eneormasos sz INIINIAAIHNNIL

(22) Data de Deposito: 09/09/2007 (61) Int.Cl.:
o ) _ (43) Data da Publicacao: 12/11/2013 C12Q 1/00
M 6 oo o (RPI 2236) GO1N 27/30
lstituto Nfc?ﬁnﬁfﬂ%fp&gg!;g industrial. G01 N 33/487
(54) Titulo: SISTEMA DE BIOSSENSOR TENDO (57) Resumo:

ESTABILIDADE E DESEMPENHO DE
HEMATOCRITOS MAIORES

(30) Prioridade Unionista: 22/09/2006 US 60/846.688
(73) Titular(es): Bayer Healthcare LLC

(72) Inventor(es): Christine D. Nelson, Eric Maurer, Hope
Spradlin, Huan-Ping Wu

(74) Procurador(es): ISABELLA CARDOZO

(86) Pedido Internacional: PCT US2007077955 de
09/09/2007

(87) Publicacgao Internacional: woO 2008/036516de
27/03/2008

275
285\ 185 175
o e
L A4 170
180/ \ ——

g
- 7/
— .



10

15

20

25

30

35

"SISTEMA DE BIOSSENSOR TENDO ESTABILIDADE E DESEMPENHO DE
HEMATOCRITOS MAIORES"

REFERENCIA A PEDIDOS DE PATENTES RELACIONADOS

Este pedido de patente reivindica o beneficio do pedido de patente provisoério U.S.
60/846.688, intitulado "Biosensor System Having Enhanced Stability and Hematocrit Perfor-
mance", depositado em 22 de setembro de 2006, que é incorporado na totalidade por refe-
réncia.

ANTECEDENTES

Os biossensores proporcionam uma analise de um fluido biologico, tal como sangue

total, urina ou saliva. Tipicamente, um biossensor analisa uma amostra de fluido biologico,
para determinar a concentragdo de um ou mais analisados, tais como glicose, &cido urico,
lactato, colesterol ou bilirubina, no fluido biolégico. A analise é util na diagnose e tratamento
de anormalidades fisiolégicas. Por exemplo, um individuo diabético pode usar um biossen-
sor, para determinar o nivel de glicose no sangue total para ajustes na dieta e/ou medica-
¢ao.

Os biossensores podem ser implementados por uso de dispositivos de bancada,
portateis e assemelhados. Os dispositivos portateis podem ser manuais. Os biossensores
podem ser projetados para analisar um ou mais analisados e podem usar diferentes volu-
mes de fluidos biolégicos. Alguns biossensores podem analisar uma Unica gota de sangue
total, tal como de um volume de 0,25 - 15 microlitros (uL). Os exemplos de dispositivos de
medida portateis incluem os medidores Ascensia Breeze® e Elite® da Bayer Corporation; os
biossensores Precision® disponiveis da Abbott em Abbott Park, Illinois; os biossensores Ac-
cucheck® disponiveis da Roche em Indianapolis, Indiana; e os biossensores OneTouch Ul-
tra® disponiveis da Lifescan em Milpites, Califérnia. Os exemplos de dispositivos de medida
de bancada incluem o analisador BAS 100B disponivel da BAS Instruments em West Lafa-
yette, Indiana; a estacédo de trabalho eletroquimica da CH Instruments, disponivel da CH
Instruments, Texas; a estacdo de trabalho eletroquimica da Cypress disponivel da Cypress
Systems em Lawrence, Kansas; e o instrumento eletroquimico da EG&G disponivel da Prin-
ceton Research Instruments em Princeton, Nova Jersey.

Os biossensores medem usualmente um sinal elétrico, para determinar a concen-
tracédo de analisado em uma amostra do fluido biolégico. O analisado sofre tipicamente uma
reagdo de oxidagao / redugdo ou oxirredugéo, quando um sinal de entrada € aplicado a ma-
triz. Uma enzima ou uma espécie similar pode ser adicionada a amostra para acentuar a
reagao de oxirreducéo. O sinal de entrada é tipicamente um sinal elétrico, tal como uma cor-
rente ou um potencial. A reagdo de oxirredugdo gera um sinal de saida, em resposta ao si-
nal de entrada. O sinal de saida é usualmente um sinal elétrico, tal como uma corrente ou

um potencial, que pode ser medido e correlacionado com a concentragao do analisado no
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fluido biolégico.

