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DESCRIPCION
Capa de barrera para sensor de glucosa
Campo de la invencion

La invencion se refiere a sensores de glucosa, a métodos para fabricar tales sensores de glucosa y a métodos para
detectar o determinar la cantidad de glucosa en una muestra.

Antecedentes de lainvencion

Se conoce desde hace cierto tiempo que los boronatos forman complejos de 5 miembros de anillo reversibles con
los sacaridos. Mas recientemente, esta propiedad de los boronatos se ha utilizado en el desarrollo de sensores para
la medicion de glucosa en fluidos biolégicos. Por ejemplo, un sensor puede comprender un receptor de glucosa (el
acido borénico) y un fluoréforo que actia como transmisor de la sefial. Estas quimicas indicadoras se pueden
inmovilizar con facilidad sobre una fibra 6ptica de un didametro apropiado, que a continuacién se puede situar en los
fluidos o tejidos corporales para medir la glucosa.

Se conoce desde hace cierto tiempo que los acidos borénicos forman complejos reversibles con proteinas
glucosiladas y glicosiladas. Aunque se han realizado intentos para elaborar quimicas detectoras de acido borénico
gue sean selectivas, es obvio que las proteinas glicosiladas representan interferencias potenciales en la
determinacion de glucosa en los fluidos corporales cuando se usan acidos borénicos como sensores. Ademas, otros
materiales endogenos de peso molecular medio a alto tienen el potencial de interferir con el receptor de &cido
bordnico actuando como inactivadores del fluoréforo transmisor. Por lo tanto, existe la necesidad de un medio para
eliminar estas interferencias de un sensor de glucosa que usa quimica indicadora de acido borénico/fluoréforo.

Sumario de lainvencién

La invencion aborda el problema que se ha descrito anteriormente mediante el revestimiento de la quimica
indicadora de glucosa de acido borénico/fluoréforo con una capa de barrera protectora que es permeable a la
glucosa pero que limita el paso de moléculas de peso molecular elevado tales como proteinas y proteinas
glicosiladas. Por lo tanto, la presente invencion proporciona un sensor optico de glucosa que comprende

- una regién detectora que comprende un receptor de acido borénico para unirse a la glucosa y un fluoréforo
asociado a dicho receptor;

- una guia de ondas optica para dirigir la luz incidente a la region detectora; y

- una capa de barrera hidréfila, polimérica, permeable a la glucosa que comprende una membrana semipermeable
gue se proporciona sobre al menos una parte de la region detectora, en la que un polimero hidréfilo y/o un
polimero cargado negativamente esta presente dentro de los poros de la membrana, formandose la membrana
por generacion in situ del polimero hidréfilo y/o cargado negativamente por difusién de un monémero hidréfilo y/o
cargado negativamente en los poros de una membrana e inicio de la polimerizacion;

en el que el sensor se adapta de un modo tal que la glucosa entra en la region detectora del sensor a través de
dicha capa de barrera.

La capa de barrera es capaz de limitar el paso de proteinas y proteinas glicosiladas a la regién detectora. Por lo
general, la capa de barrera es basicamente impermeable a proteinas y proteinas glicosiladas. Por ejemplo, la capa
de barrera puede limitar o prevenir el paso de, o ser basicamente impermeable a, moléculas que tienen un peso
molecular mayor de 6000, preferentemente mayor de 5000, mas preferente mayor de 4000.

La capa de barrera comprende una membrana semipermeable, por ejemplo una membrana de didlisis. El tamafio de
poro de la membrana se puede seleccionar de un modo tal que asegure la permeabilidad a la glucosa pero limite o
prevenga el paso de macromoléculas de mayor tamafio tales como proteinas y proteinas glicosiladas. El uso de una
membrana de didlisis que tiene un valor de corte de peso molecular (MWCO) de 1000 a 5000 elimina interferencias
potenciales tales como insulina, beta-microglobulina y albimina y sus derivados glicosilados.

Un polimero hidrdfilo y/o cargado negativamente estd presente dentro de los poros de la membrana. Esto se
consigue a través de una polimerizacion in situ, dentro de los poros de la membrana, de una mezcla de monémeros
que comprende uno o mas mondmeros hidrofilos y/o uno o mas monémeros cargados negativamente. La membrana
resultante es particularmente eficaz como barrera para proteinas y proteinas glicosiladas debido a su hidrofilicidad
y/o carga negativa y tiene la ventaja adicional de que el proceso de polimerizacion se puede usa para controlar, y
para disminuir adicionalmente, el tamafio de poro de la membrana.

La presente invencidn también proporciona un método de deteccion o cuantificacion de la cantidad de glucosa en
una muestra, que comprende insertar en la muestra un sensor de glucosa de acuerdo con la invencién, proporcionar
luz incidente a la regidn detectora del sensor y detectar el patrén de emision del fluoréforo.
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Se describen caracteristicas y realizaciones preferentes adicionales de la invencién en la descripcion acompafiante y
las reivindicaciones anexas.

