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DESCRIPCION
Sensor de glucosa

La invencion se refiere a sensores de glucosa para detectar y cuantificar la cantidad de glucosa en una muestra que
puede contener una especie interferente, por ejemplo, manitol. También se proporcionan métodos para cuantificar la
cantidad de glucosa en dicha muestra.

Antecedentes

Se sabe que los acidos bordnicos forman aductos reversibles con 1,2- y 1,3-dioles. Este fendmeno se ha utilizado al
unir un receptor de acido borénico a los croméforos o fluoréforos en un intento de disefiar sensores para la medicion
continua de la glucosa. También se han disefiado productos quimicos fluoréforos de acido diborénico que producen
aductos 1:1 con 1,2-dioles. Ademas, si el acido diborénico esta unido a los fluoréforos a través de un enlace corto,
entonces, la quimica funciona mediante un mecanismo de transferencia de electrones fotoinducido ("PET").

Ha habido un enorme impulso para utilizar estas quimicas en el desarrollo de sensores para medir la glucosa
fisiolégica. El objetivo ha sido mejorar la precisién vy la fiabilidad para calcular la concentracion de glucosa.

Sumario

Las especies interferentes a veces pueden estar presentes en cantidades significativas en la sangre. Por ejemplo, el
manitol puede estar presente en un entorno clinico. Las especies interferentes, incluyendo el manitol, pueden ser
capaces de competir con la glucosa para unirse al receptor de acido bordnico en un sensor de glucosa.

Las especies interferentes, tales como el manitol, pueden llevar a errores durante los métodos de deteccién de glucosa.
Algunos posibles interferentes, tales como los sacaridos (por ejemplo, manitol), tienen un peso molecular y una
estructura quimica similares a la glucosa. Por lo tanto, aunque se pueden usar capas de barrera protectora para
bloquear algunos posibles interferentes, ciertos posibles interferentes, incluyendo el manitol, pueden atravesar las
capas de barrera permeables a la glucosa. Cuando surgen errores significativos durante la monitorizacién de los
niveles de glucosa de un paciente (por ejemplo, debido a la presencia de un interferente tal como el manitol en la
sangre), pueden surgir diagnosticos y/o patrones de tratamiento médico erroneos potencialmente peligrosos.

Los sensores de glucosa y los métodos proporcionados en el presente documento, por lo tanto, abordan el problema
de las imprecisiones que surgen durante la deteccién quimica de los sensores de glucosa, en particular, cuando estas
imprecisiones surgen debido a la presencia de un interferente en la muestra.

Los métodos proporcionados en el presente documento pueden incluir la obtencion de dos mediciones de la cantidad
de glucosa usando un primer y un segundo método de medicidn, métodos que difieren en su sensibilidad a la cantidad
de interferente de la muestra. La comparacion entre las dos mediciones se puede usar para determinar si hay algun
interferente presente en la muestra y, si es asi, para tomar las medidas adecuadas para abordar este problema, por
ejemplo, para obtener una evaluacion precisa de la concentracion de glucosa en la muestra.

Por lo tanto, un método para cuantificar la cantidad de glucosa de una muestra que puede incluir un interferente puede
incluir:

proporcionar luz incidente a la regién de deteccion de un sensor de glucosa expuesto a la muestra, en el que el
sensor de glucosa comprende una region de deteccién que comprende al menos un primer sistema indicador que
incluye un primer receptor para la unién a la glucosa y un primer fluoréforo asociado con el primer receptor, un
segundo sistema indicador que comprende un segundo receptor para la unién a la glucosa y un segundo fluoréforo
asociado con el segundo receptor, y una matriz polimérica, en el que el primer receptor y el primer fluoréforo y el
segundo receptor y el segundo fluoréforo estan unidos a la matriz polimérica de modo que la primera matriz
polimérica porta simultdneamente el primer receptor y el primer fluoréforo junto con el segundo receptor y el
segundo fluoréforo, y

una guia de onda 6ptica para dirigir la luz sobre la regién de deteccion;

obtener una primera medicién de la cantidad de glucosa mediante un primer método de medicién que incluye
detectar la emisién de dicho primer fluoréforo;

obtener una segunda medicién de la cantidad de glucosa mediante un segundo método de mediciéon que
comprende detectar la emision de dicho segundo fluoréforo, en el que el segundo método de medicion difiere en
su sensibilidad hacia la cantidad de dicho interferente en la muestra con respecto al primer método de medicion; y
comparar dicha primera medicién y dicha segunda medicién y, de ese modo, determinar si cualquier dicho
interferente esta presente en la muestra;

en el que dicho interferente es una sustancia que es capaz de interferir en la uniéon de la glucosa a dicho primer
receptor.
En algunos casos, los métodos proporcionados en el presente documento incluyen:
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proporcionar luz incidente a la regién de deteccion de un sensor de glucosa expuesto a la muestra, en el que el
sensor de glucosa comprende una region de deteccidn que incluye:

un primer sistema indicador que incluye un primer receptor para unirse a la glucosa y un primer fluoréforo
asociado con el primer receptor, en el que dicho primer receptor tiene una constante de asociacion Ks1 con la
glucosa y una constante de asociacion Kui con dicho interferente, y

un segundo sistema indicador que incluye un segundo receptor para la unién a la glucosa y un segundo
fluoréforo asociado con el segundo receptor, en el que dicho segundo receptor tiene una constante de
asociacion Ke2 con la glucosa y una constante de asociacion Kmz con dicho interferente, y en el que Ke2/Km2 es
diferente de Ke1/Km1; y

una guia de onda 6ptica para dirigir la luz sobre la regién de deteccion;

obtener una primera medicién de la cantidad de glucosa mediante un primer método de medicién que incluye
detectar la emisién de dicho primer fluoréforo;

obtener una segunda medicién de la cantidad de glucosa mediante un segundo método de medicion que incluye
detectar la emisién de dicho segundo fluoréforo; y

comparar dicha primera medicién y dicha segunda medicién, determinando de este modo si alguno de dichos
interferentes esta presente en la muestra, y corrigiendo la presencia de cualquier dicho interferente en la muestra.

Este método preferido es particularmente ventajoso, porque se puede usar un solo protocolo experimental
simultdneamente para obtener la primera y la segunda medicién, es decir, una técnica de fluorescencia de emision
que implica proporcionar luz incidente a la regidon de deteccion del sensor (en una sola etapa) y detectar (en un solo
espectro de emisién/una sola medicion de emision) la emisién tanto del primer como del segundo fluoréforo. La
comparacion entre la fluorescencia de los dos fluoréforos puede permitir la correccion (eliminacion) de cualquier
contribucion interferente a la fluorescencia del sistema, como se describira méas adelante.

Por lo tanto, en este método preferido, no hay necesidad de realizar por separado una verificacién experimental del
contenido de interferente de la muestra, por ejemplo, tomando una muestra de sangre y sometiéndola a analisis de
laboratorio (por ejemplo, mediante métodos electroquimicos). Por consiguiente, el método preferido del documento es
particularmente conveniente, rapido y facil de manejar (por ejemplo, sin la presencia de médicos especialistas
capacitados).

El presente documento también proporciona un sensor de glucosa relacionado, en concreto, un sensor de glucosa
para cuantificar la cantidad de glucosa de una muestra que puede incluir ademas un interferente, incluyendo el sensor:

una region de deteccion que incluye:

un primer sistema indicador que incluye un primer receptor para unirse a la glucosa y un primer fluoréforo
asociado con el primer receptor, en el que dicho primer receptor tiene una constante de asociacion Ks1 con la
glucosa y una constante de asociacion Kui con dicho interferente, y

un segundo sistema indicador que incluye un segundo receptor para la unién a la glucosa y un segundo
fluoréforo asociado con el segundo receptor, en el que dicho segundo receptor tiene una constante de
asociacion Kez2 con la glucosa y una constante de asociacion Kumz con dicho interferente, y en el que Ke2/Km2 es
diferente de Kg1/Km1, una matriz polimérica;

y
una guia de onda 6ptica para dirigir la luz sobre la regién de deteccion,

en el que:

dicho primer receptor y dicho segundo receptor son receptores de acido borénico, o comprenden uno o mas
grupos de formula HzAsOs, H2AsOs", HeTeOs, HsTeOs", Ge(OH)s 0 GeO(OH)s, o sus derivados; y

el primer receptor y el primer fluoréforo y el segundo receptor y el segundo fluoréforo estan unidos a la matriz
polimérica de modo que la matriz polimérica porta simultdneamente el primer receptor y el primer fluoréforo
junto con el segundo receptor y el segundo fluoréforo.

Este sensor de glucosa se puede usar para llevar a cabo el método preferido del documento.

Otras caracteristicas y realizaciones preferidas se describen en la descripciébn que se acompafa y en las
reivindicaciones adjuntas.
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Breve descripcion de las figuras

Las Figuras 1y 1a representan un sensor que tiene incorporados una fibra éptica y un monitor para dicho sensor.
Las Figuras 2, 3 y 3a representan diversas realizaciones de una regioén de deteccion de un sensor.

La Figura 4 muestra un diagrama de flujo que ilustra esquematicamente un método proporcionado en el presente
documento.

La Figura 5 muestra un diagrama de flujo que ilustra esqueméaticamente una realizacion del método proporcionado
en el presente documento.

La Figura 6 muestra un diagrama de flujo que ilustra esquematicamente otra realizacién de un método similar a los
métodos proporcionados en el presente documento.

La Figura 7 representa los resultados del Ejemplo 2 de la siguiente manera: A) Espectros de emisién de
fluorescencia registrados en el estudio de union de hidrogel 4 frente a D-glucosa en PBS a longitudes de onda de
excitacion de 350 y 405 nm y al valor de [D-glucosalvaiorante de 214 mM (cabe sefialar que las lineas inferiores a las
lineas superiores siguen en el orden de las concentraciones inferiores a las concentraciones altas); B) Espectros
de emision de fluorescencia registrados en el estudio de union de hidrogel 4 frente a D-manitol en PBS a longitudes
de onda de excitacion de 350 y 405 nm y a [manitol]vaiorante de 184 mM (cabe sefalar que las lineas inferiores a las
lineas superiores siguen en el orden de las concentraciones inferiores a las concentraciones altas); C) Perfil de
intensidad de fluorescencia relativa frente a la concentracion de carbohidratos de hidrogel 4 frente a D-glucosa,
Aex = 350 nm, Aem = 380 nm y Aex = 405 nm, Aem = 487 nm; y D) Perfil de intensidad de fluorescencia relativa
frente a la concentracion de carbohidratos de hidrogel 4 frente a D-manitol, Aex = 350 nm, Aem = 380 nm y Aex =
405 nm, Aem =487 nm.