Muitos biossensores tém um dispositivo de medida e uma tira sensora. Uma amos-
tra do fluido bioldgico € introduzida em uma cadmara de amostra na tira sensora. A tira sen-
sora € colocada no dispositivo de medida para analise. O dispositivo de medida tem usual-
mente contatos elétricos que conectam os condutores elétricos a tira sensora. Os conduto-
res elétricos sdo conectados aos eletrodos de medida, contra e/ou outros eletrodos que se
estendem em uma cémara de amostra. O dispositivo de medida aplica o sinal de entrada
pelos contatos elétricos aos condutores elétricos na tira sensora. Os condutores elétricos
transportam o sinal de entrada pelos eletrodos para uma amostra depositada na camara de
amostra. A reacao de oxirredugédo do analisado gera um sinal de saida, em resposta ao sinal
de entrada. O dispositivo de medida determina a concentragdo do analisado, em resposta
ao sinal de saida.

A tira sensora pode incluir reagentes que reagem com o analisado na amostra de
fluido biolégico. Os reagentes podem incluir um agente ionizante, para facilitar a reagdo de
oxirredugdo do analisado, bem como mediadores ou outras substancias que auxiliam na
transferéncia de elétrons entre o analisado e o condutor. O agente ionizante pode ser uma
oxidorredutase, tal como uma enzima especifica de analisado, que catalisa a oxidagdo de
glicose em uma amostra de sangue total. Os reagentes podem incluir um aglutinante, que
retém a enzima e o mediador conjuntamente.

Uma desvantagem das composigoes dos reagentes usadas em biossensores con-
vencionais € a variagdo no desempenho de medida, exatidao ou precisdo, que ocorre quan-
do a tira sensora é armazenada. Os componentes eletrénicos e os métodos de analise, usa-
dos pelo dispositivo de medida para determinar a concentragao de analisado da amostra,
sdo geralmente selecionados em vista da composi¢gdo do reagente na tira sensora funcio-
nando como manufaturada inicialmente. No entanto, apés transporte e armazenamento em
prateleiras de armazenamento, a composigdo do reagente degrada com o tempo e a tempe-
ratura. Essa variagdo na quimica da composigao do reagente pode resultar em uma reducéo
do desempenho da medida.

Para aumentar a estabilidade de longo prazo de composigdes de reagentes de bi-
ossensores, 0s biossensores convencionais se baseiam, de uma maneira geral, em um ex-
cesso substancial de enzima e mediador em relagdo a quantidade desses reagentes neces-
saria para analisar a amostra. Esperando-se que esses reagentes vao se degradar com o
tempo, as composi¢cées de reagentes convencionais incluem proporgées substancialmente
maiores de enzima e/ou mediador do que as necessarias para a reagdo estequiométrica
com o analisado. Além de aumentar o custo do biossensor pelo uso de reagentes de sacrifi-
cio, os reagentes desnecessarios podem requerer um maior volume de amostra, um tempo

de andlise mais longo e uma diminuigdo do desempenho de medida do biossensor, devido
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aos muitos fatores.

Por exemplo, a publicagdo PCT WO 88/03270 descreve um densidade de deposi-
¢&o total de 3 mg/cm? (30 pg/mm?) com um método de impressao por tela. A proporgéo rela-
tiva de Ks;Fe(CN)s foi de 57,7%, tampéo de fosfato a 28,8% e glicose oxidase (GO) a 3,6%.
Traduzindo esses percentuais em densidades de deposi¢do na tira sensora, resulta em uma
densidade de K;Fe(CN)s de 8,64 pg/mm? e uma densidade de GO de 1,08 ug/mm?2. Em ou-
tro exemplo, coluna 17, linhas 25 - 35 da patente U.S. 4.711.245, descreve-se a deposi¢éo
de 15 pL de uma solugéo 0,1 M de 1,1'-dimetilferroceno em tolueno em um eletrodo a disco
tendo um didmetro de 4 mm. Com um peso molecular de 214 M.U., o mediador de 1,1
dimetilferroceno foi aplicado a uma densidade de deposigao de 25,5 pg/mm? [(15 uL * 0,1 M
* 214 g / mol) / (2% * 3,14 mm?) = 25,5 pg/mm?. Em um outro exemplo, a patente U.S.
5.958.199 descreve a deposigdo no eletrodo sensor de 4 uL de uma solugéo incluindo 40
mg de GO, 16 mg de K;Fe(CN)s € 20 mg de CMC em 1 mL de agua. Nesse caso, as densi-
dades de deposigéo foram 6,67 ug/mm? para GO, 10,67 pg/mm? para KzFe(CN)s e 13,33
pg/mm? para CMC, com uma &rea de eletrodo (area de deposigdo) estimada de 6 mm?. Em
um outro exemplo, a patente U.S. 5.997.817 descreve uma formulagéo de reagente incluin-
do 59 g de K;Fe(CN)s dissolvidos em aproximadamente 900 mL de agua com outros ingre-
dientes. Aproximadamente 4,5 uL desse reagente foram depositados em uma abertura de
21,4 mm? (3,2 x 6,7), para produzir uma densidade de deposigdo do mediador de 13,96
pg/mm? (4,5 x 10° mL * 59 g / 900 mL).