Breve descripcion de las figuras

Las Figuras 1 y 1a representan un sensor de la invencion que incorpora una fibra éptica y un monitor para tal
sensor.

Las Figuras 2 y 3 representan diversas realizaciones de una region detectora de un sensor de la invencién.

La Figura 4 muestra un grafico de la calibracion de glucosa de un sensor de fibra Optica revestido con una
membrana de didlisis de fibra hueca de poliéter sulfona que estd (a) modificada mediante el proceso de
polimerizacion in situ que se describe en el Ejemplo 1 o (b) sin modificar. Las calibraciones se llevaron a cabo en
sangre humana.

Descripcion detallada de lainvencién

Como se usa en el presente documento, el término hidréfilo indica un material que tiene afinidad por el agua. Los
sensores de glucosa de la invencién se usan por lo general para detectar o cuantificar glucosa en una solucién
acuosa. Por lo tanto, la capa de barrera hidrdéfila en el exterior de la region detectora tiene afinidad por la solucion
acuosa en la que esta disuelta la glucosa. Ademas, la hidrofilicidad de la capa de barrera ayuda a repeler las
proteinas plasmaticas cuando se usa un sensor en un fluido corporal, en particular en sangre.

Como se usa en el presente documento, una capa de barrera permeable a la glucosa es un material que permite el
paso de glucosa a través de la capa pero que limita el paso de proteinas y proteinas glicosiladas.

La presente invencion esta prevista para su uso con cualquier sensor Optico de glucosa que use quimica detectora
de glucosa de acido boronico/fluoréforo. Estan previstos particularmente los sensores de fibra optica, pero la
presente invencion también se puede usar con sensores que tengan diferentes tipos de guias de onda Opticas. La
deteccién de glucosa se lleva a cabo por lo general en fluidos corporales tales como tejido intersticial o sangre,
aunque se puede llevar a cabo la deteccion de cualquier soluciéon acuosa usando los sensores de la invencion. Las
realizaciones particulares que se describen en el presente documento estan previstas para su Uso como sensores
invasivos para insercién en un vaso sanguineo. Sin embargo, la presente invencién no se limita a tales sensores
invasivos. Los sensores no invasivos para uso in vitro, los sensores implantables y los sensores subcutaneos
también estan dentro del ambito de la presente invencion.

Un ejemplo de un sensor de la invencién que incorpora una fibra optica se representa en las Figuras 1 y la. El
sensor 1 comprende una fibra optica 2 que incluye una region detectora 3 en su extremo distal. En el caso de un
sensor invasivo, la fibra 2 estd adaptada para insercion en un paciente, por ejemplo insercién en un vaso sanguineo
a través de una canula. La region detectora 3 (que se representa con mayor detalle en las Figuras 2 y 3) contiene
una celda o camara 7 en la que esta contenida la quimica indicadora. La fibra dptica se prolonga a través del cable 4
al conector 5 que esta adaptado para acoplarse con un monitor 8 apropiado. El monitor incluye por lo general un
cable dptico 4a opcional que en un extremo se acopla al conector en 5a y en el otro se bifurca para conectarse a (a)
una fuente apropiada de luz incidente para el sensor optico 9 y (b) un detector para la sefial 10 de retorno.

En una realizacion, el sensor de la invencién es un sensor desechable. El sensor esta adaptado por lo general para
conectarse a un monitor no desechable que comprende una fuente 9 de luz y un detector 10.

Como se representa en la Figura 2, la region detectora 3 incorpora una celda 7 en forma de una camara dentro de la
fibra. La celda puede tener cualquier forma, siempre que permita que pueda estar contenida la quimica indicadora en
la ruta de la luz incidente dirigida por la guia de ondas, en este caso una fibra. De ese modo, la celda puede estar
unida al extremo distal de la fibra o guia de ondas o puede estar en forma de una camara dentro de la fibra teniendo
una forma deseada.

La celda 7 contiene la quimica indicadora, en concreto un receptor de acido borénico para unirse a la glucosa y un
fluoréforo asociado al receptor. El patron de emision (por ejemplo, la longitud de onda, intensidad, vida util) del
fluoréforo se altera cuando el analito se une al receptor permitiendo la deteccion optica de glucosa. El receptor y el
fluoréforo se pueden unir directamente entre si en forma de un constructo receptor-fluoréforo. Algunos ejemplos de
fluoréforos adecuados incluyen antraceno, pireno y los derivados de los mismos. Algunos ejemplos de receptores de
acido borénico adecuados son los compuestos que tienen al menos uno, preferentemente dos grupos &acido
bordnico.