Descripcion detallada
Un método descrito en el presente documento puede incluir el uso de un sensor de glucosa que incluye:

una region de deteccion que incluye al menos un primer sistema indicador que incluye un primer receptor para la
union a la glucosa y un primer fluoréforo asociado con el primer receptor; y
una guia de onda 6ptica para dirigir la luz sobre la regién de deteccion.

Un método descrito en el presente documento puede usar sensores de glucosa de fibra ptica (es decir, un sensor de
glucosa en el que la guia de onda 6ptica es una fibra éptica), pero los métodos descritos en el presente documento
también pueden llevarse a cabo con sensores que tienen diferentes tipos de guias de onda 6pticas.

Los métodos de deteccion de glucosa descritos en el presente documento se pueden llevar a cabo en una solucion
acuosa. En algunos casos, los métodos de deteccion de glucosa descritos en el presente documento pueden llevarse
a cabo en fluidos corporales, tales como tejido intersticial o sangre. Por ejemplo, los sensores de glucosa descritos en
el presente documento pueden usarse como sensores invasivos e introducirse en un vaso sanguineo. Los métodos
de deteccién de glucosa proporcionados en el presente documento pueden usar sensores no invasivos para su uso in
vitro, sensores implantables y/o sensores subcutaneos.

En las Figuras 1y 1a, se presente un ejemplo de un sensor que tiene incorporada una fibra optica. El sensor 1 incluye
una fibra éptica 2 que incluye una regiéon de deteccidon 3 en su extremo distal. En algunos casos, el sensor 1 puede
ser un sensor invasivo. El sensor 1 incluye una fibra 2. La fibra 2 puede estar adaptada para la introduccion en un
paciente, por ejemplo, la insercion en un vaso sanguineo a través de una canula. La regiéon de deteccion 3
(representada con mas detalle en las Figuras 2, 3 y 3a) contiene una celda o camara 7 en la que esta contenido el, o
cada, sistema indicador. La fibra 6ptica se extiende a través del cable 4 al conector 5, que esta adaptado para
acoplarse con un monitor 8 apropiado. El monitor puede incluir otro cable dptico 4a que se acopla con el conector en
5a y en las otras bifurcaciones para conectarse a (a) una fuente de luz incidente apropiada para el sensor 6ptico 9 y
(b) un detector para la sefal de retorno 10.

En algunas realizaciones, el sensor es un sensor desechable. Un sensor desechable puede adaptarse para conectarse
a un monitor no desechable que incluya una fuente de luz 9 y un detector 10.

Como se representa en la Figura 2, la region de deteccién 3 incorpora una celda 7 en forma de una camara dentro de
la fibra. La celda puede adoptar cualquier forma, siempre que el sistema indicador esté contenido en la trayectoria de
la luz incidente dirigida por la guia de onda (por ejemplo, una fibra). Por lo tanto, la celda puede estar unida al extremo
distal de la fibra o guia de onda, o puede estar en forma de una camara dentro de la fibra que tiene cualquier forma
deseada.

Opcionalmente, puede haber un agente de neutralizacién de especies reactivas de oxigeno ("ROS") en el sensor, por
ejemplo, dentro de la region de deteccidn o dentro de una capa de barrera opcional como se describe en el presente
documento con mas detalle. Un ejemplo de una especie de oxigeno reactivo es el perdxido de hidrégeno (H202). Los
agentes de neutralizaciéon de ROS adecuados son los descritos en la solicitud de patente de EE.UU. 61/524.525 y el
documento PCT/GB2012/051921. Los medios adecuados para incorporar el agente de neutralizacion de ROS en un
sensor de glucosa también se describen en la solicitud de patente de EE.UU. n.° 61/524.525 y el documento



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2728 857 T3

PCT/GB2012/051921.

La region de deteccion 3 del sensor de glucosa tiene una o mas aberturas 6a, 6b para permitir que la glucosa entre
en la celda. Opcionalmente, se puede proporcionar una capa de barrera "CB" permeable a la glucosa a través de estas
aberturas para que la glucosa entre en la celda a través de la capa de barrera. Una capa de barrera permeable a la
glucosa usada en un sensor de glucosa proporcionado en el presente documento puede ser capaz de restringir al
menos parcialmente el paso de materiales de alto peso molecular, tales como las proteinas.

En las Figuras 2, 3 y 3a, la capa de barrera CB opcional se proporciona sobre toda la regiéon de deteccion 3. Como
alternativa, sin embargo, la capa de barrera CB opcional puede proporcionarse solo en una parte de la region de
deteccidn, por ejemplo, solo a través de aberturas 6a y 6b.

En resumen, la Figura 2 muestra una realizacion en la que la capa de barrera CB opcional se aplica directamente
sobre la region de deteccion 3, en este caso, en la punta de la fibra dptica, a través de uniones (por ejemplo, puntos
de unién termoformados) Ja y Jb. En la Figura 3, la region de deteccién 3 se proporciona dentro de un soporte 11
separado y la capa de barrera CB se proporciona en el soporte 11 (de nuevo a través de las uniones Ja y Jb). En la
Figura 3a, la propia capa de barrera forma una estructura de soporte "CB/11". Detalles adicionales sobre
construcciones de sensores adecuadas cuando se incorpora una capa de barrera, y sobre materiales adecuados para
dichas capas de barrera, se describen en la solicitud de patente de EE.UU. n.° 61/524.525, el documento
PCT/GB2012/051921 y el documento WO2011/101 626.

Como es evidente, son posibles sensores de glucosa que tengan caracteristicas de disefio adicionales o diferentes de
las que se muestran en las figuras adjuntas, siempre que estas incluyan ambos de los requeridos: (i) regiéon de
deteccién que incluye al menos un primer sistema indicador que incluye un primer receptor para la unién a la glucosa
y un primer fluoréforo asociado con el primer receptor; e (ii) una guia de onda 6ptica para dirigir la luz sobre la region
de deteccion. Por ejemplo, se pueden usar sensores de glucosa como los descritos e ilustrados en los documentos
W02008/141241, W0O2008/098087 y W0O2011/113020.

Por "sistema indicador" se entiende una combinacion de un receptor para unirse a la glucosa y un fluoréforo asociado
con el mismo, de manera que el patrén de emisién (por ejemplo, la longitud de onda, la intensidad, la vida util) del
fluoréforo se altera cuando la glucosa se une al receptor (permitiendo asi que el comportamiento de emisiéon del
fluoréforo actie como un "indicador” de la presencia de glucosa).

El primer receptor y el primer fluoréforo pueden unirse directamente entre si como una primera construccion de
receptor-primer fluoréforo. Los ejemplos de primeros fluoréforos adecuados incluyen antraceno, pireno y derivados de
los mismos. Son ejemplos de primeros receptores adecuados los receptores de acido boronico, tales como los
compuestos que tienen al menos uno (por ejemplo, uno o dos), o al menos dos (por ejemplo, dos o tres) grupos de
acido borénico.

Los receptores adecuados también incluyen receptores que contienen arsénico, receptores que contienen teluro y
receptores que contienen germanio, por ejemplo, receptores que comprenden uno o mas grupos de férmula H3AsOs,
H2AsO3", HeTeOs, H5TeOs™, Ge(OH)s 0 GeO(OH)s, o sus derivados. Los ejemplos de dichos receptores incluyen los
receptores develados en el documento US 2005/0158245.

En una realizacion preferida, el primer receptor es un grupo de férmula (1)

B(OH)2
(I
B(OH),
(CH2)m L1
N Sp N (CH2)n
e

en la que m y n son iguales o diferentes, y son normalmente uno o dos, preferentemente uno; Sp es un espaciador
alifatico, normalmente una fracciéon de alquileno, por ejemplo, una fracciéon de alquileno C1-C12, por ejemplo, una
fraccion de alquileno Cs; y L1 y L2 representan posibles puntos de unién a otras fracciones, por ejemplo, a un fluoréforo
o a un hidrogel. Por ejemplo, L1 y L2 pueden representar una fraccion de alquileno, alquilen-arileno o alquilen-arilen-
alquileno, unida a un grupo funcional. Cuando no se prevé una union a otra fraccion, el grupo funcional esta protegido
o reemplazado por un atomo de hidrégeno. Los grupos alquileno tipicos para L1 y L2 son grupos alquileno C1-C4, por



10

15

20

25

30

35

40

ES 2728 857 T3

ejemplo, metileno y etileno. Los grupos arileno tipicos son grupos fenileno. El grupo funcional normalmente es
cualquier grupo que pueda reaccionar para formar un enlace con, por ejemplo, el fluoréforo o hidrogel, por ejemplo,
éster, amida, aldehido o azida. La variacion de la longitud del espaciador Sp altera la selectividad del receptor. Una
cadena de alquileno Cs puede proporcionar un receptor que tenga una buena selectividad hacia la glucosa. En el
documento US 6.387.672, se encuentran mas detalles de dichos receptores.

Otros ejemplos de primeros receptores adecuados para los sensores descritos en el presente documento incluyen
aquellos de formula (I1):

Cl)H (I)H
B~ B

N " N
NCHR )7 XN (CHR )

en la que X representa O, S, NR2 0 CHRs3;

nesde1a4;

mesdel1ad4,yn+mesb5;

R2 representa hidrégeno o alquilo C1-4;

cada R1 es igual o diferente, y representa hidrégeno, alquilo C1-4 o cicloalquilo Cs.7;

0 R4, junto con un grupo R1, Rz 0 R3 adyacente, y los &tomos de carbono o nitrégeno a los que estan unidos, forman
un cicloalquilo Cs-7 0 un grupo heterociclilo de 5 o 6 elementos,

en el que cuando X representa CHR3, Rs junto con un grupo R1 adyacente y los atomos de carbono a los que estan
unidos forman un grupo cicloalquilo Cs.7. En el documento US 61/431.756, se encuentran detalles adicionales de
los receptores de este tipo.

