de electrodos. El tamafio maximo de las moléculas para las cuales la
membrana de didlisis es permeable se selecciona de forma que las moléculas de analito puedan pasar, mientras que
las moléculas mas grandes se retienen.

Como alternativa, en lugar de una membrana de didlisis, se puede aplicar sobre el sistema de electrodos como
membrana espaciadora 9 un recubrimiento hecho de un polimero que es altamente permeable para el analito y el
agua, por ejemplo teniendo como base poliuretano o acrilato.

Preferentemente, el espaciador se fabrica de un copolimero de (met)acrilatos. Preferentemente, la membrana
espaciadora es un copolimero de al menos 2 o 3 (met)acrilatos. Mas preferentemente, la membrana espaciadora
comprende mas del 50 % molar, al menos el 60 % molar o al menos el 70 % molar de unidades de monoméricas
hidrofilas, por ejemplo de HEMA y/o 2-HPMA, y hasta el 40 % molar o hasta el 30 % molar de unidades hidréfobas,
por ejemplo BUMA y/o MMA. El espaciador puede ser un copolimero aleatorio o de bloque. Una membrana
espaciadora especialmente preferente comprende MMA o BUMA como fracciones hidréfobas y 2-HEMA y/o 2-HPMA
como fracciones hidrofilas. Preferentemente, la cantidad de monémeros hidréfilos HEMA y/o HPMA esta entre el 80 %
molar y el 85 % molar, y la cantidad de componente hidréfobo MMA y/o BUMA esta entre el 15 % molar y el 20 %
molar.

La membrana espaciadora muy preferente de la invencion esta hecha del copolimero Adapt® (Biolnteractions Ltd,
Reading, Inglaterra). Adapt® comprende BUMA como fraccion hidréfoba y 2-HEMA y 2-HPMA como fracciones
hidréfilas, en donde la cantidad de mondmeros hidréfilos 2-HEMA es de aproximadamente el 80 % molar.

La membrana espaciadora es altamente permeable para el analito, es decir, reduce significativamente la sensibilidad
por area del electrodo de trabajo, por ejemplo, el 20 % o menos, o el 5 % o menos con un espesor de capa de menos
de aproximadamente 20 um, preferentemente menos de 5 pm. Un espesor especialmente preferente de la membrana
espaciadora es de aproximadamente 1 a aproximadamente 3 ym.

La capa enzimatica 5 del sistema de electrodos puede contener particulas de éxido metdlico, preferentemente
particulas de diéxido de manganeso, como mediador catalitico redox. El diéxido de manganeso convierte
cataliticamente el peroxido de hidrégeno que se forma, por ejemplo, mediante oxidaciéon enzimatica de la glucosa y
otros bioanalitos. Durante la degradacién del peréxido de hidrogeno, las particulas de diéxido de manganeso
transfieren los electrones a los componentes conductores del electrodo de trabajo 1, por ejemplo a particulas de grafito
en la capa enzimatica 5. La degradacion catalitica del peréxido de hidrégeno contrarresta cualquier disminucion de la
concentracién de oxigeno en la capa enzimatica 5. Ventajosamente, esto permite que la conversion del analito a
detectar en la capa enzimatica 5 no esté limitada por la concentracién de oxigeno local. El uso del mediador redox
catalitico, por lo tanto, contrarresta una falsificacion del resultado de medicién porque la concentraciéon de oxigeno es
baja. Otra ventaja de un mediador redox catalitico es que impide la generacion de concentraciones dafiinas para las
células de perdxido de hidrégeno.

El polimero de membrana espaciadora preferente descrito en el presente documento se puede usar como un
recubrimiento externo para una barrera de difusion de la presente invencion, pero también como recubrimiento externo
de un sistema de electrodos en general, particularmente de un sistema de electrodos para medir la concentracion de
un analito en condiciones in vivo, que comprende un electrodo con moléculas de enzima inmovilizadas y una barrera
de difusién que controla la difusién del analito desde el exterior del sistema de electrodos hasta las moléculas de
enzima. Por lo tanto, la membrana espaciadora se puede disponer sobre la barrera de difusion, sin embargo, la
membrana espaciadora también se puede disponer directamente sobre la capa enzimatica. En este Ultimo contexto,
la membrana espaciadora también puede actuar como una barrera de difusién en si misma y ralentizar la difusién de
las moléculas de analito hacia la capa enzimatica.
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Cuando el sistema de electrodos de la invenciéon se inserta o implanta en un cuerpo, la membrana espaciadora es la
interfaz entre el sensor implantado y el liquido o tejido corporal circundante. En consecuencia, cuando se expone al
liquido o tejido corporal, la membrana espaciadora de la invencion debe ser mecanicamente resistente de forma que
no se deforme ni se salga del sensor. Con este fin, la captacion de agua del copolimero de membrana espaciadora y
la consiguiente hinchazon del copolimero deben limitarse, a pesar de la hidrofilicidad inherente del copolimero.

Preferentemente, la captacion relativa de agua del copolimero de la membrana espaciadora no debe superar el 50 %
en peso, preferentemente el 40 % en peso, mas preferentemente el 30 % en peso basado en la tasa total del
copolimero. Dentro del contexto de la presente invenciodn, la medicién de la captacion relativa de agua se realiza
sometiendo el copolimero seco a un exceso de tampon fosfato (pH 7,4) durante 48 h a una temperatura de 37 °C. La
captacion relativa de agua (% de CA) se determina preferentemente de acuerdo con la ecuacion:

% de CA = (m2-m1)/m1 x 100,

en donde m¢ y m2 representan, respectivamente, la masa del copolimero seco y el copolimero después de la
hidratacién de acuerdo con las condiciones de medicién anteriores.

Los inventores de la presente invencién determinaron que la membrana espaciadora preferente hecha del copolimero
Adapt® absorbe hasta el 33 + 1,8 % en peso de tampdn fosfato (pH 7,4) con respecto a su propio peso durante 48 h
a 37 °C. En las mismas condiciones, una membrana de polimero Lipidure CM5206 (NOF Corporation, Japén) absorbe
hasta el 157 + 9,7 % en peso de tampodn fosfato con respecto a su propio peso. La menor captacién de agua del
polimero aumenta ventajosamente la estabilidad mecanica de la membrana espaciadora de la presente invencion. Por
el contrario, Lipidure CM5206 muestra una mayor captacion de agua y se hincha a un hidrogel que es mas fragil,
facilmente deformable o que se sale, particularmente cuando se aplica sobre un sistema de electrodos de un sensor
enzimatico in vivo.