En una realizacién preferente, el receptor es un grupo de férmula (1)
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en la que m y n son iguales o diferentes y son por lo general uno o dos, preferentemente uno; Sp es un espaciador
alifatico, por lo general un resto alquileno, por ejemplo un resto alquileno C1-C12, por ejemplo un resto alquileno C6;
y L1 y L2 representan los posibles puntos de union a otros restos, por ejemplo a fluoréforo o a un hidrogel. Por
ejemplo, L1 y L2 pueden representar un resto alquileno, alquileno-arileno o alquileno-arileno-alquileno, unido a un
grupo funcional. Cuando no se prevé ninguna unién a otro resto, el grupo funcional esta protegido o reemplazado por
un &tomo de hidrégeno. Los grupos alquileno habituales para L1 y L2 son grupos alquileno C1-C4, por ejemplo
metileno y etileno. Los grupos arileno habituales son grupos fenileno. El grupo funcional es por lo general cualquier
grupo que pueda reaccionar para formar un enlace, por ejemplo, con el fluoréforo o un hidrogel, por ejemplo éster,
amida, aldehido o azida.

La variacion de la longitud del espaciador Sp altera la selectividad del receptor. Por lo general, una cadena de
alquileno C6 proporciona un receptor que tiene una buena selectividad por la glucosa.

Se encuentran detalles adicionales de tales receptores en el documento de Patente US 6.387.672.

El receptor y el fluoréforo estan unidos por lo general entre si y pueden estar unidos ademds a una matriz polimérica.
Un hidrogel es un ejemplo de una matriz polimérica adecuada.

La region detectora 3 del sensor de glucosa tiene una o mas aberturas 6a, 6b para permitir que la glucosa entre en
la celda. La capa de barrera de la invencion se proporciona por lo general a través de estas aberturas de un modo tal
gue la glucosa entre en la celda a través de la capa de barrera. En las Figuras 2 y 3, la capa de barrera se
proporciona sobre la region detectora 3 completa. Sin embargo, alternativamente, la capa de barrera se puede
proporcionar solamente sobre parte de la region detectora, por ejemplo solo a través de las aberturas 6a y 6b.

El sensor esta disefiado por lo general de un modo tal que cualquier abertura en la region detectora a través de la
cual pueda pasar la glucosa esta cubierta con la capa de barrera. Esto asegura que la adsorcion de proteinas este
limitada al menos a las aberturas en la regiéon detectora. Sin embargo, en una realizacion preferente, la region
detectora completa, o la superficie completa del sensor que va a entrar en contacto con la muestra que se somete a
ensayo, se reviste o se cubre con la capa de barrera. Esto ayuda a prevenir la adsorcion de proteinas sobre
cualquier superficie del sensor y mejora la biocompatibilidad del sensor en el caso de sensores invasivos o
implantables.

Como se representa en la Figura 2, la capa de barrera BL puede aplicarse directamente sobre la regiéon detectora,
en este caso sobre la punta de la fibra 6ptica. En una realizacién alternativa que se representan la Figura 3, la regién
detectora 3 se proporciona dentro de un soporte 11 separado y la capa de barrera se proporciona sobre el soporte
11. El uso de una estructura de soporte separada proporciona resistencia adicional a la capa de barrera que por si
misma puede ser muy fragil. Se proporcionan orificios o poros en el soporte para permitir que la glucosa entre en la
region detectora 3. Algunas estructuras de soporte adecuadas son tubos de polimero que se perforan con orificios,
por ejemplo mediante ablacién con laser. Las fibras huecas microporosas que se usan habitualmente en los
oxigenadores médicos y que tienen poros de aproximadamente 0,2 micrometros de didmetro proporcionan
estructuras de soporte apropiadas para su uso con los sensores de fibra Optica. Algunas estructuras de soporte
alternativas son cubiertas tejidas de materiales poliméricos o metalicos tales como las que se describen en el
documento de Patente WO2009/019470.

Si se desea, la capa de barrera puede estar adherida a la superficie del sensor, por ejemplo, a la propia fibra 6ptica o
al soporte 11. Se puede conseguir mediante la aplicacion de un adhesivo adecuado tal como cianoacrilato.
Alternativamente, cuando la superficie del sensor y el material de la capa de barrera son apropiados, la unién entre
la capa de barrera y el sensor se puede termoformar, por ejemplo en Ja, Jb de las Figuras 2 y 3.
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La capa de barrera se forma a partir de un material polimérico que es hidréfilo, permeable a la glucosa y que ofrece
cierta restriccion al paso de materiales de alto peso molecular tales como proteinas.

Un hidrogel, como se usa en el presente documento, es una matriz polimérica hidréfila que se hincha cuando se
sitla en agua. Cuando se sitla en agua, el agua se dispersa a través de la matriz. Algunos ejemplos de materiales
de hidrogel adecuados incluyen poliacrilamida reticulada, polidimetil acrilamida, polihidroxi metacrilato de etilo,
polivinilpirrolidona, acrilatos de polietilenglicol y metacrilatos de polietilenglicol. El hidrogel se reviste por lo general
directamente sobre la superficie exterior de la regién detectora, y en el caso de una fibra dptica se reviste por lo
general directamente sobre la punta de la fibra éptica. El hidrogel puede incorporar materiales adicionales tales
como aniones, como se describe adicionalmente posteriormente.