Un ejemplo de un receptor de &cido bordnico que tiene un grupo de &cido borénico es un compuesto de la siguiente
férmula (111)

(111)
B(OH),

L4

k!

N_—‘(CHZ)n
Lo

en la que:

n es de uno a tres, preferentemente, uno o dos, y mas preferentemente uno; y

L1y L2 representan posibles puntos de unioén a otras fracciones, por ejemplo, a un fluoréforo o a un hidrogel.

Por ejemplo, L1y L2 pueden representar una fraccion de alquileno, alquilen-arileno o alquilen-arilen-alquileno, unida
a un grupo funcional. Cuando no se prevé una unién a otra fraccion, el grupo funcional estd protegido o
reemplazado por un atomo de hidrégeno. Los grupos alquileno tipicos para L1y L2 son grupos alquileno C+-Ca, por
ejemplo, metileno y etileno. Los grupos arileno tipicos son grupos fenileno. El grupo funcional normalmente es
cualquier grupo que pueda reaccionar para formar un enlace con, por ejemplo, el fluoréforo o hidrogel, por ejemplo,
éster, amida, aldehido o azida.

Como se ha explicado anteriormente, el primer receptor puede ser un compuesto que tenga un grupo de acido borénico
tal como el de féormula (Ill). Sin embargo, mas normalmente, el primer receptor incluye dos grupos de acido boronico.
Como se explica con méas detalle mas adelante, cuando hay ademdas un segundo receptor presente, este segundo
receptor puede ser un compuesto que tenga un grupo de acido borénico, tal como un compuesto de férmula (l11).

Como se usa en el presente documento, el término alquilo o alquileno es un grupo o una fraccion alquilo lineal o



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2728 857 T3

ramificado. Una fraccién alquileno puede contener, por ejemplo, de 1 a 15 atomos de carbono tales como una fraccion
alquileno C1-12, una fraccion alquileno C1.6 0 una fraccién alquileno C1.4, por ejemplo, metileno, etileno, n-propileno, i-
propileno, n-butileno, /-butileno y f-butileno. Alquilo C14 normalmente es metilo, etilo, n-propilo, /-propilo, n-butilo o t-
butilo. Para disipar cualquier duda, cuando estan presentes dos grupos alquilo o fracciones alquileno, los grupos alquilo
o las fracciones alquileno pueden ser iguales o diferentes.

Un grupo alquilo o una fraccién alquileno puede estar no sustituida o sustituida, por ejemplo, puede portar uno, dos o
tres sustituyentes seleccionados entre haldégeno, hidroxilo, amina, (alquil C1.4)-amina, di(alquil C1.4)-amina y alcoxi C1-
4. Preferentemente, un grupo alquilo o una fraccion alquileno no esta sustituido.

Como se usa en el presente documento, un grupo arileno es un grupo insaturado que puede ser monociclico, biciclico,
0 que puede contener tres o cuatro anillos condensados. Por lo general, un grupo arileno es fenileno. Los grupos
arileno pueden estar sin sustituir o sustituidos. Los sustituyentes adecuados son grupos alquilo C1-4, por ejemplo,
metilo y etilo. Preferentemente, un grupo arileno no esta sustituido.

Como se usa en el presente documento, un grupo cicloalquilo Cs.7 normalmente es un grupo ciclopentilo o ciclohexilo.
Los grupos cicloalquilo Cs.7 pueden estar sin sustituir o sustituidos. Los sustituyentes adecuados son grupos alquilo
C1.4, por ejemplo, metilo y etilo. Preferentemente, un grupo cicloalquilo Cs.7 no esta sustituido. Como se usa en el
presente documento, un grupo heterociclilo de 5 o 6 elementos es un anillo saturado de 5 o 6 elementos que contiene
uno o mas, normalmente, uno o dos, por ejemplo, uno, heteroatomo seleccionado entre N, O y S. Los grupos
heterociclilo preferidos son aquellos que contienen un atomo de nitrégeno, por ejemplo, piperidinilo y pirrolidinilo. Los
grupos heterociclilo pueden estar sin sustituir o sustituidos. Los sustituyentes adecuados son grupos alquilo C1.4, por
ejemplo, metilo y etilo. Preferentemente, un grupo heterociclilo no esta sustituido.

El primer receptor y el primer fluoréforo se unen normalmente entre si y ademas se unen a una matriz polimérica tal
como un hidrogel, o a un dendrimero. Los ejemplos de hidrogeles y dendrimeros adecuados son los descritos en el
documento WO 2011/101624.

Como alternativa, el primer receptor y el primer fluoréforo pueden no estar unidos directamente entre si (por ejemplo,
pueden estar unidos solo a través de una cadena polimérica tal como cadena polimérica contenida dentro de una
matriz de hidrogel). Sera evidente que cuando el primer receptor y el primer fluoréforo no estan unidos directamente
entre si, todavia deben ser capaces de interactuar de manera que el comportamiento de fluorescencia del primer
fluoréforo cambie cuando el sistema indicador se exponga a la glucosa. Por ejemplo, el primer fluoréforo y el segundo
fluoréforo pueden ser capaces de unirse electrostaticamente (por ejemplo, como un par de carga), cuya union puede
ser interrumpida al menos parcialmente por la presencia de glucosa. Los ejemplos de primeros fluoréforos adecuados
incluyen piranina (HPTS) y sus derivados, tales como la propia HPTS y los derivados HPTS-PEG, HPTS-MA, HPTS-
COg2, HPTS-TriCys-MA y HPTS-LysMA desvelados en el documento US 2009/0177143.

Otros primeros fluoréforos adecuados pueden incluir los colorantes SNAF y SNAFL comercializados por Molecular
Probes. Los ejemplos de primeros receptores adecuados incluyen acidos bordnicos aromaticos unidos covalentemente
a una estructura heterociclica de bis-onio aromatico que contiene nitrogeno (por ejemplo, un viologen). Se
proporcionan ejemplos de dichos primeros receptores en el documento US 2009/0177143. Un primer receptor
particularmente adecuado es 3,3'-0BBV, como se describe en el documento US 2009/0177143.

Como se usa en el presente documento, la expresion "muestra in vivo" significa que la muestra es una muestra que
esta presente en el cuerpo humano o animal (preferentemente, humano). Por ejemplo, dicha muestra puede ser un
fluido corporal tal como la sangre que esta presente en el cuerpo humano o animal (preferentemente, humano). Una
muestra in vivo puede contrastarse con una muestra ex vivo, por ejemplo, una muestra de sangre ex vivo, en la que
la muestra se ha retirado (aislado) del cuerpo humano o animal. Por consiguiente, las referencias que aparecen a lo
largo de la presente memoria descriptiva a métodos llevados a cabo en una "muestra in vivo" significan que el método
es un método para cuantificar la cantidad de glucosa en el cuerpo humano o animal (preferentemente, humano). Se
ha de aclarar, sin embargo, que una muestra in vivo puede someterse a una medicién de glucosa (o interferente, por
ejemplo, interferente de manitol), ya sea midiendo directamente la concentracién de glucosa in vivo, por ejemplo,
usando un método invasivo como se describe en el presente documento, o extrayendo la muestra del cuerpo y
midiendo la concentracion de glucosa in vitro. En este ultimo caso, la concentraciéon de glucosa (o de interferente, por
ejemplo, de interferente de manitol) de la muestra medida se corresponde con la concentracion de la muestra in vivo
en el momento en que se extrajo del cuerpo.

Se deduce de lo anterior que una muestra in vivo como se usa en el presente documento variara en términos de su
concentracién de glucosa e interferente (por ejemplo, manitol) a lo largo del tiempo debido, por ejemplo, al metabolismo
del interferente (por ejemplo, manitol) en el cuerpo. Por consiguiente, cuando los métodos descritos en el presente
documento toman dos o mas mediciones de una muestra in vivo en diferentes puntos de tiempo, la muestra no
necesariamente tendra la misma composicion en esos diferentes puntos de tiempo.

En la medida en que los métodos del documento se llevan a cabo en muestras in vivo, todos los procedimientos
llevados a cabo de acuerdo con los métodos proporcionados en el presente documento (incluyendo la insercion en la
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muestra de un sensor de glucosa y la medicion electroquimica de la cantidad de glucosa o de interferente en la
muestra) son procedimientos de rutina que no implican ningun riesgo importante para la salud del paciente humano o
animal y que, ademas, pueden llevarse a cabo sin demasiada pericia médica. Se apreciara que las etapas como la
insercion de una canula (por ejemplo, en el contexto de la insercion de un sensor de glucosa ilustrativo del presente
documento) y la extraccion de muestras de sangre con el fin de obtener mediciones electroquimicas (por ejemplo,
mediante la extraccion con aguja) son habituales en la técnica y pueden ser llevadas a cabo, por ejemplo, por un
profesional de enfermeria en lugar de requerir la participacion de los médicos. Por lo tanto, los métodos proporcionados
en el presente documento no constituyen métodos quirirgicos llevados a cabo en el cuerpo humano o animal.

Los métodos proporcionados en el presente documento pueden proporcionar luz incidente a una regién de deteccion
de un sensor, y se obtiene una primera medicién de la cantidad de glucosa mediante un primer método de medicidn
que incluye la deteccion de la emision de dicho primer fluoréforo.

El primer método de medicidon puede comprender realizar una medicion en equilibrio de la emision del primer fluoréforo
tras poner el sensor de glucosa en contacto con la muestra.

En un aspecto, el primer sistema indicador puede comprender un primer receptor que sea capaz de inactivar al menos
parcialmente la emision de fluorescencia del primer fluoréforo cuando dicho primer fluoréforo se expone a la luz de
excitacion (por ejemplo, por asociacion del receptor con un agente de inactivacion). En este aspecto, cuando el sensor
de glucosa se pone en contacto con la muestra, la glucosa de la muestra se une con el primer receptor y, por lo tanto,
reduce al menos parcialmente la eficacia de inactivacién del primer receptor, lo que conduce a una potenciacion de la
emision del primer fluoréforo.