Adicionalmente, durante la insercién y la implementacion del sistema de electrodos, el espaciador esta en contacto
directo con el tejido y/o el liquido corporal, como el liquido intersticial o la sangre, que contiene biomoléculas, como
proteinas, y células. Ventajosamente, la membrana espaciadora debe proteger el sensor insertado e implantado en el
entorno del tejido y/o del liquido corporal y, por lo tanto, minimiza la reaccién tisular del cuerpo frente al implante. De
hecho, las reacciones del cuerpo contra el material implantado se conocen como "respuesta a cuerpos extrafios" (FBR,
forma siglada del inglés: foreign body response). Mediante la FBR, el cuerpo intenta destruir el implante o, si no es
posible, crear una capsula para separarlo del tejido circundante (granuloma de cuerpo extrafio). La primera etapa de
la reaccion de FBR es la unién de proteinas (por ejemplo, fibrindgeno, albumina, inmunoglobulina, complemento) a la
superficie del material anterior, es decir, el implante. Esta cubierta proteica presenta sitios de unién a receptores en
células inmunitarias. Por ejemplo, el fibrindgeno contiene un motivo estructural que se une al receptor de monocitos
MAC-1. Cuando el fibrindgeno se une a la superficie del implante, cambia su conformacion y expone el sitio de enlace
para MAC-1. En consecuencia, se reunen en el implante y se activan células inmunitarias, como monocitos, que
secretan enzimas y radicales para atacar el implante. Adicionalmente, las células inmunitarias secretan factores
solubles, es decir, citocinas, para reunir y activar otras células inmunitarias y, de este modo, amplificar la respuesta
inmunitaria. Si el implante no se puede eliminar, las células y las proteinas del tejido conjuntivo forman una capsula
fibrosa. Esta capsula, sin embargo, es una barrera de difusion para que los analitos alcancen el sensor. En conjunto,
los sucesos de la respuesta a cuerpos extrafios como se describié anteriormente probablemente interfieran con la
funcion del sistema de electrodos in vivo y con su vida util.

Por lo tanto, una membrana espaciadora mejorada sobre un sistema de electrodos de un sensor enzimatico in vivo
proporciona adicionalmente la reduccién de la respuesta del tejido frente al implante e inhibe la formaciéon de una
capsula que separe el sensor del tejido circundante y de los liquidos corporales.

Por lo tanto, es un objetivo adicional de la presente invencion proporcionar un sistema de electrodos para medir la
concentraciéon de un analito en condiciones in vivo, que comprende un electrodo con moléculas de enzima
inmovilizadas y, preferentemente, una barrera de difusion que controla la difusién del analito desde el exterior del
sistema de electrodos hasta las moléculas de enzima, caracterizado por que una membrana espaciadora forma al
menos una porcién de la capa externa del sistema de electrodos, en donde la membrana espaciadora comprende un
copolimero hidréfilo de mondmeros acrilicos y/o metacrilicos, en donde el polimero comprende mas del 50 % molar
de mondmeros hidrdfilos.

Como se ha descrito anteriormente, la membrana espaciadora de la invencion tiene una capacidad de unién a
proteinas limitada para proteger el sistema de electrodos del sensor de la adsorcion de proteinas que podria
desencadenar la respuesta de las células inmunitarias, y que podria limitar o interferir con su desempefio in vivo. Los
ejemplos 5 y 6 muestran que la membrana espaciadora preferente de la invencién proporciona poca unién a
fibrindgeno e impide el cambio conformacional del fibrinbgeno que conduciria a la exposiciéon del motivo de unién de
MAC-1 para monocitos. Ventajosamente, el material de copolimero de la membrana espaciadora no activa de por si a
las células inmunitarias. En el Ejemplo 6, se pudo demostrar que el copolimero de la membrana espaciadora de la
invencion tiene la capacidad de atenuar la activacion de células inmunitarias por parte del sensor implantado. Ademas,
ventajosamente, la membrana espaciadora es un material biocompatible, en particular, es compatible con liquidos
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corporales, por ejemplo, con la sangre. El Ejemplo 7 muestra que el copolimero de la membrana espaciadora de la
presente invencion tiene la capacidad de impedir la hemodlisis y la activacion del complemento por parte del sensor
implantado. Por lo tanto, ventajosamente, la membrana espaciadora de la invencién no solo muestra una alta
estabilidad mecanica, sino que también tiene propiedades biocompatibles 6ptimas, lo que es sorprendente debido a
la baja captacion de agua cuando se humedece.

Las caracteristicas de esta realizacion, particularmente con respecto a la estructura del sistema de electrodos, el
analito y las moléculas de enzima, son como se describen en el presente documento. La barrera de difusion es
preferentemente como se describe en el presente documento, sin embargo, también puede tener una composicion
distinta o puede estar ausente. De acuerdo con una realizacion preferente, la barrera de difusién comprende
preferentemente un copolimero de bloque que tiene al menos un bloque hidréfilo y al menos un bloque hidréfobo como
se describe en el presente documento.

De acuerdo con una realizacion preferente adicional, la barrera de difusion comprende poliuretanos hidréfilos. Los
poliuretanos hidréfilos utilizados como membrana de difusion pueden producirse por poliadicion de un
(poli)diisocianato, preferentemente 4-4-metilen-bis(ciclohexilisocianato) con un polialcohol, preferentemente un mezcla
de dioles.

Los componentes de la mezcla de dioles son preferentemente polialquilenglicoles, tales como polietilenglicol (PEG) y
polipropilenglicol (PPG), y dioles alifaticos, tales como etilenglicol. Preferentemente, el poliuretano hidréfilo comprende
el 45-55 % molar, preferentemente el 50 % molar de isotiocianato y el 25-35 % molar, preferentemente el 30 % molar
de etilenglicol. El grado de hidrofilizacion se ajusta entonces por la relacién de PEG con respecto al PPG.
Preferentemente, el poliuretano comprende el 2-3 % molar, mas preferentemente el 2,5 % molar de PEG y el 17-18 %
molar, preferentemente el 17,5 % molar de PPG. Para aumentar la hidrofilicidad del poliuretano, puede aumentarse la
proporcion de PEG, por ejemplo, al 4,5 - 5,5 % molar, preferentemente al 5 % molar de PEG, para obtener un
poliuretano extremadamente hidréfilo. Las distintas variantes hidrofilas de los poliuretanos también se pueden mezclar
para optimizar las propiedades de la barrera de difusion.

Los mondmeros acrilicos y metacrilicos preferentes del copolimero de membrana espaciadora son como se describen
en el presente documento.

Las unidades monoméricas hidrofilas se seleccionan preferentemente de ésteres de (met)acrilo hidrdfilos, es decir,
ésteres con un grupo polar, es decir, OH, OCHs o OC2zHs dentro de la porcion alcohol del éster, (met)acrilamidas
hidrofilas con un grupo amida (NH2) o un grupo N-alquil- o N,N-dialquilamida, en donde el grupo alquilo comprende 1-
3 atomos de C y opcionalmente grupos hidréfilos tales como OH, OCHs o OCzHs, y de unidades (met)acrilicas
adecuadas que tienen una carga, por ejemplo un grupo aniénico o catidnico, tal como acido acrilico (acrilato) o acido
metacrilico (metacrilato). Ademas, se pueden emplear combinaciones de unidades monomeéricas.

Los ejemplos especificos de unidades monomeéricas preferentes para el bloque hidréfilo se seleccionan de:

acrilato de 2-hidroxietilo,

metacrilato de 2-hidroxietilo (HEMA),
acrilato de 2-metoxietilo,

metacrilato de 2-metoxietilo,

acrilato de 2-etoxietilo,

metacrilato de 2-etoxietilo,

acrilato de 2- o 3-hidroxipropilo,
metacrilato de 2- o 3-hidroxipropilo (2- o 3-HPMA),
acrilato de 2- o 3-metoxipropilo,
metacrilato de 2- o 3-metoxipropilo,
acrilato de 2- o 3-etoxipropilo,
metacrilato de 2- o 3-etoxipropilo,
acrilato de 1- o 2-glicerol,

metacrilato de 1- o 2-glicerol,
acrilamida,

metacrilamida,

una N-alquil- o N,N-dialquilacrilamida, y
una N-alquil- o N,N-dialquilmetacrilamida, en donde el alquilo comprende 1-3 atomos de C, tal como metilo, etilo o
propilo, acido acrilico (acrilato),

acido metacrilico (metacrilato)

y combinaciones de los mismos.