La capa de barrera se forma mediante una membrana semipermeable tal como una membrana de didlisis. Las
membranas de dialisis son membranas semipermeables que separan las moléculas en virtud de su forma, tamafio,
hidratacién y polaridad. Son particularmente adecuadas para su uso en la presente invencion dado que su tamafio
de poro permite que la glucosa permee la membrana pero es demasiado pequefia para permitir el paso de proteinas.
Las membranas de dialisis estan habitualmente en forma de fibras huecas y estan disponibles en materiales tales
como poliariletersulfona, poliamida, policarbonato, poliacrilonitrilo, polisulfona, polietersulfona, fluoruro de
polivinilideno y materiales celulésicos o las mezclas o las modificaciones de los mismos.

En otro aspecto de esta realizacion, que se describe con detalle posteriormente, la membrana semipermeable se
forma a partir de una membrana microporosa que tiene polimeros incorporados dentro de los poros de la membrana
(por ejemplo, mediante polimerizacion in situ dentro de los poros). La presencia de los polimeros dentro de los poros
causa una reduccion en el tamafio de poro de un modo tal que la membrana actiia como membrana semipermeable,
formando una barrera para los materiales de peso molecular elevado tales como proteinas y proteinas delicadas.
Algunas membranas microporosas adecuadas para su uso en este aspecto tienen por lo general un tamafo de poro
en la region de 0,1 a 10 um, por ejemplo hasta 2 um o hasta 1 um, por ejemplo aproximadamente 0,2 um.

Las membranas semipermeables estan disponibles con diferentes tamafios de poro que estan relacionados con el
valor de corte de peso molecular (MWCO) de la membrana. El valor de corte de peso molecular indica el peso
molecular maximo de una molécula que puede atravesar los poros de la membrana. Los tamafios de poro pequefios
se denominan "flujo bajo" con un bajo MWCO y un tamafio de poro mayor se denomina "alto flujo" con un alto
MW(CO. Las proteinas son macromoléculas que varian en peso molecular de aproximadamente 6000 para la insulina
a 11.800 para la beta-microglobulina, de 66.200 para la albumina a 970.000 para IGN. De ese modo, para eliminar
estas interferencias potenciales y sus derivados se deberia elegir un material de bajo MWCO que no permita que los
materiales de un peso molecular de 6000 o mayor pasen a través pero permita que pase la glucosa (Pm de 180). Sin
embargo, el tamafio de poro se deberia maximizar mientras que se eliminan estas interferencias con el fin de
proporcionar un flujo maximo de glucosa en el interior del sensor.

Con el fin de proporcionar un tiempo de respuesta aceptable para un sensor intravascular que mide la glucosa de
forma continua, la membrana se deberia seleccionar preferentemente para que proporcione un tiempo de respuesta
de un 90% de no mas de tres minutos, preferentemente no mas de dos minutos y medio. Las membranas
preferentes tienen un MWCO de al menos 1000 y preferentemente no mas de 5000. Por ejemplo, el MWCO puede
ser al menos 1500 o al menos 2000, por ejemplo no mas de 4000. Los tamafios de poro eficaces preferentes
(tamafios de poro preferentes) son de 1 a 20 nm, preferentemente de 1 a 10 nm, por ejemplo aproximadamente
6 nm.

En la realizacién de la invencion que se describe posteriormente en la que la polimerizacién se lleva a cabo dentro
de los poros de la membrana, la etapa de polimerizacion disminuye el MWCO eficaz y el tamafio de poro de la
membrana. EIl MWCO vy los tamafios de poro preferentes que se han descrito anteriormente se refieren a la
membrana final para su uso en el sensor de glucosa y por lo tanto son el MWCO eficaz y los tamafios de poro
eficaces de la membrana resultante después de la polimerizacion in situ.

El sensor se puede revestir o cubrir directamente con la membrana, pero es preferente que la membrana se
proporcione sobre un soporte, por ejemplo un tubo en el que se sitla el sensor (véase la Figura 3). En una
realizacion, la region detectora del sensor se reviste con un hidrogel y la membrana, por ejemplo la capa de barrera
de membrana de dialisis se sitla sobre la capa de hidrogel.