El primer método de medicion puede usar una técnica de desplazamiento de colorante.

A la luz de la descripcion del presente documento, se apreciara que esta primera medicion puede contener una
contribucién que surge de la unién de un interferente (un ejemplo de los cuales es manitol), en lugar de la glucosa
deseada, al receptor cuando hay presente un interferente en la muestra. Dicho de otra forma, la primera medicidn
puede no ser en capaz por si misma de proporcionar una determinacién cuantitativa precisa de la concentracién de
glucosa de una muestra que contiene interferente (es decir, sin tomar medidas adicionales para tener en cuenta la
presencia de interferente).

Por consiguiente, los métodos proporcionados en el presente documento incluyen ademas obtener una segunda
medicion de la cantidad de glucosa mediante un segundo método de medicidon, como se muestra esquematicamente
en el diagrama de flujo de la Figura 4. La naturaleza del segundo método de medicion es irrelevante. Los métodos
proporcionados en el presente documento son capaces de determinar cuantitativamente la cantidad de glucosa de
una muestra.

El segundo método de medicion difiere en su sensibilidad hacia la cantidad de interferente en la muestra con respecto
al primer método de medicion. Por "difiere en su sensibilidad hacia la cantidad de interferente" se entiende que, para
una muestra que contiene algun interferente, la contribucion hecha por ese interferente a la segunda medicion, en
relacion con la contribucion hecha por la glucosa, es diferente de la correspondiente contribucién en la primera
medicion.

Un experto en la materia puede establecer facilmente si dos métodos de medicion "difieren en la sensibilidad hacia la
cantidad de interferente de la muestra". Cuando el segundo método de medicién incluye la deteccion de la emisién de
un segundo fluoréforo en un segundo sistema indicador, por lo general, tanto el primer como el segundo sistema
indicador se calibran previamente para evaluar sus sensibilidades de deteccion hacia la glucosa y el interferente, y las
sensibilidades de deteccion del primer sistema indicador hacia la glucosa y hacia el interferente son diferentes de las
sensibilidades de deteccién del segundo indicador hacia la glucosa y hacia el interferente.

En general,, tanto el primer como el segundo método de mediciéon son capaces de medir "directamente" la cantidad
de glucosa de una muestra, es decir, tanto el primer como el segundo método de medicién son sensibles a la cantidad
de glucosa de la muestra y, por lo tanto, pueden, en ausencia de interferente, usarse para determinar cuantitativamente
la concentracién de glucosa de una muestra.

Sin embargo, se apreciara que los métodos proporcionados en el presente documento también pueden llevarse a cabo
cuando el segundo método de medicion sea sensible a la concentracion de interferente, pero sea, en realidad,
sustancial o completamente insensible a la concentracion de glucosa. Por ejemplo, el segundo método de medicion,
en ciertos casos, solo indica directamente la concentracion del interferente, pero todavia permite claramente la
comparacién con la primera medicion para determinar si esta presente dicho interferente. Dicho de otra forma, el
segundo método de medicién puede proporcionar una segunda medicién "indirecta", en lugar de una "directa" de la
cantidad de glucosa. Para disipar cualquier duda, cabe sefalar que los métodos proporcionados en el presente
documento pueden usar una segunda medicién de una cantidad de glucosa que es directa (la segunda medicion
incluye una contribucién de glucosa) o una segunda medicién de una cantidad de glucosa que es indirecta (la segunda
medida no incluyendo la contribucién de glucosa).
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En algunos casos, el segundo método de medicion puede incluir, por ejemplo, detectar la emisién de un segundo
fluoréforo incluido en un segundo sistema indicador que incluye un segundo receptor para la union a la glucosa y un
segundo fluoréforo (como se muestra esquematicamente en el diagrama de flujo de la Figura 5).

Segundos métodos de medicion

Los métodos descritos en el presente documento pueden basarse en la eliminacion metabdlica in vivo de cualquiera
de los interferentes inicialmente presentes en la muestra a lo largo del tiempo, por lo que, como es evidente, dichos
métodos son adecuados especificamente para los interferentes que pueden eliminarse metabdlicamente (es decir,
metabolizarse). Los métodos descritos en el presente documento pueden obtener la concentracion de glucosa final y
cuantificada una vez que el interferente ha sido al menos sustancialmente metabolizado.

En algunos casos, un segundo método de medicién usado en un método proporcionado en el presente documento
incluye medir la cantidad de glucosa (o interferente) de la muestra, incluyendo el método:

(i) obtener dicha primera medicién en un punto temporal tensayo;

(i) obtener dicha segunda medicién mediante dicho segundo método de medicion, en el que dicho segundo método
de medicion incluye medir la cantidad de glucosa, o interferente, en la muestra en dicho punto temporal tensayo; ¥
(iii) comparar dicha primera mediciéon y dicha segunda medicion, determinando de ese modo si dicha primera
medicién contiene una contribucion del interferente en la muestra.

Los procedimientos proporcionados en el presente documento pueden llevarse a cabo en un sujeto humano o animal,
y la muestra es un fluido corporal in vivo de dicho sujeto. Por ejemplo, la etapa (i) puede incluir llevar a cabo una
medicion in vivo en dicho fluido corporal en el punto temporal tensayo (por ejemplo, una medicion invasiva como se
describe en el presente documento o cualquier otro método llevado a cabo directamente en el cuerpo sin extraer la
muestra).

En algunos casos, los resultados obtenidos en tensayo pueden usarse para establecer si el interferente esta teniendo un
efecto adverso significativo en (es decir, estd haciendo una contribuciéon significativa de interferencia a) la
concentracion de glucosa medida por el sensor de glucosa (emision de fluorescencia).

Si la etapa de comparacion (iii) indica que no hay una contribucion del interferente significativa a la primera medicion,
entonces, no es necesario que se realicen mas etapas (se ha confirmado que la primera medicién es precisa). Por
supuesto, se apreciara que, durante el uso practico del sensor de glucosa, esto significa que se puede llevar a cabo
la medicién en curso (continua) de la concentracion de glucosa durante un periodo prolongado usando el primer
sistema indicador, ahora se ha establecido que no existe peligro de una lectura falsa por un interferente no
metabolizado en la muestra.

Si la etapa de comparacion (iii) indica que hay una contribucion del interferente significativa a la primera medicién, un
experto (por ejemplo, un profesional de enfermeria) puede identificar que la precision de la mediciéon de la
concentracion de glucosa del sensor de glucosa se ve comprometida por el interferente. El experto en la materia puede
determinar que una medicioén precisa usando el sensor de glucosa debe tomarse en un momento posterior cuando el
interferente se haya metabolizado (al menos parcialmente) y, por lo tanto, se haya eliminado del sistema in vivo. En
algunos casos, el experto en la materia (por ejemplo, un profesional de enfermeria) y/o un sensor proporcionado en el
presente documento pueden calcular un tiempo estimado para la eliminacién del interferente del sistema in vivo. Por
ejemplo, el sensor que se proporciona en el presente documento se puede conectar a un monitor que muestre un
tiempo propuesto o temporizador de cuenta regresiva para mostrar cuando se puede tomar una medicién precisa. Por
"dicha primera medicién contiene una contribucion del interferente en la muestra" se entiende que la primera medicion
es al menos un 1 %, por ejemplo al menos un 2 %, al menos un 5 % o al menos un 10 % diferente de la concentracion
"verdadera" (es decir, la concentracion real) de glucosa en la muestra.

Un tiempo posterior adecuado para establecer cuando se ha metabolizado (al menos parcialmente) el interferente
implica llevar a cabo la secuencia de las etapas (i) a (iii) una o0 mas veces, cada una en diferentes puntos de tiempo,
hasta que, en dicha etapa ( iii), de comparar dicha primera medicion y dicha segunda medicion, se determina que
dicha primera medicion contiene una contribucidon sustancialmente nula o reducida del interferente. Dicho de otra
forma, se realizan una o mas mediciones y comparaciones, hasta que el interferente se haya metabolizado en un
grado aceptable. Por "contribucion sustancialmente nula o reducida del interferente" se puede entender que la primera
medicion es a lo sumo un 10 %, preferentemente a lo sumo un 5 %, mas preferentemente a lo sumo un 2 % y, mas
preferentemente aun, a lo sumo un 1 % superior o inferior a la concentracion "verdadera" (es decir, la concentracion
real) de glucosa en la muestra. Por ejemplo, el método puede incluir llevar a cabo la secuencia de los etapas (i) a (iii)
al menos dos veces, al menos tres veces, al menos cuatro veces o al menos cinco veces. En algunos casos, el método
limita la ejecucion de la secuencia de las etapas (i) a (iii) a no mas de veinte veces, por ejemplo, no mas de diez veces
0 no mas de cinco veces. En algunos casos, el tiempo posterior adecuado para cuando el interferente se ha
metabolizado (al menos parcialmente) se puede establecer comparando, en dicha etapa (iii), la primera medicién y la
segunda medicion y, por lo tanto, obteniéndose una estimacion de (por ejemplo, un calculo) la cantidad de interferente
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en la muestra en tensayo. La velocidad de metabolizacién de muchos interferentes in vivo es una cantidad conocida vy,
por lo tanto, el método puede incluir:

(iv) permitir un retraso de tiempo suficiente para que cualquier interferente presente en la muestra en tensayo se
elimine sustancialmente de la muestra;

y

(v) proporcionar luz incidente a la region de deteccion del sensor y detectar la emision de dicho primer fluoréforo,
obteniéndose asi una tercera medicion de la cantidad de glucosa en la muestra, teniendo dicha tercera medicion
una contribucién sustancialmente nula o reducida de dicho interferente.

Por permitir que "cualquier interferente presente en la muestra en tensayo S€ elimine sustancialmente de la muestra” se
puede entender que hay un retraso de tiempo suficiente para que la tercera medicion sea a lo sumo un 10 %,
preferentemente a lo sumo un 5 %, mas preferentemente a lo sumo un 2 % y, mas preferentemente aun, a lo sumo
un 1 % superior o inferior a la concentracién "verdadera" (es decir, la concentracion real) de glucosa en la muestra.