Los mondmeros hidréfilos preferentes son metacrilato de 2-hidroxietilo (HEMA) y/o metacrilato de 2- o 3-hidroxipropilo
(2- 0 3-HPMA).
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Las unidades monoméricas hidréfobas se seleccionan preferentemente de unidades acrilicas y/o metacrilicas
hidréfobas, o combinaciones de las mismas. Preferentemente, las unidades monoméricas hidréfobas se seleccionan
de ésteres de (met)acrilo hidréfobos, por ejemplo, ésteres que tienen una porcién alcohol con 1-3 atomos de C sin
grupo hidrdfilo.

Los ejemplos especificos de unidades monomeéricas para el bloque hidroéfobo se seleccionan de:

acrilato de metilo,

metacrilato de metilo (MMA),
acrilato de etilo

metacrilato de etilo (EMA),
acrilato de n- o i-propilo,
metacrilato de n- o i-propilo,
acrilato de n-butilo,

metacrilato de n-butilo (BUMA),
acrilato de neopentilo,
metacrilato de neopentilo,

y combinaciones de los mismos.

En una realizacion preferente, el bloque hidréfobo comprende metacrilato de metilo (MMA) y metacrilato de n-butilo
(BUMA).

La membrana espaciadora externa cubre preferentemente al menos la porcion del electrodo de trabajo que comprende
las moléculas de enzima y opcionalmente también otras porciones, por ejemplo, el contraelectrodo. Si hay uno
presente, la membrana espaciadora también cubre el electrodo de referencia. La membrana espaciadora cubre
preferentemente toda la superficie implantada del sistema de electrodos. La membrana espaciadora cubre
preferentemente el electrodo de trabajo, opcionalmente el contraelectrodo y el electrodo de referencia, si estan
presentes, en forma de una capa continua.

El sistema de electrodos que comprende la membrana espaciadora mejorada de la invencion puede ser parte de un
sensor, por ejemplo, al estar conectado a un potenciostato y un amplificador para la amplificacion de sefiales de
medicion del sistema de electrodos. El sensor es preferentemente un sensor enzimatico no fluido (ENF), mas
preferentemente un sensor electroquimico ENF. Los electrodos del sistema de electrodos pueden estar dispuestos
sobre un sustrato que porta el potenciostato o estar unidos a una placa de circuito que porta el potenciostato.
Preferentemente, el sensor es para la medicién de glucosa.

Una materia objeto adicional de la invencién se refiere al uso de un copolimero hidréfilo de mondmeros acrilicos y/o
metacrilicos, en donde el copolimero hidréfilo comprende mas del 50 % molar de mondmeros hidréfilos como una
membrana espaciadora para un electrodo enzimatico. El copolimero hidrofilo es preferentemente como se describe
anteriormente. Preferentemente, la membrana espaciadora se usa para minimizar la reaccién a cuerpos extrafios
(FRB) contra el electrodo enzimatico, cuando se inserta o implanta en el cuerpo.

Ejemplo 1 Permeabilidad de un sensor de glucosa enzimatico no fluido (ENF) con electrodos distribuidos para la
implantacioén transcutanea gue tiene una capa de difusion gue consiste en un Unico copolimero de bloque.

El sensor se construyd sobre la estructura de un conductor de tira de paladio prefabricado sobre un sustrato de
poliéster con un espesor de 250 pm. El electrodo de trabajo (ET) y el contraelectrodo (CE) se dispusieron de forma
repartida (como se muestra en las Fig 1-2).

Los campos del CE se sobreimprimieron con pasta de carbono, el resto del conductor de tira estaba aislado. Los
campos del ET se sobreimprimieron con una mezcla de glucosa oxidasa (enzima) reticulada, una pasta polimérica
conductora y un catalizador eléctrico, en este caso 6éxido de manganeso (IV) (Technipur). Los trazados restantes del
conductor de tira se aislaron otra vez. El electrodo de referencia (ER) consiste en pasta de Ag/AgCl. Los electrodos
cubren aproximadamente 1 cm del eje del sensor.

Los campos del ET se recubrieron con una capa de difusion de copolimero de bloque que consiste en un bloque de
HEMA y un bloque de BUMA. El espesor de la capa es de 7 pm.

Se produjeron cuatro lotes de sensores, cada uno provisto de un copolimero de bloque especifico como capa de

difusion (véase la lista a continuaciéon). Todos los copolimeros de bloque se obtuvieron de Polymer Source, Montreal
y se enumeran a continuacién en la
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Tabla 1.
Nombre relacion molecular/% | unidades monoméricas | peso molecular
Copolimero BUMA/HEMA HEMA Copolimero [kD]
C 73/27 92 47
F 60/40 108 37
D 48/52 162 44
B 62/38 169 61

El copolimero de bloque respectivo se disolvié en un disolvente organico (concentracion del 25 %) y se recubrieron
los sensores con el mismo. Después de secar mediante secadores de cinta (2 min, 30 a 50 °C), los sensores
recubiertos se analizaron in vitro en soluciones de glucosa de distintas concentraciones. De cada lote de sensores se
midieron 10 sensores como muestra aleatoria. Como medida de la sensibilidad in vitro, la sefial se calculé por la
diferencia de las corrientes medidas a una concentracién de glucosa de 10 mM y 0 mM, que luego se dividié por
10 mM (ver Ejemplo 4).

Todos los sensores se hicieron funcionar a un voltaje de polarizacién de 350 mV frente a Ag/AgCl, la temperatura
medida se mantuvo constante a 37 °C. Los sensores utilizados para esta serie de mediciones no comprendian el
espaciador descrito en el documento WO 2010/028708, lo que, sin embargo, no hizo ninguna diferencia en vista del
nivel de sefal analizado. La Fig. 5 muestra la sensibilidad del sensor con las desviaciones tipicas para las cuatro capas
de difusion distintas.

Respecto a los copolimeros de bloque C, D y F, hay una clara conexién entre la sensibilidad in vitro y la relacién molar
del bloque hidréfobo en comparacion con el bloqueo hidréfilo. A una longitud de cadena total aproximadamente idéntica
del copolimero, la sensibilidad aumenta a medida que aumenta la cantidad de bloque hidréfilo (HEMA).

Los sensores que tienen una capa de difusion de copolimero de bloques B son una excepcion. Aunque el polimero B
tiene una relacion relativa de cantidad de hidréfobo con respecto a hidréfilo similar al polimero F, la sensibilidad y, por
lo tanto, la permeabilidad para la glucosa se reducen. Se puede afirmar empiricamente que, en el caso del polimero
B, la longitud total de la cadena - que corresponde al peso molecular (total) de la molécula de copolimero - es tan
grande que se reduce la permeabilidad de la capa. Esto también puede observarse en la captaciéon de agua
determinada gravimétricamente del copolimero de bloque B en comparacion con los polimeros restantes. El polimero
B tiene una captacion de agua del 10,6 % + 1,5 % (porcentaje en peso referido al peso seco del polimero). El polimero
C se encuentraen el 15,6 % £ 0,0 %, el polimero F en el 16,5+3,1 % y el polimero D en el 27 %+1,7 %.