Em cada um desses exemplos, as composi¢gdes dos reagentes tinham densidades
de deposi¢do de mediadores na faixa de 10 - 25 ug/mm?, enquanto que a densidade de de-
posigéo de enzima foi na faixa de 1 - 6 pg/mm?. Essa grande carga de mediador em relacéo
a enzima pode ser atribuivel a aplicagdo Unica da composicdo em ambos os eletrodos de
medida e o contraeletrodo. Dependendo do projeto do sensor, o mediador pode funcionar no
contraeletrodo, para suportar a atividade eletroquimica no eletrodo de medida. Desse modo,
uma unica deposi¢do de cobertura de reagente, cobrindo ambos os eletrodos, pode resultar
em uma sobrecarga substancial do eletrodo de medida com o mediador.

Os exemplos mostram que excessos de enzima e mediador sdo usados para ga-
rantir que ingredientes ativos suficientes estéo presentes para uma medida precisa de glico-
se. O uso de tiras sensoras produzidas com maiores quantidades de sacrificio de reagentes,
ap6s armazenamento de longo prazo, pode resultar na desvantagem de uma polarizagéo no
desempenho da medida. Essa polarizagido pode ser observada em pelo menos dois modos:
(1) um aumento de corrente de fundo com o tempo (afetando a interceptagéo de calibragéao;
e (2) uma polarizagéo na sensibilidade do sensor (afetando a inclinagdo da calibragéo).

Durante armazenamento, o mediador reduzido pode ser produzido de interagbes

entre o mediador oxidado e o sistema enzimatico e o polimero. Esse € um processo natural
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que se acredita que seja governado pela termodinamica. Quanto maior a proporgédo de me-
diador ou enzima, maior a propor¢do de mediador reduzido que é produzida. Na medida em
que a concentra¢do de mediador reduzido aumenta com o tempo, a corrente de fundo vai
aumentar no sentido do fim da vida Gtil das tiras sensoras.

Multiplos métodos foram propostos para reduzir o efeito da polarizagdo no desem-
penho do sensor, antes de uso de uma tira sensora armazenada. Por exemplo, Genshaw et
al. na patente U.S. 5.653.863 descreveu um método de uso de um pulso inicial relativamen-
te longo, antes da analise, para oxidar o mediador que foi reduzido durante transporte e ar-
mazenamento. Ainda que efetivo, esse método alongou o tempo necessario para completar
a anadlise.

Desse modo, seria desejavel aumentar a estabilidade de longo prazo da composi-
¢ao dos reagentes, para aperfeicoar o desempenho de medida do biossensor, apds trans-
porte e armazenamento. Esse aumento da estabilidade de longo prazo pode aumentar o
desempenho de medida do biossensor e proporcionar uma vida Gtil mais longa para as tiras
sensoras. Também seria desejavel reduzir a quantidade de enzima e/ou mediador de sacri-
ficio, incluida na composigéo de reagentes, e diminuir o tempo necessario para completar a
analise.