Como ejemplo ilustrativo, se considera la realizacion en la que dicho interferente es manitol. La semivida, t12, del
manitol in vivo es de aproximadamente 100 minutos, y seria una cuestion rutinaria para el experto determinar, una vez
que se haya estimado la cantidad de manitol inicialmente presente en la muestra, cuanto tiempo de retraso se
requeriria para llevar la concentracién de interferente de manitol a un nivel aceptable. Por ejemplo, si después de la
estimacion inicial se establece que la cantidad de interferente de manitol deberia reducirse a aproximadamente la
mitad para obtenerse un resultado aceptable, entonces se permitiria un retraso de tiempo de aproximadamente
100 minutos. En algunos casos, un sensor puede calcular un tiempo estimado para cumplir con una cierta precision,
y el tiempo estimado se puede mostrar en un monitor (por ejemplo, como un temporizador de cuenta regresiva).

Fluorescencia de emision como segundo método de medicién

El método proporcionado en el presente documento incluye un segundo método de medicion que incluye la deteccion
de la fluorescencia de emision. La segunda medicion incluye detectar la emisién de un segundo fluoréforo incluido en
un segundo sistema indicador que incluye un segundo receptor para la union a la glucosa y el segundo fluoréforo. Este
segundo sistema indicador estd incluido en la region de deteccidn del sensor de glucosa que incluye el primer sistema
indicador.

En algunos casos, un sensor de glucosa proporcionado en el presente documento puede incluir un primer sistema
indicador que incluye un primer receptor para unirse a la glucosa y un primer fluoréforo asociado con el primer receptor,
en el que dicho primer receptor tiene una constante de asociacién Ks1 con la glucosa y una constante de asociacion
Kwm1 con el interferente. Este sensor de glucosa puede incluir un segundo sistema indicador que incluye un segundo
receptor para la unién a la glucosa y un segundo fluoréforo asociado con el segundo receptor, en el que dicho segundo
receptor tiene una constante de asociacion Kez con la glucosa y una constante de asociacion Kwz con el interferente,
y en el que Ke2/Kmz es diferente de Ke1/Kwm1.

Los métodos para medir la constante de asociacion para un receptor particular con una determinada sustancia
hospedadora (por ejemplo, glucosa o el interferente, por ejemplo, manitol) son bien conocidos en la técnica. Uno de
dichos medios consiste en calibrar los cambios en el comportamiento de la fluorescencia (por ejemplo, la intensidad)
de un fluoréforo asociado con el receptor, a medida que varia la concentracion de la sustancia hospedadora en una
muestra de control que no contiene otras sustancias hospedadoras.

Un método proporcionado en el presente documento en el que se usa este sensor de glucosa puede llevarse a cabo
proporcionando luz incidente a la region de deteccién del sensor y obteniéndose: (a) una primera medicion de la
cantidad de glucosa mediante un primer método de medicidn que incluye detectar la emision de dicho primer fluoréforo;
y (b) una segunda medicion de la cantidad de glucosa mediante un segundo método de medicion que incluye detectar
la emisién de dicho segundo fluoréforo. La luz incidente proporcionada a la region de detecciéon puede tener un perfil
de longitud de onda adecuado para generar la emision de fluorescencia tanto del primer fluoréforo como del segundo
fluoréforo, es decir, la emision de fluorescencia de los fluoréforos se produce al mismo tiempo y puede detectarse en
un solo experimento. En algunos casos, se proporciona luz incidente de un primer perfil de longitud de onda para
generar la emision de fluorescencia del primer fluoréforo y se proporciona luz incidente de un segundo perfil de longitud
de onda para generar la emision de fluorescencia del segundo fluoréforo con un retraso temporal entre cada perfil de
longitud de onda, por ejemplo, con un retraso de hasta diez segundos, por ejemplo, un retraso de hasta cinco
segundos.

El segundo receptor y el segundo fluoréforo se seleccionan de modo que Ka2/Kwmz sea diferente de Ke1/Km1. El segundo
receptor puede seleccionarse, por ejemplo, entre los receptores descritos en el presente documento como adecuados
para el primer receptor (por ejemplo, aquellos compuestos de formulas (l) y/o (I) descritos en el presente documento).
De forma similar, el segundo fluoréforo se puede seleccionar, por ejemplo, entre los fluoréforos descritos en el presente
documento como adecuados para el primer fluoréforo. El segundo sistema indicador (es decir, el sistema de segundo
fluoréforo/segundo receptor) es diferente del primer sistema indicador (es decir, el sistema de primer fluoréforo/primer
receptor). En algunos casos, el segundo fluoréforo es diferente del primer fluoréforo y el segundo receptor es diferente
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del primer receptor. Por lo general, el segundo receptor es diferente del primer receptor. Normalmente, tanto el primer
receptor como el segundo receptor tienen una constante de asociacion distinta de cero con la glucosa (es decir, tanto
el primer receptor como el segundo receptor son capaces de unirse a la glucosa vy, por lo tanto, son sensibles a los
cambios en la concentracion de glucosa de la muestra).

En algunos casos, el primer fluoréforo y el segundo fluoréforo se seleccionan de modo que sus respectivas longitudes
de onda de emision de fluorescencia maxima difieran en al menos 5 nm, preferentemente, al menos 10 nm, mas
preferentemente, al menos 20 nm (cuando se asocian con sus respectivos receptores, y dichos receptores se unen a
la glucosa y/o al interferente). Una separacion de las longitudes de onda de emision de fluorescencia maxima puede
simplificar el analisis de un espectro de emision de fluorescencia que contenga la emision de la fluorescencia tanto del
primer fluoréforo como del segundo fluoréforo.

En algunos casos, cuando las etapas para detectar la emisién del primer fluoréforo y del segundo fluoréforo,
respectivamente, incluyen la deteccion de la vida util de emisién del primer fluoréforo y del segundo fluoréforo,
respectivamente, el primer y segundo fluoréforo se pueden seleccionar de modo que tengan una vida util de
fluorescencia sustancialmente diferente (por ejemplo, que difieran en al menos 0,5 ns 0 1 ns 0 2 ns).

El segundo receptor y el primer receptor pueden tener diferentes capacidades relativas para unirse a la glucosa y al
interferente. En algunos casos, esta diferencia en las capacidades relativas para unirse a la glucosa y al interferente
puede ser significativa. Por ejemplo, puede ser preferible que el cociente [Ke2/Kmz)/[Ke1/Km1] sea superior a 2 o inferior
a 0,5 (se aprecia que estos valores dan lugar a la misma diferencia eficaz, dependiendo de si es el primer o el segundo
receptor el que tiene la sensibilidad hacia el interferente relativa mas alta). Puede ser mas preferible que el cociente
[Ke2/Kmz)/[Ke1/Km1] sea superior a 10 o inferior a 0,1, e incluso mas preferible que el cociente [KG2/Km2]/[Ka1/Km1] sea
superior a 50 o inferior a 0,02. A medida que aumenta la diferencia en la capacidad relativa de los dos receptores para
unirse a la glucosa y al interferente, la correccion de la presencia del interferente puede ser mas precisa, incluso para
concentraciones inferiores de interferente.

En algunos casos, los dos receptores que se unen a la glucosa y al interferente pueden tener propiedades quimicas
y/o estereoquimicas sustancialmente diferentes. Por ejemplo, tanto un primer receptor como un segundo receptor
pueden ser receptores de acido borénico, pero el primer receptor puede tener dos grupos de acido bordnico (por
ejemplo, es un receptor de formula (I) o formula (Il) como se definen en el presente documento), mientras que el
segundo receptor puede tener solo un grupo de acido borénico (por ejemplo, es un receptor de férmula (lll) como se
define en el presente documento). Un acido dibordnico, tal como los de las férmulas (1) o (Il) anteriores, puede unirse
tanto a la glucosa como a un interferente de manitol, mientras que un acido monoborénico, tal como el de la formula
(Ill), puede unirse mas fuertemente a un interferente de manitol que a la glucosa.

El segundo receptor y el segundo fluoréforo se pueden unir entre si. Estan unidos a una matriz polimérica, tal como
un hidrogel, o a un dendrimero. Los ejemplos de hidrogeles y dendrimeros adecuados son los descritos en el
documento WO 2011/101624. Las particulas de matriz polimérica portan simultdneamente el primer receptor y el
primer fluoréforo junto con el segundo receptor y el segundo fluoréforo.

Como alternativa, el segundo receptor y el segundo fluoréforo pueden no estar unidos directamente entre si, por
ejemplo, como se ha descrito anteriormente con referencia al primer receptor y al primer fluoréforo.

Comparacion de las mediciones y, por lo tanto, determinacion de si hay algun interferente presente en la muestra

Los métodos proporcionados en el presente documento pueden incluir la comparaciéon de la primera medicién (la
emisién del primer fluoréforo) y la segunda medicion (la emision del segundo fluoréforo) y, por lo tanto, determinar si
hay cualquier interferente presente en la muestra. Preferentemente, cuando se determina que el interferente esta
presente en la muestra, el método incluye ademas (a) corregir la presencia de cualquier interferente en la muestra; (b)
obtener una medicién auxiliar de la concentracion de la glucosa en un momento posterior cuando el interferente ya no
esté (sustancialmente) presente en la muestra (por ejemplo, cuando se haya metabolizado in vivo). Por lo tanto, la
etapa de corregir la presencia de cualquier interferente en la muestra u obtener una medicién auxiliar de la
concentracién de glucosa puede entenderse como "obtener una medicion de la cantidad de glucosa de la muestra,
teniendo dicha mediciéon una contribucién sustancialmente nula o reducida del interferente", es decir, "cuantificar la
cantidad de glucosa en la muestra".

Si la etapa de "comparar la primera medicion y la segunda medicién" lleva a la conclusion de que no hay
(sustancialmente) interferente en la muestra, entonces se puede usar una o ambas mediciones para determinar la
concentracién de glucosa sin ninguna etapa de correcciéon o de medicién auxiliar adicional.

La expresion "corregir la presencia de cualquier interferente en la muestra" adopta un significado amplio e incluye
procedimientos tales como la eliminacién matematica de la contribucion realizada por el interferente a la primera (o
segunda) medicion.