Ejemplo 2 Flexibilidad mecanica de la capa de difusién de un sensor de glucosa ENF

El sensor se fabricd como se describe en el documento W02010/028708, sin embargo, tiene una capa de difusion de
acuerdo con la presente invencién. Se asumié que la temperatura de transicion vitrea (Tg) es un parametro sustituto
de la flexibilidad mecanica. Ademas, se asumio que la temperatura de transicion vitrea, que puede asignarse al bloque
hidréfobo, determina la flexibilidad mecanica en aplicaciones in vivo. Cabe sefialar que se pueden identificar varias Tg
para un copolimero de bloque, correspondientes al nimero de bloques.

Los sensores se recubrieron con las mismas pastas para electrodos que en el Ejemplo 1. Después, algunos de los
sensores se recubrieron con un copolimero seleccionado de MMA-HEMA (producido por Polymer Source, Montreal).
Este polimero (llamado E) tiene un peso molecular total de 41 kD, la relacion molar de MMA (cantidad hidréfoba) con
respecto a HEMA es 60 %:40 %. La temperatura de transicion vitrea del bloque hidréfobo es de 111 °C, determinada
por CDB, y una velocidad de calentamiento de 10 °C/min.

Ademas, a otros sensores se les proporciond una capa de difusién de un copolimero de bloque de la invencion
(Ilamado A). El bloque hidréfobo de dicho copolimero A contiene MMA y BUMA en cantidades molares iguales en una
secuencia aleatorizada. De nuevo, la relacion molar de la parte hidréfoba con respecto a la parte hidréfila es
60 %:40 %. El peso molecular es de 36 kD. La Tg del bloque hidréfobo disminuye, debido a la secuencia aleatorizada
de MMA y BUMA (Tg de aproximadamente 45 °C), a 73 °C.

Ambas capas de difusion se generaron a partir de la solucién respectiva (25 %) de los copolimeros en éter y se secaron
como en el Ejemplo 1. El espesor de la capa de difusion era de 7 pm. Posteriormente, se aplicé una capa espaciadora
mediante recubrimiento por inmersién y se seco 24 h a temperatura ambiente. La capa espaciadora se hizo de Lipidure
CM 5206, producido por NOF Japén.

Después de la explantacion del tejido, los sensores que tienen una capa de difusion de copolimero E muestran grietas
esporadicas en la capa de difusion. Esto se considera un efecto de la carga mecanica. En contraste con esto, los
sensores que tienen una capa de difusidon de copolimero A, no muestran ninguna grieta con una carga idéntica. Esto
se debe obviamente a la reduccién de la Tg, que aumenta la estabilidad mecéanica del copolimero. Ya no es necesaria
una mezcla fisica de dos copolimeros, como se divulga en el documento W0O2010/028708.
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Ejemplo 3 Comportamiento optimizado de permeacion de un sensor de glucosa ENF con electrodo distribuido y capa
de difusidn de acuerdo con la invencién.

Se fabricé un sensor como se describe en el Ejemplo 1, pero con una capa espaciadora adicional sobre el total del eje
del sensor. Se produjeron sensores con la respectiva capa de difusion para los copolimeros A, C, D y F de los Ejemplos
1y 2. Para este fin, se generd una solucion de éter al 24 % del copolimero. Cada solucién se aplico sobre un conjunto
de sensores (N=10) y después se seco en un secador de banda. De este modo, se obtuvieron capas de difusion que
tenian un espesor de 7 um.

A continuacién, se proporciond a los sensores una capa espaciadora como se describe en el Ejemplo 2.

El sensor se conecté con un sistema de medicion sobre la cabeza del sensor, que transfiere los datos medidos a una
memoria de datos. Las mediciones in vitro se llevaron a cabo como en el Ejemplo 1, pero durante un periodo de
medicion de 7 dias. A partir de los datos medidos, se calculd la deriva de la sensibilidad a lo largo del periodo de
medicién respectivo para cada sensor. La figura 6 muestra para cada variante de sensor, es decir, los sensores de
una variante de la capa de difusion, el valor medio del valor de deriva in vitro para el grupo. La fase inicial de la
medicion - las primeras 6 h, la llamada fase de inicio - se excluyé del calculo.

Para todos los copolimeros C, D y F que tienen un bloque hidréfobo de BUMA, hay una deriva positiva, es decir, la
sensibilidad aumenta con el tiempo. Contrariamente a ello, el copolimero A con el bloque hidréfobo de un copolimero
aleatorio de MMA y BUMA, conduce a una deriva muy baja, ligeramente negativa.

Estas diferencias pueden explicarse por la respuesta de permeabilidad prolongada de las capas de difusion
respectivas, lo que se midié en experimentos adicionales. Los sensores de paladio sin pasta de ET, pero con una
superficie activa definida, es decir, también sin una capa enzimatica - excluyendo la influencia de su comportamiento
de hinchamiento en los resultados - se recubrieron con las soluciones de polimero anteriores y, después del secado,
se midi6 el espesor de la capa. Posteriormente, se midié la conductividad en soluciéon de tampoén que contenia sodio
y cloruro.

La figura 7 muestra que la conductividad del copolimero A se mantuvo casi constante después de una corta fase de
inicio.

Este no es el caso del copolimero F, incluso en condiciones de medicién idénticas, como puede observarse en la Fig.
8. En este caso, se observé una respuesta de permeabilidad duradera y fuerte de la capa de difusion del copolimero
F, que fue practicamente independiente del espesor de la capa. Para el copolimero F - y también los copolimeros C y
D (no mostrado) - con un bloque hidréfobo de BUMA, se produce como resultado un aumento de la permeabilidad
incluso durante un periodo de tiempo prolongado. Cuando se mide, esto conduce a un aumento continuo de la
sensibilidad si la capa de difusion se aplica sobre el sensor con la capa de enzima distribuida. Esto explica la deriva
positiva observada del sensor.

Por el contrario, un sensor que tiene un copolimero de bloque A muestra una desviacion insignificante, que se debe a
una alteracién de permeabilidad muy baja en la medicion de conductividad. Sin embargo, directamente después de
iniciar la medicion (hasta aproximadamente 1 h después), se observa un fuerte aumento de la conductividad en el
copolimero A. En este caso, se observa un inicio muy rapido, que termina después de aproximadamente 1 hora. En
este momento, la capa de difusién esta completamente humedecida y ha terminado su reorganizacion estructural
debido a la captacion de agua. La grado del cambio estructural depende supuestamente de la Tg. Parece plausible
que un copolimero que tiene una Tg aumentada experimente una reorganizacion, que sea limitada en tiempo y
amplitud, en comparacion con un copolimero que tiene una Tg en el intervalo de la temperatura ambiente.

Ademas, debe indicarse que los sensores con el copolimero A muestran una sensibilidad comparativamente alta al
inicio de las mediciones, en comparacion con los sensores que tienen una capa de difusion de copolimero F. Esto es
de esperar debido a las relaciones relativas idénticas entre los bloques hidréfobos e hidréfilos. El intervalo de
sensibilidad logrado de 1 a 1,5 nA/mM (véase el Ejemplo 1) se considera ideal. Asimismo, esta sensibilidad se obtiene
para sensores que tienen una capa de difusion que consiste en copolimero A.