Outra deficiéncia dos biossensores convencionais usados para medir a concentra-
cdo de glicose em amostras de sangue total (WB) é referida como o "efeito de hematécerito”.
Além da agua e da glicose, as amostras WB contém células sanguineas vermelhas (RBC).
O hematécrito (Hct) € o volume de uma amostra WB ocupado pelas RBC em relagdo ao
volume total da amostra WB e é expresso frequentemente como um percentual. O efeito de
hematodcrito ocorre quando as células sanguineas vermelhas bloqueiam a difusdo do anali-
sado e/ou do mediador a um ou mais eletrodos do biossensor. Uma vez que o sinal de saida
medido pelo biossensor corresponde a taxa de difusdo do adesivo de alta resisténcia a des-
prendimento e/ou do mediador, as RBC podem incluir erro na analise por interferéncia com
esse processo de difusdo. Desse modo, quanto mais o percentual de hematécrito (volume
de células sanguineas vermelhas) se desvia da calibragdo do sistema de % de hematdécrito
para uma amostra WB, mais o hematdécrito influi (contribuindo para o erro) nas leituras de
glicose obtidas do biossensor.

As amostras WB tém geralmente percentuais de hematdcritos variando de 20 a
60%, com ~ 40% sendo a média. Se as amostras de WB contendo niveis de glicose idénti-
cos, mas tendo hematdcritos de 20, 40 e 60%, sdo testadas, trés diferentes leituras de glico-
se vio ser registradas por um sistema baseado em um conjunto de constantes de calibragéo
(inclinagdo e interceptagdo de amostra WB contendo 40% de hematécritos, por exemplo).
Ainda que as concentragdes de glicose sejam iguais, o sistema vai registrar que amostra

WB com 20% de hematdcritos contém mais glicose do que uma amostra WB com 40% de
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hematdcritos, e que uma amostra WB com 60% de hematécritos contém menos glicose do
que uma amostra WB com 40% de hematdcritos, devido as RBC interferindo com a difuséo
do analisado e/ou mediador na superficie do eletrodo. Desse modo, os biossensores con-
vencionais podem ser incapazes de distinguir entre uma concentragdo de analisado mais
baixa e uma concentragdo de analisado mais alta, quando as RBC interferem com a difusao.

Os biossensores convencionais sdo geralmente configurados para registrar concen-
tragbes de glicose, considerando um teor de 40% de hematécritos para a amostra WB, in-
dependentemente do teor efetivo de hematécritos. Para esses sistemas, qualquer medida
de glicose feita em uma amostra de sangue contendo menos ou mais de 40% de hematdcri-
tos vai incluir alguma influéncia de hematécritos atribuivel ao efeito de hematécrito.

Varios métodos e técnicas foram propostos para reduzir a influéncia do efeito de
hematécrito nas medidas de glicose. Por exemplo, Ohara et al., na patente U.S. 6.475.372,
descreveu um método de uso da razdo de correntes de um pulso de potencial de avango e
reverso, para compensar o efeito de hematocrito. McAleer et al.,, nas patentes U.S.
5.708.247 e 5.951.836, descreveu uma formulagdo de reagentes usando particulas de silica
para filtrar as RBC da superficie do eletrodo, para reduzir o efeito de hematécrito. Carter et
al., na patente U.S. 5.628.890, descreveu um método de uso de um espagamento amplo
entre os eletrodos, em combinagdo com camadas de malha para distribuir a amostra de
sangue, para reduzir o efeito de hematdécrito.

Essas técnicas convencionais para reduzir a influéncia atribuivel ao efeito de hema-
técrito incluiram: (a) co-deposi¢cdo de um polimero para minimizar o efeito de hematécrito;
(b) adigéo de varios tipos de silica fundida, para aumentar o efeito de filtragdo para a cama-
da polimérica; (c) coeficientes de compensag¢do com base na razdo de correntes de um pul-
so de potencial de avango e um reverso; e (d) autocompensagao por utilizagdo da resistén-
cia da solucéo existente das amostras de sangue total. Embora esses métodos possam ser
uteis, os sensores de glicose convencionais continuam a apresentar uma influéncia analitica
significativa atribuivel ao efeito de hematdécrito, geralmente de cerca de 15 a 30%. Desse
modo, seria desejavel proporcionar sistemas para quantificar os analisados em fluidos biol6-
gicos, em particular, o teor de glicose de sangue total, o que reduz a influéncia do efeito de
hematécrito.