En el contexto de un método proporcionado en el presente documento que implica dos fluoréforos, el experto apreciaria
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facilmente que, debido a que estos dos fluoréforos tienen diferentes sensibilidades hacia el interferente, se puede usar
la comparacion de su comportamiento de emisiéon en una sola muestra (que contiene concentraciones de glucosa y
de interferente especificas) para eliminar (mediante analisis matematico) la contribucién del interferente de cualquiera
de las mediciones y, de ese modo, obtener un valor correcto para la concentracion de glucosa en la muestra. Se
apreciara que esta capacidad implicita para eliminar la contribucion del interferente es la capacidad para calcular las
concentraciones tanto de glucosa como de interferente en la muestra.

En el siguiente apartado de ejemplos, se presentan algunas ecuaciones matematicas ilustrativas, pero no limitantes,
que parametrizan el comportamiento de asociacion de una solucién mixta de glucosa e interferente en presencia de
uno o dos receptores. Cabe sefalar que, en general, estas ecuaciones son aplicables a los métodos proporcionados
en el presente documento, y no se limitan de ninguna manera a los métodos y sistemas descritos especificamente
(por ejemplo, determinados hidrogeles o especies interferentes) que se usan en estos ejemplos.

La etapa de "comparar la primera medicién y la segunda medicién, y determinar de ese modo si algun interferente
esta presente en la muestra" puede incluir evaluar inicialmente si la segunda medicién es indicativa de la presencia
de un interferente en la muestra. En caso negativo, se apreciara que no se requieren especificamente etapas
adicionales para tener en cuenta la interferencia (no habiendo interferente en la muestra). Sin embargo, si la segunda
medicion indica la presencia de interferente, entonces, esta presencia de interferente en la muestra puede explicarse
mediante la realizaciéon de una o varias mediciones adicionales en el/los punto/s de tiempo posterior/es, es decir, una
vez que el interferente haya sido suficientemente metabolizado in vivo, como se describe en otra parte de el presente
documento.

Los métodos y sistemas proporcionados en el presente documento pueden incluir un primer sistema indicador que
esta calibrado previamente para la sensibilidad de deteccion tanto de la glucosa como del interferente. El segundo
sistema indicador también puede calibrarse previamente.

El sensor de glucosa

El presente documento también proporciona un sensor de glucosa. El sensor de glucosa puede adaptarse para llevar
a cabo los métodos proporcionados en el presente documento. En algunos casos, los sensores de glucosa
proporcionados en el presente documento pueden adaptarse para llevar a cabo un método en el que el segundo
método de medicion implique detectar la emision de fluorescencia de un segundo fluoréforo, como se describe en el
presente documento.

Los elementos constituyentes de los sensores de glucosa proporcionados en el presente documento pueden
corresponder a los descritos en la descripcion de los métodos proporcionados anteriormente en el presente
documento. Por ejemplo, la regidon de deteccion, el primer sistema indicador, el primer receptor, el primer fluoréforo,
el segundo sistema indicador, el segundo receptor, el segundo fluoréforo y la guia de onda 6ptica, y sus aspectos
preferidos, son todos como se describen en el presente documento con referencia a los métodos proporcionados en
el presente documento segun lo descrito anteriormente. Dado que tanto el primer sistema indicador como el segundo
sistema indicador estan comprendidos dentro de la regidon de deteccidn, se configuran de manera que cuando el sensor
de glucosa entra en contacto con la muestra, tanto el primer sistema indicador como el segundo sistema indicador
entran en contacto con la muestra. Por lo tanto, normalmente la regién de deteccion contiene una celda o camara en
la que estan contenidos tanto el primer como el segundo sistema indicador.

El sensor de glucosa puede ser un sensor de glucosa en equilibrio.

Para disipar cualquier duda, cabe sefalar que, a lo largo de la presente memoria descriptiva, las referencias a un
receptor (por ejemplo, el primer o el segundo receptor) "para unirse a la glucosa" significa que el receptor es capaz de
unirse a la glucosa (es decir, tiene una constante de asociacion distinta de cero con la glucosa). Por consiguiente, el
sistema indicador que comprende dicho receptor, junto con un fluoréforo correspondiente, es sensible a la
concentracion de glucosa de la muestra.

El interferente

Como se usa en el presente documento, un "interferente" es una sustancia que es capaz de interferir en la unién de
la glucosa al primer receptor comprendido en la region de deteccidn del sensor de glucosa. Por lo general, la sustancia
es capaz de interferir en la unién a la glucosa al ser capaz de unirse al primer receptor (es decir, y competir, asi, con
la glucosa por los sitios receptores en el sensor de glucosa). Sin embargo, pueden abordarse otros medios de
interferencia mediante los métodos y sensores descritos en el presente documento, por ejemplo, cuando la sustancia
es capaz de interactuar con (por ejemplo, unirse a) la glucosa de manera que modifique la capacidad de la glucosa
para unirse al primer receptor.

Por lo general, un interferente que es "capaz de interferir en la unién de la glucosa al primer receptor" es un interferente

que tiene una constante de asociacion distinta de cero con el primer receptor (y, por lo tanto, puede competir con la
glucosa por el receptor). Para el ejemplo, la constante de asociacion del interferente con el primer receptor puede ser
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al menos el 1 %, o al menos el 10 %, o al menos el 25 % de la constante de asociacion de la glucosa con el primer
receptor.

Por lo general, el interferente es una sustancia distinta de protones o iones hidroxilo. Por lo general, el interferente es
una sustancia que es capaz de interferir en la unién de la glucosa al primer receptor comprendido en la region de
deteccién del sensor de glucosa por un medio distinto de la simple modificacion del pH de la muestra.

La muestra puede comprender un interferente o una pluralidad de diferentes interferentes (es decir, quimicamente
diferentes). Cuando esta presente una pluralidad de diferentes interferentes, los métodos proporcionados en el
presente documento todavia pueden permitir la cuantificacion de la cantidad de glucosa en la muestra.

El interferente puede ser un alcohol de azicar o un sacarido distinto de la glucosa. Los alcoholes de azucar y los
sacaridos de particular interés incluyen aquellos que pueden estar presentes en cantidades significativas en la sangre.

El interferente puede comprender un grupo cis-diol. Por ejemplo, el interferente puede ser un poliol (por ejemplo, un
alcohol de azucar o un sacarido) que comprenda un grupo cis-diol. Es particularmente probable que las sustancias
que comprenden un grupo cis-diol sean capaces de unirse a receptores de acido borénico tales como el primer receptor
comprendido en los sensores de glucosa descritos en el presente documento. Para disipar cualquier duda, el término
"comprende/n un grupo cis-diol" no significa que no puedan estar presentes grupos hidroxilo en el interferente distintos
de los comprendidos en el grupo cis-diol. Por lo tanto, por ejemplo, el interferente puede ser un poliol (por ejemplo, un
alcohol de azucar o un sacarido) que contenga al menos un grupo cis-diol y, por lo tanto, puede contener dos, tres,
cuatro, cinco, seis o incluso mas de seis grupos hidroxilo en total.

El interferente puede ser un alcohol de azucar o un sacérido seleccionado del grupo que consiste en manitol, sorbitol,
galactitol, inositol, fructosa, galactosa y arabinosa. El interferente puede ser manitol.

El interferente también puede ser una amina, es decir, un compuesto que contenga un grupo funcional amina. El grupo
funcional amina puede ser un grupo amina primaria, secundaria o terciaria. Las aminas de particular interés incluyen
aquellas que pueden estar presentes en cantidades significativas en la sangre. La amina puede seleccionarse, por
ejemplo, entre glutamina y catecolaminas (por ejemplo, epinefrina, norepinefrina y dopamina).

El interferente puede tener un peso molecular inferior a 1.000 Da, tal como inferior a 500 Da, o inferior a 300 Da o
inferior a 200 Da. Los presentes sistemas y métodos pueden ser particularmente utiles en el contexto de estos
interferentes de bajo peso molecular, ya que puede ser dificil o imposible excluir dichos interferentes de la regiéon de
deteccion del sensor de glucosa mediante el uso de una capa de barrera del tipo descrito en otra parte del presente
documento.

Los métodos y sensores proporcionados en el presente documento se describen a continuacién con referencia a
determinados ejemplos. La invencién no pretende limitarse a estos ejemplos particulares.

Ejemplos

Se usaron los siguientes hidrogeles en los ejemplos de trabajo:
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. =Hidrogel

Ejemplo 1

5 Este Ejemplo muestra que, cuando se obtiene una segunda medicién (por ejemplo, una medicion electroquimica) que
determina la concentracion de un interferente de manitol, la primera medicién puede ser corregida basandose en la
concentracion de manitol conocida para obtener un valor corregido de la concentracion de glucosa.

Ecuaciones generales para la union competitiva de dos analitos usando un receptor

10
Los siguientes equilibrios estan presentes cuando un hospedador, "H", "H", puede unirse a los analitos D-glucosa, "G",
y D-manitol, "M".
H=
15
Estan presentes tres equilibrios:
H+ G < HG (1)
20 H+ M o HM 2)
HG+M o HM + G (3),
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lo que conduce a tres constantes de asociacion:

_ [HG]
Ke = el ()
_ 1M
KM= fin )
 _[HMI[G] _ Ku
KDlsp = [HG][M] = Ke (6)

A partir del balance de masas, también se sabe que

[G] = [G]i - [HG] (7)
[M] = [M]i-[HM] (8)
[H] =[H]i - [HG] - [HM] 9),

siendo [X] = concentracion de equilibrio y [X]j = concentracion inicial.