Con respecto a la suma de las tres caracteristicas fisicoquimicas - permeabilidad, estabilidad mecanica y respuesta
de permeabilidad - se puede obtener preferentemente un sensor éptimo con una capa de difusién de un copolimero
de bloque, que tenga un bloque hidréfobo con al menos dos unidades monoméricas hidréfobas distintas dispuestas
aleatoriamente, tal como el copolimero de bloque A. Ninguno de los otros copolimeros de bloque, cuyos bloques
hidréfobos consisten solo en una Unica unidad monomérica, alcanza una calidad que pueda compararse en los tres
parametros con el copolimero A.

Ejemplo 4 Caracterizacién de los copolimeros de bloque

Se produjo y caracterizd in vitro un sensor de multiples campos (10 campos de electrodos de trabajo y
contraelectrodos, respectivamente) para la medicion continua de la glucosa.
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Se le proporcioné al sensor una capa de difusién que consistia en un copolimero de bloque que comprende un bloque
hidréfobo de metacrilato de metilo (MMA) y metacrilato de n-butilo (BUMA) copolimerizados aleatoriamente y un bloque
hidrofilo de metacrilato de 2-hidroxietilo (HEMA). Estos polimeros (especificados como G y H) habian sido producidos

por Polymer Source, Montreal, y son mas permeables que el polimero A de los Ejemplos 1-3.

A continuacion se describen los polimeros en la Tabla 2:

Polimero G H A
Peso molecular Mn [kD] 23,5-b-29 | 21-b-20,5 | 21-b-15
% en peso de HEMA 55,2 49 4 41,6
% molar de HEMA (estequiométricamente) 53,5 47,4 40
% molar de HEMA (medido por NMR de "H,"3C) 51 46 32,6
Tg [°C] bloque hidréfobo 65 68 86
Unidades monomeéricas de HEMA 223 157 115
Unidades monoméricas de MMA 194 174 174

Los pesos moleculares Mn de cada bloque se indican por separado en la Tabla 2 anterior y representan valores
promedio, dado que se sabe que los polimeros tienen distribuciones de longitudes de cadenas moleculares en torno
a un valor medio especificado. Esto también se aplica a las cantidades obtenidas en la Tabla 2.

Las temperaturas de transicion vitrea indicadas del bloque hidréfobo estan dentro del intervalo deseado para garantizar
la flexibilidad mecanica.

El parametro decisivo con respecto a la permeabilidad de la barrera de difusién para el analito es la sensibilidad por
unidad de area del electrodo de trabajo (es decir, el area geométrica). La sensibilidad SE se calcul6 a partir de las
mediciones de corriente (I) a 10 mM y a una concentracién de glucosa 0 mM en una solucién tamponada con fosfato
(pH 7,4), en nA/mM:

SE = [I(10 mM) - 1(0 mM)}/10

para cada uno de los sensores analizados. A partir de los valores de medicion individuales (N=8) se determiné la
sensibilidad media SEm. Los valores de sensibilidad obtenidos se dividieron por el area total geométrica F medida por
microscopia de todos los puntos de electrodo de trabajo sobre el sensor de multiples campos. De este modo, se obtuvo
una densidad de sensibilidad SEm/F.

La linealidad Y de la curva de la funcion in vitro es una indicacion de la funcionalidad del control de la difusion de la
capa de cobertura polimérica sobre el electrodo de trabajo. Se calculé a partir de las mediciones de corriente a una
concentracion de glucosa 20 mM, 10 mM y 0 mM en %:

y20 ™M = 50-[1(20 mM) - I(0 mM)}/[I(10 mM) - I(0 mM)]

para cada uno de los sensores analizados. A partir de los valores de medicion individuales, se determind el valor de
linealidad medio y su desviacion tipica (véase la Tabla 3).

Por ultimo, se determiné para cada uno de los polimeros el espesor de capa L de la barrera de difusién de los sensores
mediante medicidn optica. Los valores medios correspondientes se calcularon para una muestra de = 23 sensores con
el mismo polimero. A partir de ellos, se puede calcular el coeficiente de difusion eficaz Det de la capa de cobertura:

Der=SEm/F-Lm'5,182:108

en cm?/ s, en donde SEm y Lm son los valores medios respectivos para la sensibilidad y el espesor de capa, y F es el
area total de todos los puntos de electrodo de trabajo.

La deriva del sensor se calculé a partir de repeticiones de las fases de concentracion de glucosa durante 7 dias de
mediciones in vitro. Los resultados para el polimero H que muestran una conductividad sustancialmente constante se
representan en la Figura 9.

A continuacién, la Tabla 3 muestra los resultados de la caracterizacion funcional:

Polimero G H
SEm/F [NA/mM*mm?)] 1,85 1,25
Deriva [%d] -1,5+0,2 0,3+0,1
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Polimero G H

Y20 mM o] 88,210,7 88,610,3
espesor de capa Lm [um] 11,61 12,69

Def [cm?/s] 1,11305*10° | 8,22019*10-1°

Para el polimero G mas hidrofilo (que es mas permeable para la glucosa), también se determiné el coeficiente de
difusién con un método alternativo, por ejemplo, la permeacion de glucosa desde una camara con una soluciéon de
glucosa a una camara con un tampén sin glucosa a través de una pelicula del polimero. De acuerdo con este método,
se obtuvo un valor similar para el coeficiente de difusion (1,17-10° cm?/s).

Ejemplo 5 Unién de proteinas al material de la capa espaciadora

Para evaluar la unién de proteinas al material de la capa espaciadora, se llené una placa de incubacién (FluoroNunc
Maxisorp, Thermo Scientific) con las soluciones etandlicas de Adapt® (Biointeractions Ltd, Reading, Inglaterra) o
Eudragit E100 (Evonik Industries). Eudragit E100 es un copolimero catidnico basado en metacrilato de
dimetilaminoetilo, metacrilato de butilo y metacrilato de metilo. Los polimeros se secaron durante una noche a 40 °C.
A continuacién, los materiales espaciadores se cubrieron con una soluciéon de fibrindgeno. La solucién contenia
fibrindgeno procedente de plasma humano que se conjugd con el colorante fluorescente Alexa488 (adquirido de
Invitrogen). Después de 4 h de incubacion, la solucion de fibrindgeno se aspird y las capas espaciadoras se lavaron
ocho veces con tampodn borato. La cantidad de proteina unida al espaciador se analizé midiendo la intensidad de
fluorescencia en la placa de incubacion a una longitud de onda de excitacion de 485 nm y una emisiéon de 528 nm,
utilizando un lector de fluorescencia (Synergy4, BioTek Instruments). Se utilizaron concentraciones conocidas de
proteina marcada (6,25 - 500 ng) para preparar una curva de calibracion para convertir las lecturas de fluorescencia
en cantidad de proteina.

Como cabia esperar, el fibrindgeno se uni6é a la placa de incubacién sin recubrimiento (blanco), lo que dio como
resultado 390 ng de proteina unida (Fig. 10). La placa recubierta con Eudragit E100 mostré una union de proteinas
reducida de 60 ng. Apenas pudo detectarse union de proteinas en la placa recubierta con Adapt®. Las lecturas antes
de la incubacion resultaron de fluorescencia de fondo. Estos resultados demuestran claramente que las superficies
recubiertas con los materiales espaciadores, en especial las recubiertas con Adapt®, estan bien protegidas frente a la
adhesion de fibrindgeno.