Algunos de los materiales que se usan como materiales de membrana de dialisis son inherentemente hidréfobos, por
ejemplo polisulfona, polietersulfona y fluoruro de polivinilideno. De acuerdo con la presente invencion, la capa de
barrera es hidrofila con el fin de evitar adsorcion de proteinas séricas sobre la capa. Por lo tanto, se modifican
materiales que son por naturaleza hidréfobos con el fin de proporcionar cierto caracter hidrofilo, por ejemplo
mediante injerto de grupos hidréfilos en el polimero o mediante polimerizacién de injerto usando mondémeros
hidrofilos. Algunos grupos y monomeros hidréfilos adecuados incluyen metacrilato de 2-hidroxietilo, acido
(met)acrilico y grupos o0 monémeros que portan hidroxilo o sulfonilo.
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La polimerizacién de injerto se puede conseguir de acuerdo con las técnicas de M Belfort et al. (J Membr Sci.
1996.111. 193-215). Estos describen el uso de técnicas de radiacion para polimerizar mediante injerto monémeros
hidrofilos tales como metacrilato de 2-hidroxietilo, acido acrilico, y acido metacrilico sobre superficies de membrana
de polisulfona, lo que da como resultado membranas con un aumento de flujo. Se describen técnicas alternativas por
parte de Higuchiet et al. (J. Membr Sci. 1991.57.175-185.) en las que se injertan quimicamente grupos terminados
en los extremos con sulfonilo e hidroxilo a superficies de membrana de polisulfona, lo que conduce a una reduccién
de la adsorcion de proteinas.

Se pueden proporcionar alternativamente membranas hidréfilas mediante el uso de injerto anfifilico o polimeros de
peine como aditivos modificadores de superficie para las membranas (Mayes et al. Macromolecules. 2002.35.7652-
61.). De forma similar, se pueden incorporar grupos polietilenglicol a un polimero de polisulfona como se describe
por parte de Mayes et al. (Biomaterials. 2006. 27. 856-865.). Estas membranas han mostrado una resistencia
considerable a la adsorcién de proteinas y la adhesion celular. Algunos ejemplos de membranas adecuadas son los
que se describen en el documento de Patente US 6.193.077. Estas son membranas de polietersulfona
macroporosas (con poros de 0,1 a 100 micrémetros) hidréfilas que no se agrietan preparadas mediante
revestimiento de la superficie con una solucion acuosa de un polimero de 6xido de polialquileno de alto peso
molecular preformado (de 25.000 a 1.000.000 daltons) y un monémero polifuncional seguido de polimerizacién en
plasma. Algunos ejemplos adicionales de membranas adecuadas son las que se describen en el documento de
Patente US 5.468.390. Estas membranas son membranas de arilpolisulfona que se han modificado mediante
polimerizacion de monémeros monofuncionales sobre la superficie sin el uso de un iniciador.

Aqui se describe, pero no es parte de la invencién, una realizaciéon en la que el caracter hidrofilo se proporciona
mediante la incorporacién de uno o mas polimeros hidréfilos durante formacion por hilado por via himeda de una
membrana de dialisis. Las membranas de dialisis se producen por lo general mediante hilado de una solucién de un
polimero apropiado con el fin de formar la estructura de membrana deseada (por ejemplo una membrana de didlisis
de fibra hueca, que se puede usar para cubrir el sensor). En esta realizacion, se afiade un polimero hidréfilo a la
solucion de polimero antes del hilado, lo que conduce de ese modo a una membrana de didlisis formada por el
polimero o polimeros de membrana principales (por ejemplo polisulfona, polietersulfona o fluoruro de polivinilideno)
asi como el polimero o polimeros hidréfilos. La membrana resultante comprende por lo tanto areas o bolsillos
hidréfilos que permiten que el agua pase a través. La hidrofilicidad de la membrana resultante se puede controlar
variando la cantidad de polimero hidréfilo que se incorpora. Por lo general, el polimero hidréfilo compone
aproximadamente un 10% del contenido de polimero total de la solucién antes de hilado.

Un polimero hidréfilo, como se usa en el presente documento, es un polimero que comprende unidades que tienen
caracter hidréfilo, por ejemplo, que se prepara a partir de una mezcla de monémeros en la que al menos uno de los
mondémeros tiene caracter hidrofilo. Algunos ejemplos de polimeros hidréfilos adecuados son polietilenglicol, 6xido
de polietileno y polivinilpirrolidona.

En una realizacién alternativa adicional, se proporciona caracter hidréfilo mediante la provision de un polimero
hidréfilo, que tiene por lo general grupos funcionales con caracteristicas repelentes de proteinas conocidas, dentro
de los poros de la membrana. La provision del polimero dentro de los poros de la membrana se consigue mediante
la difusién de uno o mas mondmeros hidréfilos adecuados en la membrana (por ejemplo de un tamafio de poro de 6
a 20 nm) e iniciando una polimerizacion, por ejemplo aplicando activacion por UV en presencia de un iniciador. Esto
conduce a una polimerizacion que se produce dentro de los poros de la membrana y el polimero resultante queda
atrapado dentro de los poros. Si se desea, las etapas de difusién y polimerizacién se pueden repetir una o mas
veces para aumentar la cantidad de polimero formada dentro de los poros de la membrana. La membrana esta, por
ejemplo, en forma de una membrana de didlisis de fibra hueca de un modo tal que el tubo resultante se podria usar
para cubrir el sensor proporcionando las propiedades de barrera necesarias.