Si se sustituyen (7) y (9) en (4), se obtiene

_ [HG]
Ke= Mer-maniH- e (10)

La reorganizacion de (10) conduce a

[HGF + [[HM] - [6]; = [H]; - Ki,; [HG] + [G];[[H]; — [HM]] = 0 (11)

Suponiendo que Kg[H]j<<1, el término al cuadrado es despreciable y, por lo tanto,

— __ [Gli[lH]i-[AM])]
[HGT = [Gli+ [H]i—[HM]+$ (12)

También se puede suponer que [HM] y [H]i<<[G];, y 1/Kq. Por lo tanto, (12) se simplifica a

[HG] = [G]i[[H]i_EHM]] (13)

[G]i+K_c
que se puede volver a escribir como

Si se sustituyen (8) y (9) en (5) y se llevan a cabo algunas manipulaciones, se puede obtener

1- Bl M1
[HM] _ [ [H]i] (15)

H]; ~  1+Ky [M];

(14) y (15) se pueden resolver para [HG] y [HM] escribiéndose en forma de matriz

[HE]
14 Kel6l,  XqI6) 1| THL =[ ’{.[G]I]
KalML 1 EuDall{[EM]] 1K [3]
[¥]; (16)

e invirtiendo la matriz:

[HE]

[H]; | _ 1[1+ Kul[Ml; —EgI6) ][Kf;[GL
[EM]]| " AL -Kyu[ML  §+ Kgl[6L 1Ky [M],

[H], (17),

siendo el determinante
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A =1+ Kg[G] + Km[M]i (18)
Por lo tanto,

[HG] _ Kg[Gl;

Ml ~ 1+Kg [Gli+Ky [M]; (19)

[HM] _ Km[M];

THL; ~ 1+Kg [Gli+Ky [M]; (20)
Para las mediciones de la intensidad

i=l-1lo (21)
Al = [i(-li0 (22)
. _ [HG] [HM]
i = [H]AIG + [E]AIM (23)

Si se sustituyen (19) y (20) en (23), se obtiene

K [€), Ky [M]g
= Al + % Al
['1 + Kgl6L + KoM % 7 |1 + Kgl€], + Kye[30)

(24)
Si se sustituyen (21) y (22) en (24) y la reorganizacion conduce a

_ Iy + Lo Kg[G; + ToseKne[M]
1+ Kg[G], + Ky;[M], (25)

Suponiendo que |-G = l-m, S produce una mayor simplificacion de (25) a (26), lo que permite el calculo de la intensidad
de la emision de un fluoréforo cuando hay dos analitos presentes (en este caso, glucosa y manitol). La reorganizacion
de (26) conduce a (27) y a (28), lo que permite determinar la concentracion de un primer analito si se conocen la
concentracion del segundo analito y la respuesta fluorescente de un sensor:

g ¥ L [RG[E]; + Ky [M]]

T 14 K- [6], + K [M]

-1 +d -1, W [E];
Ky, — 1)

(26)

M = (28)

=1y +{ -1, K [M],
K, -1}

Calibracion del sensor que contiene hidrogel 3 frente a D-manitol y D-glucosa

1k = (27)

Se uso hidrogel 3 para demostrar que un sensor puede calibrarse frente a D-manitol y D-glucosa. Los resultados de
estas calibraciones se muestran a continuacién, en la Tabla 1.

Tabla 1. Constantes de calibracion para el hidrogel 3 frente a D-glucosa y D-

manitol.
[Glc]/ mM | [Man] / mM |
0,00 0,9776 0,00 0,9601
17,48 1,9571 11,64 1,6330
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(continuacién)

[Glc]/ mM | [Man] / mM |
34,23 2,3871 21,85 2,0025
Ke = 0,0346 Km = 0,0274

lo= 0,9776 lo= 0,9601
lo = 3,5782 lo = 3,7463
Modsmm% = 28,2 Modsmm% = 25,9

Se puede observar a partir de Ke y km que el receptor de acido dibordnico del hidrogel 3 es mas selectivo hacia la D-
glucosa que hacia el D-manitol. lo es igual para ambos analitos, y las diferencias observadas en la medicion de
l-probablemente se deban a errores de calibracion.

Ejemplo 2

Este ejemplo muestra que se puede usar un sensor de glucosa que tiene incorporados dos receptores que tienen
diferentes constantes de asociacion relativas para la glucosa y el manitol para corregir la presencia de interferente de
manitol, y por lo tanto, obtener mediciones precisas de la concentracidon de glucosa, en una muestra que contenga
tanto glucosa como manitol.

Ecuaciones generales para la union competitiva de dos analitos usando dos receptores

Los siguientes equilibrios estan presentes cuando dos hospedadores, "H1" y "H2", pueden unirse a los analitos D-
glucosa, "G", y D-manitol, "M".

H,+H, < H,G+H,G

HiG+H,G

17
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Hi+G o HiG (29)
5 Hi+M o HiM (30)
HiG + M o HiM + G (31)
Hz + G H2G (32)
10
Hz + M < HoM (33)
H2G + M < H:M + G (34),
15 lo que conduce a seis constantes de asociacion:
N U
“ T H,4]I6]
Ko, = [H;»M]
S [ 7
. [HyM][&] Ky
RDisp — —

~

- [HGIM] Ky
[H:G]

Rez = 1,116

(41)
(42)
(43)
(44)

(35)

(36)

(37)

(38)

(39)

(40)

20
[H;M]
Wy = =
ST [HzIIM]
_ [HM][5]  Kyo
5B T [H,G)M] K-
A partir del balance de masas, también se sabe que:
25
[G] = [G]i - [H1G] - [H2G]
[M] = [M]i - [M1G] - [M2G]
30 [H]1 =[H4]-[H1G]-[H1M]
[H]2 =[H2]i-[H2G]-[H2M]
siendo [X] = concentracion de equilibrio y [X]i = concentracion inicial.
35
Si se sustituyen (41) y (43) en (35), se obtiene
Koo — [H,G]
2 M . :
[[6]: — [H,6] - [H&])[[H]; — [H 6] - [H3])
40

18
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La reorganizacion de (45) conduce a

[H{CF + [[“1’31] 4+ [H,6] - [G); = [Hy); - %IIH:.G] +[[H,], - H M][[C], - [H:6]] =2
(46)

Suponiendo que Kg[H]j<<1 significa que el término al cuadrado es despreciable y, por lo tanto, que

[[H4]; — [HaM[[E]; - [H:6]]

[H,C] = 1
[€]; + [H,), - [H,M] - [H. €] + Re:

(47)

Dado que se supone que las concentraciones de los hospedadores son extremadamente pequefias, también se puede
aproximar esto eliminando los términos [H2G] y [H1M] en comparacion con [Gli y 1/Kg1

[€):[[H]; — [H.6]]

i
Ch+ee (48),

[H;G] =

que se puede volver a escribir como

el |2 L Kealod

[Hili 1+ Kg6] (49)
Si se sustituyen (42 ) y (43) en (36) y se llevan a cabo algunas manipulaciones, se pueden obtener
[H G]
[H1M] [jL i"\i'l[“ﬂi
[H,, & + 1\_;‘«53[5’?]; (50)

(49) y (50) se pueden resolver para [H.|G] y [H.|M] escribiéndose en forma de matriz

o)
L4 Keg[G  KealGk 1| [Hak | _ [Keo[6],
Haa[Mly 14 Koy [M]J|[HM] Ko [M],
[H]; (51),

e invirtiendo la matriz
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Hy 6]
[Hik | _ 1[1 + KwaML —Kgy[€]; ][Km[‘;]:]
[H M| 31 —Kyy M 1+ Ky [6] K 5 [M],
[Hy]; (52),
siendo el determinante
5 A=1+Ke1[G]i+ Km1[M]i (53)
Por lo tanto,
[HyG] _ Key[6];
[Hyl; 1+ Kgy[Gl; + Ky [M], (54)
[HyM] Kaeq [M];
[Hyl; 1+ Kgq[6) + Ky [M], (55)
10
para el segundo hospedador, y usando el mismo método y las mismas aproximaciones, se obtiene
[HoG] _ Kez[6]4
[Hali 14 Keo[€]; + Ky [ (56)
[HaM] Kaea[M];
[Hz]y 1+ Kgo[6) + Kyz[M]) (57)
15
Las intensidades de luz para los dos fluoréforos pueden estar dadas por
[HyG] [Hy¥
i4 = ﬂ!ﬁl + . ﬁi}g;
| [Hy | [Hq]; (58)
[H-€] Iﬁga‘fl]
g = - dpa + Ayen
N [T = [[H:] ) (59)
20 (54) y (55) se pueden sustituir luego en (58), dando
. _ Keyl6]i8lgy + Kyey [M] 8150y
! 1§ Kgy[G]; + Ky [M], (60)

25 La expansion y la reorganizacion dan

£y = (3gy — i Kgg[6]; + {8y — 1335, [M]; (61)
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De forma similar, al sustituir (56) y (57) en (59)
iy = (3lgp — i 1K [6]; + {8l — (232 [M]; (62)

Escribir (61) y (62) en forma matricial e invertir proporciona

[€l;1 1 —{al5eq — €4 Ky [;:_

Ml A|-ial, - K (algy —iKe :3] (63),

(3Ipn — 521K

siendo el determinante
A = (Algi-i)Kagi1(Alvme-12)Knp-(Algo-i2)KGo(Alvi-in)Kvy - (64)
Por lo tanto,

{Qlngn — i Myrp iy — (Blggy — 37Ky ip

[G]i:,\ T N . - Yo T :
(Qlgy — 3y Q@iyy — i Mygp — (g — )W {8155 — (s s (65)
Sustituyendo (21) y (22) en (65) se obtiene
€] = Kagailayz — 100y — gy — Kyglpngg — 13 NIz — g0}
' KgiKaolegr —1giwne — 12) — Ko Kyps(Toagz — 1z Moy — 152 (66),
y de manera similar
[M]; = Keqlogq = 110003 = Ig3) — Kesllpez — Il = Igy)
> l - " > r ~ r - '8
KpaKnaTogs — 10pw — 12} — Koo Kyg (Tngn — 32 Mgz — 19D (67).

Resultados obtenidos en un sensor que contiene hidrogel 4 frente a D-manitol y D-glucosa

Se inmovilizaron dos sensores de acido bordnico separados dentro del hidrogel 4. Uno de estos fue un acido diborénico
que tenia constantes de asociacion similares tanto para la D-glucosa como para el D-manitol. El segundo fue un acido
monoboroénico que fue mas selectivo hacia el D-manitol. La Figura 7 muestra los espectros fluorescentes del hidrogel
4 cuando se excitd a longitudes de onda seleccionadas con concentraciones crecientes de D-glucosa o D-manitol. Es
posible calcular las constantes de asociaciéon para cada uno de estos sensores de forma independiente, y estos
resultados se muestran en la siguiente Tabla 2.