Ejemplo 6 Liberacion de citocinas por parte de células después del contacto con la capa espaciadora

Se fabricaron sensores como se describe en el Ejemplo 2. A continuacién, se proporciond a los sensores una capa
espaciadora como se describe en el Ejemplo 2. La capa espaciadora se hizo de Lipidure CM 5206 (NOF Corporation,
Japon) o se hizo de Adapt® (Biointeractions Ltd, Reading, Inglaterra).

Se incubaron con células monociticas THP-1 los sensores sin capa espaciadora, los sensores con capa espaciadora
hecha de Lipidure CM 5206 o los sensores con capa espaciadora hecha de Adapt®, y se analizé la induccion de
marcadores inflamatorios.

Las células THP-1 se cultivaron en presencia de los sensores durante 24 h a 37 °C. Después, las células se recogieron
mediante centrifugacion. El sobrenadante se utilizd para determinar la liberacion de citocinas, mientras que el
sedimento celular se resuspendié en PBS que contenia el 1 % de seroalbumina bovina (BSA) y se usé para analizar
la expresidn de la proteina de superficie celular CD54 (también conocida como ICAM-1, un biomarcador inflamatorio).
Las células THP-1 se incubaron con un anticuerpo anti CD54 conjugado con el colorante fluorescente ficoeritrina (BD
Bioscience). Después de la incubacion durante 45 min a 4 °C, las células se lavaron en PBS/BSA al 1 % y se determin6
la intensidad de fluorescencia media (IFM) de 10000 células utilizando un citémetro de flujo (longitud de onda de
excitacion 532 nm, longitud de onda de emision 585 nm) (BD FACSArray, BD Bioscience). En comparacion con las
células THP-1 no tratadas, la incubacién con sensores sin recubrimiento dio como resultado una expresion relativa de
CD54 aumentada (induccion de 6 veces), como lo indican las altas lecturas de IFM (Fig. 11). La incubacion de las
células con los sensores recubiertos con las capas espaciadoras de CM 5206 o Adapt® dio como resultado una
atenuacion de la expresion de CD54 en un 45 % o 41 %, respectivamente.

El sobrenadante se utilizé para determinar la cantidad de citocinas interleucina 8 (IL-8) y "proteina quimiotactica de
monocitos-1" (MCP-1) utilizando un inmunoensayo basado en perlas, de acuerdo con las instrucciones del fabricante
(Flex sets, BD Bioscience) y el posterior analisis por citometria de flujo (BD FACSArray, BD Bioscience). El analisis de
los datos se realizé utilizando el programa informatico FCAP array v1.0.1 (Soft flow Hungary Ltd.).

En comparacion con las células THP-1 no tratadas, los sensores sin recubrimiento indujeron una fuerte liberacion de
IL-8 (49 frente a 197 pg/ml) (Fig. 12a) y de MCP-1 (6 frente a 48 pg/ml) (Fig. 12b). La liberacion de IL-8 y MCP-1 se
redujo cuando los sensores se cubrieron con las capas espaciadoras de CM 5206 o Adapt®. Los sensores recubiertos
con Adapt® indujeron la liberacion de 100 pg/ml de IL-8 y 25 pg/ml de MCP-1. Los sensores recubiertos con CM 5206
dieron como resultado la secrecion de 125 pg/ml de IL-8 y 18 pg/ml de MCP-1.
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En conjunto, estos datos indican que las capas espaciadoras atenuan la induccion de tres biomarcadores de
inflamacion bien conocidos, en concreto CD54, IL-8 y MCP-1.

Para analizar el papel de la adsorcidon de proteinas en la activacion de las células THP-1, las placas de cultivo de
tejidos se recubrieron con CM 5206, Adapt® o Eudragit E100. Después, el espaciador se incubd con fibrindgeno
humano (Sigma-Aldrich). Las células THP-1 se incubaron con distintos espaciadores + capas de fibrindgeno. Después
de 48 h de incubacion a 37 °C, las células se sedimentaron mediante centrifugacion y se analiz6 el sobrenadante en
cuanto a la liberacién de IL-8. Como control, las células se cultivaron en placas de cultivo sin espaciador, pero se
recubrieron con fibrindgeno (Poliestireno = material de placa de cultivo). Como se muestra en la Fig. 13, estas células
liberaron 89 pg/ml de IL-8. Las células cultivadas en CM 5206 + fibrindgeno o en Adapt® + fibrindgeno liberaron 68 o
49 pg/ml, respectivamente. Por el contrario, las células cultivadas en Eudragit E100 + fibrindgeno liberaron 206 pg/ml
de IL-8. De forma destacable, las células cultivadas en Eudragit E100 sin recubrimiento de fibrindgeno secretaron solo
59 pg/ml de IL-8. La adsorcion de fibrindgeno en la superficie del polimero y los cambios conformacionales en la
proteina podrian exponer el sitio de union de MAC-1. Las células THP-1 que se activan a través de la unién a su
receptor de MAC-1 liberan citocinas, como la IL-8, y de este modo desencadenan una respuesta inflamatoria. Por lo
tanto, las capas espaciadoras hechas de Adapt® o CM 5206 evitan la deposicion de proteina y la exposicion de motivos
estructurales en las superficies (como sensores) y minimizan de este modo las reacciones inflamatorias contra los
implantes.

Ejemplo 7 Hemdlisis limitada de sensores recubiertos con una capa espaciadora

Se fabricaron sensores como se describe en el Ejemplo 2. A continuacién, se proporciond a los sensores una capa
espaciadora como se describe en el Ejemplo 2. La capa espaciadora se hizo de Lipidure CM 5206 (NOF Corporation,
Japon) o se hizo de Adapt® (Biointeractions Ltd, Reading, Inglaterra).

Se analiz6 el potencial hemolitico de los sensores sin capa espaciadora, los sensores con capa espaciadora hecha
de Lipidure CM 5206 o los sensores con capa espaciadora hecha de Adapt®. Por lo tanto, los sensores con una
superficie total de 6 cm? se incubaron con globulos rojos y después se determind la lisis midiendo la liberacion de
hemoglobina al sobrenadante. Los eritrocitos se aislaron de sangre humana recién extraida mediante centrifugacion
(se utilizé citrato para evitar la coagulacion). Después, se lavaron con solucion salina tamponada con fosfato (PBS) y
a continuacion se diluyeron 1:40 en PBS. La suspension de eritrocitos se incubo con los sensores durante 24 ha 37 °C
en oscuridad, en una plataforma giratoria (350 rpm). A continuacion, las células se sedimentaron mediante
centrifugacion y el contenido de hemoglobina del sobrenadante se determind de forma espectroscépica midiendo la
absorcion del sobrenadante a una longitud de onda de 575 nm. Los resultados se presentan como indice litico en %,
que es la liberacién de hemoglobina en una muestra dividido por la liberacién de hemoglobina en el control positivo (=
lisis osmotica completa de eritrocitos en agua destilada). Los resultados se muestran en la Fig. 14.

Los sensores sin una capa espaciadora provocaron hemolisis de forma significativa, como lo indica un indice
hemolitico alto del 47,4 %. El recubrimiento de los sensores con una capa espaciadora de Lipidure CM 5206 redujo el
potencial hemolitico de los sensores, como lo demuestra un indice litico del 14,7 %. Los sensores recubiertos con una
capa espaciadora de Adapt® provocaron hemdlisis de forma marginal, lo que dio como resultado un indice litico del
7.5 %, que esta en el intervalo del control negativo (= eritrocitos en PBS incubados sin ningun material de prueba) o
Adapt® solo. Estos resultados indicaron la funcién protectora de la capa espaciadora para reducir la hemdlisis.