En un aspecto alternativo de esta realizacion, el polimero hidréfilo se proporciona dentro de los poros de una
membrana microporosa, por ejemplo una fibra hueca microporosa (de un tamafio de poro habitual de 0,1 a 10 um,
por ejemplo hasta 2 um o hasta 1 um, por ejemplo aproximadamente 0,2 um). La disminucién inherente en el
tamafio de poro causada por la polimerizacion in situ dentro de los poros de la membrana proporciona una
membrana que es una barrera apropiada para las interferencias tales como proteinas y proteinas glicosiladas.

Cuando se usa una membrana microporosa, esta se puede aplicar sobre un soporte separado 11 como se
representa en la Figura 3. Alternativamente, la propia membrana microporosa puede funcionar tanto como el soporte
asi como la capa de barrera.

En esta realizacion, el grupo funcional integrado en la membrana (por ejemplo la membrana microporosa o la
membrana de didlisis) es preferentemente polietilenglicol u 6xido de polietileno que tienen caracteristicas conocidas
repelentes de proteinas. Los monémeros hidréfilos adecuados para su uso en esta realizacion incluyen por lo tanto
dimetacrilato de polietilenglicol, polietilenglicol dimetilacrilamida, diacrilato de polietilenglicol y polietilenglicol
diacrilamida, o una combinacion de los mismos. Es preferente el dimetacrilato de polietilenglicol. El dimetacrilato de
polietilenglicol y el diacrilato de polietilenglicol, y diversos derivados, de pesos moleculares variables, se pueden
obtener con facilidad en Sigma-Aldrich, UK.
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Por lo general, la mezcla de polimerizaciéon que se difunde en los poros de la membrana comprende un monémero
prolongador de cadena ademéas del mondmero o mondmeros hidréfilos. Algunos ejemplos de prolongadores de
cadena adecuados incluyen di(met)acrilato y di(met)acrilamida.

Se ha mostrado que las membranas de acuerdo con esta realizacion de la invencién proporcionan una inhibicion
significativa de la adsorciébn de proteinas y una mejora como barrera a interferencias de receptor de acido
boroénico/fluoréforo. Ademas, tales membranas tratadas proporcionan la capacidad de disminuir y ajustar finamente
el tamafio de poro de la membrana. Dado que el monémero o mondmeros hidréfilos se difunden en los poros de la
membrana y se polimerizan in situ, el tamafio de poro disminuira y por lo tanto aumentara el MWCO. Esta
disminucion en el tamafio de poro proporciona una membrana que actla como una barrera mas eficaz a las
proteinas y las proteinas glicosiladas. Por lo tanto, mediante la variacion de la concentracion de la solucion de
monoémero que se difunde y el reticulador, y el nimero de veces que se lleva a cabo la difusion y la polimerizacion,
se pueden ajustar el tamafio de poro y el MWCO y se pueden determinar mediante experimento. El MWCO se
puede determinar mediante la difusion de materiales monodispersos de pesos moleculares conocidos con una
molécula fluorescente afiadida. Se hacen pasar materiales de peso molecular gradualmente creciente traves de la
membrana y se puede determinar el avance de la difusion usando un fluorémetro como detector. Algunos ejemplos
de materiales monodispersos adecuados son dextranos marcados con fluoresceina disponibles en Sigma-Aldrich y
en una diversidad de pesos moleculares.

En un aspecto adicional de la invencion, la eficacia de la capa de barrera se puede mejorar mediante la
incorporacion de una carga negativa en la capa. Las proteinas estan cargadas negativamente a pH fisioldgico de un
modo tal que la incorporacion de una carga negativa en la capa de barrera actla como repelente para las proteinas
incluyendo proteinas glicosiladas, u otras interferencias cargadas negativamente. Esto se puede conseguir mediante
la incorporacion de un mondmero o polimero cargado negativamente o un anién a la capa de barrera.

Los aniones son particularmente adecuados para la incorporacion a un hidrogel. Algunos ejemplos de aniones
adecuados incluyen haluros, sulfonato, carboxilato, alcoxido.

Los mondmeros o polimeros cargados negativamente son adecuados para la incorporacion a una capa de barrera
de membrana (por ejemplo, una membrana microporosa o una membrana de dialisis). Los monémeros o polimeros
cargados negativamente adecuados incluyen sulfopropilmetacrilato de potasio, y los acidos acrilico o metacrilico o
sus polimeros correspondientes.