Tabla 2. Constantes de asociacion para el hidrogel 4 con la D-glucosa y el D-manitol cuando se excita a dos
longitudes de onda diferentes.

D-Glucosa D-Manitol
A ex =350 Aex = 405 Aex = 350 Aex = 405
Aem = 380 Aem = 487 Aem = 380 Aem = 487
lo 1,000 1,000 1,000 1,000
| 3,915 2,725 4,077 4,699
K/ mM-1! 0,005 0,020 0,063 0,009

La selectividad de los dos receptores de acido borénico hacia la D-glucosa y el D-manitol son diferentes entre si. Por
lo tanto, los algoritmos (66) y (67) se pueden usar para determinar las concentraciones de ambos analitos en una
solucion que contenga glucosa y manitol y, por lo tanto, para corregir la presencia de interferente de manitol cuando
se busca obtener una medicion precisa de la concentracion de glucosa.
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REIVINDICACIONES

1. Un sensor de glucosa para cuantificar la cantidad de glucosa de una muestra que puede comprender ademas un
interferente, comprendiendo el sensor:

una region de deteccion que comprende:

un primer sistema indicador que comprende un primer receptor para unirse a la glucosa y un primer fluoréforo
asociado con el primer receptor, en el que dicho primer receptor tiene una constante de asociacion Ks1 con la
glucosa y una constante de asociacion Kui con dicho interferente, y

un segundo sistema indicador que comprende un segundo receptor para la unién a la glucosa y un segundo
fluoréforo asociado con el segundo receptor, en el que dicho segundo receptor tiene una constante de
asociacion Kaz con la glucosa y una constante de asociacion Kwz con dicho interferente, y en el que Ke2/Kwz es
diferente de Kg1/Km1, y

una matriz polimérica;

y
una guia de onda 6ptica para dirigir la luz sobre la regién de deteccion, en el que:

dicho primer receptor y dicho segundo receptor son receptores de acido bordénico, o comprenden uno o mas grupos
de formula H3AsOs, H2AsOs", HeTeOs, HsTeOs", Ge(OH)s 0 GeO(OH)s, o sus derivados; y el primer receptor y el
primer fluoréforo y el segundo receptor y el segundo fluoréforo estan unidos a la matriz polimérica de modo que la
matriz polimérica porta simultaneamente el primer receptor y el primer fluoréforo junto con el segundo receptor y
el segundo fluordéforo.

2. Un sensor de glucosa de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicho primer fluoréforo y dicho segundo fluoréforo
tienen longitudes de onda de emisidn maxima que difieren en al menos 5 nm.

3. Un sensor de glucosa de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en el que [Ke2/Km2]/[Ka1/Km1] es superior a 2 o inferior
a0,5.

4. Un sensor de glucosa de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dicho primer
receptor y dicho segundo receptor son receptores de acido boronico, y preferentemente, en el que dicho primer
receptor contiene dos grupos de acido borénico y dicho segundo receptor contiene un grupo de acido borénico.

5. Un sensor de glucosa de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dicho
interferente se selecciona entre: (a) un interferente que comprende un grupo cis-diol; y (b) una amina; v,
preferentemente, en el que el interferente que comprende un grupo cis-diol se selecciona entre un alcohol de aztcar
y un sacarido.

6. Un sensor de glucosa de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el interferente
se selecciona del grupo que consiste en manitol, sorbitol, galactitol, inositol, fructosa, galactosa, arabinosa, glutamina
y catecolaminas, preferentemente, manitol.

7. Un método para cuantificar la cantidad de glucosa en una muestra que puede comprender ademas un interferente,
comprendiendo el método:

- proporcionar luz incidente a la region de deteccién de un sensor de glucosa expuesto a la muestra, en el que el
sensor de glucosa comprende una region de deteccién que comprende al menos un primer sistema indicador que
comprende un primer receptor para la unioén a la glucosa y un primer fluoréforo asociado con el primer receptor, un
segundo sistema indicador que comprende un segundo receptor para la unién a la glucosa y un segundo fluoréforo
asociado con el segundo receptor, y una matriz polimérica, en el que el primer receptor y el primer fluoréforo y el
segundo receptor y el segundo fluoréforo estan unidos a la matriz polimérica de modo que la matriz polimérica
porta simultaneamente el primer receptor y el primer fluoréforo junto con el segundo receptor y el segundo
fluoréforo, y una guia de onda 6ptica para dirigir la luz en la region de deteccion;

- obtener una primera medicion de la cantidad de glucosa mediante un primer método de medicidon que comprende
detectar la emisién de dicho primer fluoréforo;

- obtener una segunda medicién de la cantidad de glucosa mediante un segundo método de medicion que
comprende detectar la emision de dicho segundo fluoréforo, en el que el segundo método de medicion difiere en
su sensibilidad hacia la cantidad de dicho interferente en la muestra con respecto al primer método de medicion; y
- comparar dicha primera mediciéon y dicha segunda mediciéon y, de ese modo, determinar si cualquier dicho
interferente esta presente en la muestra; en el que dicho interferente es una sustancia que es capaz de interferir
en la union de la glucosa a dicho primer receptor.

8. Un método de acuerdo con la reivindicacion 7, en el que dicho primer receptor tiene una constante de asociaciéon

Ke1 con la glucosa y una constante de asociacién Ku1 con dicho interferente, y dicho segundo receptor tiene una
constante de asociacion K2 con la glucosa y una constante de asociacion Kmz con dicho interferente, y en el que
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Ka2/Kwmz es diferente de Ke1/Kwui; y en el que el método comprende ademas corregir la presencia de cualquier dicho
interferente en la muestra.

9. Un método de acuerdo con la reivindicacion 8, en el que:

(a) dicha primera medicién y dicha segunda medicién se obtienen en una Unica etapa de deteccion de la emision;
y/o

(b) dicho primer fluoréforo y dicho segundo fluoréforo tienen longitudes de onda de emisién maxima que difieren
en al menos 5 nm.

10. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 8 0 9, en el que [Ke2/Km2]/[Ke1/Km1] es superior
a 2 o inferior a 0,5.

11. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10, en el que dicho primer receptor y dicho
segundo receptor son receptores de acido bordnico, y preferentemente, en el que dicho primer receptor contiene dos
grupos de acido borénico y dicho segundo receptor contiene un grupo de acido borénico.

12. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 11, en el que el interferente se selecciona
entre: (a) un interferente que comprende un grupo cis-diol, preferentemente, un alcohol de azucar o un sacarido; y (b)
una amina;

preferentemente, en el que el interferente se selecciona del grupo que consiste en manitol, sorbitol, galactitol, inositol,
fructosa, galactosa, arabinosa, glutamina y catecolaminas; mas preferentemente, en el que el interferente es manitol.

13. Un sensor de glucosa para cuantificar la cantidad de glucosa de una muestra que puede comprender ademas un
interferente, comprendiendo el sensor:

una region de deteccion que comprende:

un primer sistema indicador que comprende un primer receptor que comprende dos grupos de acido bordnico
para unirse a la glucosa y un primer fluoréforo asociado con el primer receptor,

un segundo sistema indicador que comprende un segundo receptor que comprende un grupo de acido borénico
para unirse a la glucosa y un segundo fluoréforo asociado con el segundo receptor, y una matriz polimérica; y

una guia de onda dptica para dirigir la luz sobre la regién de deteccion,

en el que el primer receptor y el primer fluoréforo y el segundo receptor y el segundo fluoréforo estan unidos a la matriz
polimérica de modo que la matriz polimérica porta simultaneamente el primer receptor y el primer fluoréforo junto con
el segundo receptor y el segundo fluoréforo.

14. Un sensor de glucosa de acuerdo con la reivindicacion 13, en el que el interferente es un sacarido distinto de la
glucosay:

(a) dicho sacarido comprende un grupo cis-diol; o

(b) dicho sacarido se selecciona del grupo que consiste en manitol, sorbitol, galactitol, inositol, fructosa, galactosa
y arabinosa; o

(c) dicho sacarido es manitol; o

(d) el primer receptor tiene una constante de asociacion Ka1 con la glucosa y una constante de asociacion Km1 con
dicho interferente y el segundo receptor tiene una constante de asociacion Ks2 con la glucosa y una constante de
asociacion Kuz con dicho interferente, y en el que Ke2/Km2 es diferente de Ke1/Km1.
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nsertar el sensor de glucosa en la muestrd

B: Obtener una segunda
medicion de la cantidad de
glucosa

A: Obtener una primera medicion de la cantidad
de glucosa proporcionando luz incidente y
detectando la emisién del primer fluoréforo

C: Comparar la primera medicion y la

segunda medicion

cualquier interferente (por ejemplo,

D: Determinar si esta presente

manitol) en la muestra

Figura 4
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Insertar el sensor de glucosa en la muestrz

A/B: Obtener una primera y una segunda medicion de la cantidad de glucosa,
proporcionando luz incidente y detectando la emisidn de:
el segundo fluoréforo ... vy ... el primer fluoréforo.

G: Comparar la primera y la
segunda medicion

D: Determinar si esta presente cualquier interferente (por ejemplo, manitol) en la
muestra y corregir la presencia de cualquier interferente en la muestra

Figura 5
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nsertar el sensor de glucosa en la muestra

— T

B1:; Obtener la cantidad de A:Obtener una primera medicion de la cantidad
la muestra de glucosa proporcionando luz incidente y
- detectando la emisién del primer fluordforo

B2: Obtener una segunda medicion de la
muestra mediendo electroquimicamente la-
cantidad de glucosa (o de interferente, por

ejemplo, de manitol)

C : Comparar la primera medicion y la
segunda medicion

D: Obtener una medicion de glucosa a traves del primer
fluoréforo que tiene una contribucién sustancialmente nula o
reducida de interferente, por ejemplo,

(i) mediante la repeticion de las etapas A, B1, B2 y C, hasta
que las mediciones A y B2 coresponden; o

(i) permitiendo suficiente retraso de tiempo para que el
interferente se limpie de la muestra, repitiendo luego la etapa
A.

Figura 6
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