La invencion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes puntos:
Puntos

1. Un sistema de electrodos para medir la concentracion de un analito en condiciones in vivo, que comprende un
electrodo con moléculas de enzima inmovilizadas, opcionalmente una barrera de difusion que controla la difusion
del analito desde el exterior del sistema de electrodos hasta las moléculas de enzima,

caracterizado por que una membrana espaciadora forma al menos una porcién de la capa externa del sistema de
electrodos y en donde la membrana espaciadora comprende un copolimero hidréfilo de monémeros acrilicos y/o
metacrilicos, en donde el copolimero hidréfilo comprende mas del 50 % molar de mondmeros hidrofilos.

2. El sistema de electrodos del punto 1, en donde la membrana espaciadora es un copolimero hidréfilo de al menos
2 0 3 mondmeros acrilicos y/o metacrilicos.

3. El sistema de electrodos del punto 1 0 2, en donde los mondmeros hidréfilos se seleccionan de (met)acrilésteres
hidréfilos con un grupo polar, por ejemplo OH, OCHs o OC2Hs, (met)acrilamidas hidrdéfilas, acido (met)acrilico o
combinaciones de los mismos.

4. El sistema de electrodos del punto 3, en donde los mondmeros hidrofilos se seleccionan de:

acrilato de 2-hidroxietilo,
metacrilato de 2-hidroxietilo (HEMA),
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acrilato de 2-metoxietilo,

metacrilato de 2-metoxietilo,

acrilato de 2-etoxietilo,

metacrilato de 2-etoxietilo,

acrilato de 2- o 3-hidroxipropilo,

metacrilato de 2- o 3-hidroxipropilo (2- o 3-HPMA),
acrilato de 2- o 3-metoxipropilo,

metacrilato de 2- o 3-metoxipropilo,

acrilato de 2- o 3-etoxipropilo,

metacrilato de 2- o 3-etoxipropilo,

acrilato de 1- o 2-glicerol,

metacrilato de 1- o 2-glicerol,

acrilamida,

metacrilamida,

una N-alquil- o N,N-dialquilacrilamida, y

una N-alquil- o N,N-dialquilmetacrilamida,

en donde el alquilo comprende 1-3 atomos de C,
acido acrilico,

acido metacrilico

y combinaciones de los mismos,

preferentemente de metacrilato de 2-hidroxietiio (HEMA), metacrilato de 2-hidroxipropilo (2-HPMA) vy
combinaciones de los mismos.

5. El sistema de electrodos de uno cualquiera de los puntos 1-4, en donde el copolimero hidréfilo de la membrana
espaciadora comprende al menos el 60 % molar o al menos el 70 % molar de mondmeros hidrofilos.

6. El sistema de electrodos de uno cualquiera de los puntos 1-5, en donde el copolimero de la membrana
espaciadora comprende adicionalmente hasta el 40 % molar o hasta el 30 % molar de monémeros hidréfobos.

7. El sistema de electrodos del punto 6, en donde los mondmeros hidréfobos se seleccionan de:

acrilato de metilo,

metacrilato de metilo (MMA),
acrilato de etilo,

metacrilato de etilo (EMA),
acrilato de n- o i-propilo,
metacrilato de n- o i-propilo,
acrilato de n-butilo,

metacrilato de n-butilo (BUMA),
acrilato de neopentilo,
metacrilato de neopentilo,

y combinaciones de los mismos,

preferentemente de metacrilato de metilo (MMA), metacrilato de n-butilo (BUMA) y combinaciones de los mismos.

8. El sistema de electrodos del punto 6 o 7, en donde los mondmeros hidréfobos son metacrilato de metilo (MMA)
o metacrilato de n-butilo (BUMA), y los mondmeros hidréfilos son metacrilato de 2-hidroxietilo (HEMA) y/o
metacrilato de 2-hidroxipropilo (2-HPMA).

9. El sistema de electrodos de uno cualquiera de los puntos 6-8, en donde la membrana espaciadora comprende
un copolimero de metacrilato de n-butilo (BUMA), metacrilato de 2-hidroxietilo (2-HEMA) y metacrilato de 2-
hidroxipropilo (2-HPMA), en donde el copolimero comprende aproximadamente el 80 % molar de monémeros 2-
HEMA.

10. El sistema de electrodos de uno cualquiera de los puntos 1-9, en donde el copolimero hidréfilo es un copolimero
aleatorio o un copolimero de bloque.

11. El sistema de electrodos de uno cualquiera de los puntos 1-10, en donde el espesor de la membrana
espaciadora es de menos de aproximadamente 20 um, preferentemente menos de 5 um, mas preferentemente de
aproximadamente 1 a aproximadamente 3 uym.

12. El sistema de electrodos de uno cualquiera de los puntos 1-11, en donde la captacion relativa de agua del

copolimero hidréfilo no supera el 50 % en peso, preferentemente el 40 % en peso, mas preferentemente el 30 %
en peso, basandose en el peso total del copolimero.
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13. El sistema de electrodos de uno cualquiera de los puntos 1-12, en donde la barrera de difusién comprende un
poliuretano hidrofilo o un copolimero de bloque que tiene al menos un bloque hidréfilo y al menos un bloque
hidrofobo.

14. El sistema de electrodos de uno cualquiera de los puntos 1-13, que comprende un contraelectrodo (2) que
tiene un conductor eléctrico (2a), un electrodo de trabajo (1) que tiene un conductor eléctrico (1a) sobre el que
estan dispuestas las moléculas de enzima (5) inmovilizadas y opcionalmente la barrera de difusion (8), y una
membrana espaciadora (9) que cubre al menos el electrodo de trabajo (1) y opcionalmente también el
contraelectrodo (2).

15. Un sensor que es insertable o implantable en un cuerpo, que comprende un sistema de electrodos de uno
cualquiera de los puntos 1-15.

16. El sensor del punto 15 para la medicion de glucosa.
17. Uso de un copolimero hidréfilo de mondmeros acrilicos y/o metacrilicos, en donde el copolimero hidréfilo
comprende mas del 50 % molar de monémeros hidréfilos como una membrana espaciadora para un sistema de

electrodos enzimatico.

18. El uso del punto 17, para minimizar la reaccién a cuerpos extrafios (FRB) contra el sistema de electrodos
enzimatico.

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2707 347 T3

REIVINDICACIONES

1. Sistema de electrodos para medir la concentracién de un analito en condiciones in vivo, que comprende un electrodo
con moléculas de enzima inmovilizadas, una barrera de difusidon que controla la difusion del analito desde el exterior
del sistema de electrodos hasta las moléculas de enzima, y una membrana espaciadora que forma al menos una
porcion de la capa externa del sistema de electrodos,

caracterizado por que la barrera de difusion comprende un copolimero de bloque que tiene al menos un bloque hidréfilo
y al menos un bloque hidréfobo, y por que la membrana espaciadora comprende un copolimero hidréfilo de monémeros
acrilicos y/o metacrilicos, en donde el copolimero hidrofilo comprende mas del 50 % molar de mondmeros hidrofilos.