Se pueden difundir uno 0 mas monémeros cargados negativamente tales como sulfopropilmetacrilato de potasio en
la membrana (por ejemplo una membrana microporosa o0 una membrana de dialisis) y a continuacién polimerizarlos
in situ. La polimerizacion se puede llevar a cabo de una forma similar a la que se ha discutido anteriormente con
respecto a los monémeros hidrofilos tales como dimetacrilato de polietilenglicol. Este proceso conduce a la
formacion de un polimero cargado negativamente que estd atrapado en virtud de su tamafio, o a través de
copolimerizacion con mondmeros hidréfilos, en el interior de los poros de la membrana (por ejemplo una membrana
microporosa o una membrana de dialisis). Tal polimerizacion se puede llevar a cabo usando uno 0 mas monémeros
cargados negativamente solos, o usando una mezcla de uno o mas mondémeros hidréfilos que se han descrito
anteriormente y uno o0 mas mondémeros cargados negativamente.

En una realizacion alternativa, el material cargado negativamente es heparina. Esto tiene la ventaja de que la carga
negativa aportada por la molécula de heparina repele las proteinas, pero tiene el beneficio afiadido de ser
antitrombogénico. La heparina se puede incorporar a un hidrogel o injertarse a, o polimerizarse con, una membrana
(por ejemplo una membrana microporosa o una membrana de didlisis).

El sensor se fabrica mediante la provisién de una region detectora que comprende un receptor de acido borénico
para unirse a la glucosa y un fluoréforo asociado a dicho receptor; la provisién de una guia de ondas Optica para
dirigir la luz incidente sobre la region detectora; y la provision de una capa de barrera hidréfila, polimérica, permeable
a la glucosa sobre al menos una parte de la region detectora; y en el que el sensor esta adaptado de un modo tal
gue la glucosa entra en la region detectora del sensor a través de dicha capa de barrera.

La capa de barrera comprende una membrana semipermeable y el método comprende difundir uno o mas
mondmeros seleccionados entre mondmeros hidréfilos y cargados negativamente en los poros de la membrana (por
ejemplo una membrana de diélisis 0 una membrana microporosa) e iniciar la polimerizacion. Esto da como resultado
un polimero hidréfilo y/o cargado negativamente que se forma dentro de los poros de la membrana (por ejemplo la
membrana microporosa o de didlisis) y una disminucién en el tamafio de poro. La polimerizacion para formar el
polimero hidréfilo o cargado negativamente se puede llevar a cabo antes o después de aplicar la membrana (por
ejemplo la membrana microporosa o la membrana de didlisis) a la region detectora del sensor.

Ejemplo 1

Se sumergié una membrana de didlisis de fibra hueca de polietersulfona en la mezcla de polimerizacion que se
expone a continuacion durante 10 minutos y a continuacion se inicié la polimerizacion mediante UV a 240 nm
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durante 30 segundos con un ajuste de energia de 8,3 milivatios. La membrana resultante se lavé en una solucion de
tampon fosfato a 37 °C durante 12 horas, se aclaré en agua destilada de a continuacién se seco.

Mezcla de polimerizacién
2,00 g Metacrilato de polietilenglicol (600)
1,00 g Dimetilacrilamida
0,50 g Propilsulfometacrilato de potasio
0,02 g Irgacure 651
0,20 g Triton X
3,50 Agua

La membrana resultante contiene un polimero que tiene unidades obtenidas a partir de dimetil acrilamida,
sulfopropilmetacrilato de potasio, y esta reticulada con dimetacrilato de polietilenglicol dentro de los poros.

La region detectora de un sensor de glucosa de fibra 6ptica que utiliza un indicador de acido diborénico/fluoréforo de
acuerdo con los que se describen en el documento de Patente US 6.387.672 se cubrid con la membrana anterior y
se usO para determinar las concentraciones de glucosa de sangre humana. Con fines de comparacion, también se
llevaron a cabo experimentos en muestras de sangre humana usando un sensor idéntico al que se ha descrito
anteriormente excepto en que se cubrié6 con una membrana de didlisis de fibra hueca de polietersulfona sin
modificar.

Los sensores se sometieron a ensayo por excitacion con una longitud de onda de excitacion apropiada y medicion
de la sefal de emision de la quimica del sensor. Se definid6 una curva de respuesta a glucosa variando la
concentracion de glucosa en tres puntos, y la curva se defini6 ademas mediante un conjunto de tres constantes que
permite el calculo de la concentracion de glucosa para cualquier intensidad de emisién medida dada. La modulacion
es una medida del cambio de intensidad para un cambio dado en la concentracién de glucosa y por lo tanto es una
medida de la sensibilidad del sensor. Se determiné una modulacion inicial a tiempo cero a partir de una calibracion
de 3 puntos en solucion salina isoténica tamponada con fosfato y esta se comparé con las modulaciones calculadas
a partir de calibraciones adicionales de 3 puntos seguidas de exposicion de los sensores a sangre humana durante 5
y 20 horas. Los resultados se representan en la Figura 4.