RESUMO

Em um aspecto, uma tira sensora eletroquimica inclui uma base, um primeiro e um
segundo eletrodos na base, e uma tampa na base. A tira inclui pelo menos uma primeira
camada em um primeiro condutor, a primeira camada incluindo uma camada de reagentes,
incluindo no maximo 8 ug/mm2 de um mediador. A tira proporciona um valor de concentra-
¢ao determinado, tendo pelo menos uma influéncia de uma influéncia de estabilidade inferior

a + 10%, apés armazenamento a 50°C por 2 semanas, quando comparado a uma tira com-
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parativa armazenada a -20°C por 2 semanas, uma influéncia de hematécrito inferior a + 10%
para as amostras de sangue total, incluindo de 20 a 60% de hematdcrito, € uma razédo de
interceptagado para inclinagédo de no maximo de 20 mg/dL.

Os primeiro e segundo eletrodos da tira podem estar substancialmente no mesmo
plano, e o segundo eletrodo pode incluir a primeira camada em um segundo condutor. O
segundo eletrodo pode incluir uma segunda camada no segundo condutor, e a segunda ca-
mada pode incluir uma camada de reagentes diferente em composi¢gdo da camada de rea-
gentes da primeira camada. Os eletrodos podem ser separados por mais de 200 um e po-
dem ser separados de uma parte superior da tampa por pelo menos 100 um.

A espessura inicial média da camada de reagentes da tira pode ser inferior a 8 um
ou pode ser de 0,25 a 3 um. A camada de reagentes da tira pode ser formada a uma densi-
dade de deposigdo de no maximo 0,2 pL/mm? de uma solugédo de reagentes. A camada de
reagentes pode incluir poli (6xido de etileno), poli (alcool vinilico), hidroxietilenocelulose,
carboximetilcelulose, ou uma combinagédo deles como um aglutinante polimérico. A densida-
de de deposi¢do do aglutinante polimérico pode ser no maximo 2 pg/mm? no primeiro condu-
tor. O aglutinante polimérico pode ser parcialmente solivel em agua e/ou pode ser um mate-
rial em forma de gelo quando de hidratagéo.

A camada de reagentes pode incluir um sistema enzimatico a uma densidade de
deposigdo de no maximo 0,8 ng/mm? e/ou incluir no maximo 1,3 unidade de enzima. A ca-
mada de reagentes no eletrodo de medida pode incluir no maximo 2 pg/mm? do mediador. O
mediador pode ser um mediador de transferéncia de dois elétrons e pode ser 3-fenilimino-
3H-fenotiazinas, 3-fenilimino-3H-fenoxazinas, seus sais, seus acidos, seus derivados, ou
suas combinagdes. O mediador pode ter um potencial de oxirredugido de pelo menos 100
mYV mais baixo do que aquele de ferrocianeto.

A tira pode ter uma polarizagdo de estabilidade inferior a + 5%, apés armazenamen-
to a 50°C por 2 ou 4 semanas, quando comparada com uma tira comparativa armazenada a
-20°C por 2 ou 4 semanas, respectivamente. A tira pode ser uma polarizagdo de hematécrito
inferior a + 5% para amostras de sangue total, incluindo de 20 a 60% de hematécritos. A tira
pode ser uma razdo de interceptagdo para inclinagdo de no maximo 10 mg/dL ou no maximo
1 mg/dL.

Em outro aspecto, uma tira sensora eletroquimica inclui uma base, primeiro e se-
gundo eletrodos na base, e uma tampa na base. A tira inclui pelo menos uma primeira ca-
mada em um primeiro condutor, a primeira camada incluindo uma camada de reagentes
incluindo um mediador e um sistema enzimatico, em que a camada de reagentes proporcio-
na um valor de concentragdo determinado tendo pelo menos uma de uma polarizagdo de
estabilidade inferior a + 10%, apés armazenamento a 50°C por 2 semanas, quando compa-

rada a uma tira comparativa armazenada a -20°C por 2 semanas, uma polarizagido de hema-



10

16

20

25

30

35

tocritos inferior a = 10% para amostras de sangue total incluindo de 20 a 60% de hematécri-
tos, e uma razéo de interceptagdo para inclinagdo de no maximo 20 mg/dL..

Em outro aspecto, um método para a determinagéo da concentragdo de um anali-
sado em uma amostra € proporcionado. O método inclui a aplicagdo de uma sequéncia de
pulsos & amostra, a sequéncia de pulsos incluindo pelo menos 3 ciclos operacionais em um
periodo de 30 segundos. O método também inclui a determinagédo da concentragdo do ana-
lisado na amostra, quando a concentragdo tem pelo menos uma de uma polarizagéo de es-
tabilidade inferior a + 10%, uma polarizagéo de hematécritos inferior a + 10% para amostras
de sangue total incluindo de 20 a 60% de hematdcritos, € uma razdo de interceptagédo para
inclinagdo de no maximo 20 mg/dL.