2. El sistema de electrodos de la reivindicacion 1, en donde la barrera de difusién comprende un copolimero de bloque
que tiene un bloque hidréfilo y al menos un bloque hidréfobo.

3. El sistema de electrodos de la reivindicaciéon 1 0 2, en donde la temperatura de transicion vitrea del bloque hidréfobo
de la barrera de difusion esta entre 40 y 100 °C.

4. El sistema de electrodos de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde

(i) un bloque hidrofilo del copolimero de bloque de la barrera de difusién tiene una longitud de 50-200, o de 150-
300, particularmente de 100-150, o de 200-250 unidades monoméricas y/o

(i) un bloque hidréfobo del copolimero de bloque de la barrera de difusion tiene una longitud de 50-200, o de 150-
250, particularmente de 80-150, o de 170-200 unidades monoméricas.

5. El sistema de electrodos de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde un bloque hidréfilo de la barrera
de difusion esta fabricado de unidades monoméricas hidréfilas seleccionadas de (met)acrilésteres hidréfilos con un
grupo polar, por ejemplo OH, OCHs u OC2H2, (met)acrilamidas hidrdfilas, acido (met)acrilico o combinaciones de los
mismos.

6. El sistema de electrodos de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde el bloque hidréfilo de la barrera
de difusion se fabrica de unidades monomeéricas hidrofilas seleccionadas de:

acrilato de 2-hidroxietilo,

metacrilato de 2-hidroxietilo (HEMA),
acrilato de 2-metoxietilo,

metacrilato de 2-metoxietilo,

acrilato de 2-etoxietilo,

metacrilato de 2-etoxietilo,

acrilato de 2- o 3-hidroxipropilo,
metacrilato de 2- o 3-hidroxipropilo (2- o 3-HPMA),
acrilato de 2- o 3-metoxipropilo,
metacrilato de 2- o 3-metoxipropilo,
acrilato de 2- o 3-etoxipropilo,

metacrilato de 2- o 3-etoxipropilo,

acrilato de 1- o 2-glicerol,

metacrilato de 1- o 2-glicerol,

acrilamida,

metacrilamida,

una N-alquil- o N,N-dialquilacrilamida, y
una N-alquil- o N,N-dialquilmetacrilamida,
en donde el alquilo comprende 1-3 atomos de C,
acido acrilico,

acido metacrilico

y combinaciones de los mismos.

7. El sistema de electrodos de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en donde el bloque hidréfilo de la barrera
de difusion comprende al menos dos unidades monoméricas hidrdfilas distintas, particularmente al menos una unidad
monomeérica hidrdéfila no idnica y al menos una unidad monomeérica hidrdfila idnica, en donde la unidad monomérica
i6nica esta presente en una cantidad molar preferentemente del 1-20 % molar.

8. El sistema de electrodos de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en donde un bloque hidréfobo de la barrera

de difusion se fabrica de unidades monoméricas seleccionadas de (met)acrilésteres hidréfobos, monémeros basados
en estireno o combinaciones de los mismos.
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9. El sistema de electrodos de una cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en donde un bloque hidrofobo de la barrera
de difusion se fabrica de unidades monoméricas seleccionadas de:

acrilato de metilo,

metacrilato de metilo (MMA),
acrilato de etilo

metacrilato de etilo (EMA),
acrilato de n- o i-propilo,
metacrilato de n- o i-propilo,
acrilato de n-butilo,

metacrilato de n-butilo (BUMA),
acrilato de neopentilo,
metacrilato de neopentilo,

y combinaciones de los mismos.

10. El sistema de electrodos de las reivindicaciones 1-9, en donde el bloque hidréfobo de la barrera de difusion
comprende al menos dos unidades monoméricas hidréfobas distintas y, preferentemente, una temperatura de
transicion vitrea de aproximadamente 40-80 °C.

11. El sistema de electrodos de una cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en donde la relacion molar de bloque
hidréfilo: bloque hidréfobo de la barrera de difusion esta en el intervalo de 75 % (hidréfilo): 25 % (hidréfobo) a 25 %
(hidrdfilo): 75 % (hidrofobo), particularmente en el intervalo de 65 % (hidréfilo): 35 % (hidréfobo) a 35 % (hidrdfilo):
65 % (hidréfobo), y mas particularmente en el intervalo de 60 % (hidrofilo): 40 % (hidrofobo) a 40 % (hidrdfilo): 60 %
(hidréfobo).

12. El sistema de electrodos de una cualquiera de las reivindicaciones 1-11, que comprende

un contraelectrodo (2) que tiene un conductor eléctrico (2a),

un electrodo de trabajo (1) que tiene un conductor eléctrico (1a) sobre el que estan dispuestas las moléculas de enzima
(5) inmovilizadas y la barrera de difusion (8), y una membrana espaciadora (9), que cubre al menos el electrodo de
trabajo (1) y opcionalmente también el contraelectrodo (2), y en donde las moléculas de enzima (5) inmovilizadas estan
presentes preferentemente en forma de multiples campos que estan dispuestos sobre el conductor (1a) del electrodo
de trabajo (1) con una distancia entre si.

13. El sistema de electrodos de una cualquiera de las reivindicaciones 1-12, en donde la barrera de difusién (8) forma
una capa que cubre la capa enzimatica (5) con un espesor de preferentemente 2-20 ym, mas preferentemente de 5-
20 ym, e incluso mas preferentemente de 10-15 uym.

14. El sistema de electrodos de una cualquiera de las reivindicaciones 1-13, en donde el espesor de la membrana
espaciadora es de menos de aproximadamente 20 um, preferentemente menos de 5 ym, mas preferentemente de
aproximadamente 1 a aproximadamente 3 pym.

15. El sistema de electrodos de una cualquiera de las reivindicaciones 1-14, en donde la barrera de difusion comprende
solo un copolimero de bloque.

16. El sistema de electrodos de una cualquiera de las reivindicaciones 1-15, en donde la barrera de difusion comprende
adicionalmente un plastificante.

17. El sistema de electrodos de una cualquiera de las reivindicaciones 1-16, en donde la barrera de difusién tiene un
coeficiente de difusidn efectivo Der para la glucosa de = 10710 cm?/s, mas preferentemente de = 5-10"'° cm?/s, e incluso
mas preferentemente de = 10° cm?/s.

18. El sistema de electrodos de una cualquiera de las reivindicaciones 1-17, en donde la captacion relativa de agua
del copolimero hidréfilo de la membrana espaciadora no supera el 50 % en peso, preferentemente el 40 % en peso,
mas preferentemente el 30 % en peso, basandose en el peso total del copolimero.

19. Un sensor que es insertable o implantable en un cuerpo, que comprende un sistema de electrodos de una
cualquiera de las reivindicaciones 1-17, en donde el sensor es preferentemente para la medicion de glucosa.
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Figuras 1-3
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Figura 4
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Figura 6
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Figura 7
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Figura 9
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Figura 10
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Figura 11
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Figura 12a

250

200 +

150

100 -

sensor sin
recubrimiento

|

T T

sensor + Adapt sensor+ CM5206

Figura 12b

células no
tratadas

60 +—

50

40

30

20
10 -

.

sensor sin
recubrimiento

T

sensor + Adapt sensor + CM5206

30

células no
tratadas



IL-8 [pg/mi]

250

100 -

|
F— N .
i T T R

50

0

ES 2707 347 T3

Figura 13
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Figura 14
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