La Figura 4 muestra comparativamente la intensidad de sefial fluorescente de cada sensor. Se puede observar que
la disminucién en la intensidad fluorescente con el tiempo es mucho mayor para el sensor que tiene la membrana sin
modificar que para el sensor con la membrana modificada. La membrana modificada tiene unas propiedades de
barrera mucho mejores frente a las proteinas y las proteinas glicosiladas que estan presentes en la sangre humana,
dando como resultado un aumento significativo de la sensibilidad del sensor.

La presente invencion se ha descrito por referencia a una diversidad de realizaciones y ejemplos particulares. Sin
embargo, la invencion no se limita a estas realizaciones y ejemplos especificos.
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REIVINDICACIONES
1. Un sensor 6ptico de glucosa que comprende:

- una region detectora que comprende un receptor de acido boronico para unirse a la glucosa y un fluoréforo
asociado a dicho receptor;

- una guia de ondas Optica para dirigir luz incidente a la region detectora; y

- una capa de barrera hidréfila, polimérica, permeable a la glucosa que comprende una membrana
semipermeable que se proporciona sobre al menos una parte de la region detectora, en la que esta presente un
polimero hidréfilo y/o un polimero cargado negativamente dentro de los poros de la membrana, formandose la
membrana mediante generacion in situ del polimero hidréfilo y/o cargado negativamente por difusion de un
monomero hidréfilo y/o cargado negativamente en los poros de una membrana e iniciando la polimerizacion;

en el que el sensor se adapta de modo que la glucosa entre en la region detectora del sensor a través de dicha capa
de barrera.

2. Un sensor de glucosa de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la membrana limita el paso de proteinas y
proteinas glicosiladas que tienen un peso molecular de 6000 o mayor.

3. Un sensor de glucosa de acuerdo con la reivindicaciéon 1 o 2, en el que la membrana limita el paso de proteinas y
proteinas glicosiladas que tienen un peso molecular de 5000 o mayor.

4. Un sensor de glucosa de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la membrana tiene un diametro
de poro eficaz de 1 a 20 nm.

5. Un sensor de glucosa de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que esta presente un
polimero cargado negativamente dentro de los poros de la membrana, formandose la membrana por difusién de un
mondémero cargado negativamente en los poros de una membrana e iniciando la polimerizacion.

6. Un sensor de glucosa de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la membrana
semipermeable se forma por difusion de un mondmero hidréfilo y/o cargado negativamente en los poros de una
membrana de didlisis e iniciando la polimerizacion.

7. Un sensor de glucosa de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la membrana
semipermeable se forma por difusién de un monémero hidréfilo y/o cargado negativamente en los poros de una
membrana microporosa e iniciando la polimerizacion.

8. Un sensor de glucosa de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes en el que la capa de
barrera incorpora un anién o un grupo o molécula cargado negativamente.

9. Un sensor de glucosa de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la capa de
barrera comprende heparina.

10. Un sensor de glucosa de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes en el que la region
detectora se proporciona dentro de un soporte y la capa de barrera se proporciona sobre dicho soporte.

11. Un método de fabricacion de un sensor de glucosa de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
precedentes, que comprende

- proporcionar una region detectora que comprende un receptor de acido borénico para unirse a la glucosa y un
fluoréforo asociado a dicho receptor;

- proporcionar una guia de ondas optica para dirigir luz incidente a la regién detectora; y

- proporcionar una capa de barrera hidrofila, polimérica, permeable a la glucosa sobre al menos una parte de la
region detectora en el que la capa de barrera es una membrana semipermeable y el método comprende difundir
un monémero o monémeros hidrdéfilos y/o cargados negativamente en los poros de una membrana e iniciar una
polimerizacién, para proporcionar una membrana semipermeable que comprende un polimero hidréfilo y/o
cargado negativamente dentro de los poros de la membrana;

en el que el sensor se adapta de modo que la glucosa entre en la region detectora del sensor a través de dicha capa
de barrera.

12. Un método de acuerdo con la reivindicacién 11, en el que el método comprende difundir un monémero o
monoémeros hidréfilos y/o cargados negativamente en los poros de una membrana microporosa e iniciar la
polimerizacion.
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13. Un método de acuerdo con la reivindicacion 11 en el que el método comprende difundir un monémero o
monoémeros hidrofilos y/o cargados negativamente en los poros de una membrana de didlisis e iniciar la
polimerizacion.

14. Un método de acuerdo con la reivindicacién 11, en el que la capa de barrera es una membrana de didlisis
producida por hilado de una solucion de polimero que comprende al menos un polimero hidréfilo y/o cargado
negativamente.

15. Un método de deteccidn y/o cuantificacion de la cantidad de glucosa en una muestra, que comprende insertar en

la muestra un sensor de glucosa de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, proporcionar luz
incidente a la region detectora del sensor y detectar el patron de emision del fluoréforo.

10
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