O método pode incluir pelo menos 3 ciclos operacionais em um periodo de 9 se-
gundos, e a sequéncia de pulsos pode estar completa em no maximo 5 segundos. A deter-
minagao da concentragdo do analisado na amostra pode incluir a determinagao da concen-
tracdo do analisado na amostra, a partir de uma medida de corrente feita em um periodo de
2 segundos da aplicagdo da sequéncia de pulsos. Cada ciclo operacional pode incluir uma
excitagcdo e uma relaxagdo, em que cada excitagdo pode ter uma duragdo de 0,01 a 3 se-
gundos. As excitagdes podem tem uma duragdo somada de no maximo 10 segundos ou no
maximo de 2 segundos, e as excitagdes podem ter amplitudes diferindo por 500 mV. As ex-
citagdes podem ser de no maximo 45% do tempo da sequéncia de puisos. Cada uma das
relaxagdes pode ter uma duragédo de pelo menos 0,2 segundo ou pode ter uma duragédo de
0.2 a 3 segundos. A sequéncia de pulsos pode incluir uma excitagéo inicial de 0,75 a 3 se-
gundos em duragdo, em que a excitagdo inicial € mais longa em duragdo do que as excita-
¢Oes dos ciclos operacionais.

O método pode determinar uma concentragdo tendo uma polarizagdo de estabilida-
de inferior a + 5%, apés armazenamento a 50°C por 2 ou 4 semanas, quando comparada a
uma tira comparativa armazenada a -20°C por 2 ou 4 semanas, respectivamente. A concen-
tragcdo pode ter uma polarizagao de hematécritos inferior a + 5% para amostras de sangue
total incluindo de 20 a 60% de hematécritos. A concentragdo pode ter uma razdo de inter-
ceptagdo para inclinagdo de no maximo 10 mg/dL ou no maximo 1 mg/dL.

Em outro aspecto, um método para aumentar o desempenho da determinag¢ao
quantitativa de analisado inclui a introdugéo de uma amostra contendo analisado, tendo um
componente liquido, em uma tira sensora eletroquimica, a tira tendo uma base, um primeiro
condutor na base, um segundo condutor na base, e pelo menos uma primeira camada no
pelo menos o primeiro condutor, em que a pelo menos uma primeira camada inclui uma ca-
mada de reagentes incluindo um aglutinante polimérico e a amostra proporciona comunica-
¢ao elétrica entre os primeiro e segundo condutores. O método também inclui a aplicagdo de

um potencial elétrico entre os primeiro e segundo condutores, na forma de pelo menos 4
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pulsos de leitura em um periodo de 30 ou de 9 segundos, e medir pelo menos um dos pul-
sos de leitura para proporcionar um valor quantitativo da concentragédo de analisado na a-
mostra com um maior desempenho, atribuivel a pelo menos um pardmetro de desempenho
selecionado de uma polarizagéo de estabilidade inferior a + 10%, apds a tira ser armazena-
da a 50°C por 2 semanas, quando comparada a uma tira comparativa armazenada a -20°C
por 2 semanas, uma polariza¢do de hematécritos inferior a + 10% em uma faixa de hemato-
critos de 20 a 60% para amostras de sangue total, uma razdo de interceptagéo para inclina-
¢ao de no maximo 10 mg/dL, e suas combinagdes.

Os pulsos de leitura podem ficar completos em no maximo 5 segundos, os pulsos
de leitura podem ser medidos em um periodo de 2 segundos de aplicagdo do potencial elé-
trico, e cada um dos pulsos de leitura pode ter uma duragéo de 0,01 a 3 segundos. Os pul-
sos de leitura podem ter uma duragéo de no méaximo 2 segundos e podem ser de amplitudes
tendo uma diferenga dentro de 500 mV.

O meétodo pode determinar o valor quantitativo tendo uma polarizagdo de estabili-
dade inferior a + 5%, apés armazenamento a 50°C por 2 ou 4 semanas, quando comparado
com o de uma tira comparativa armazenada a -20°C por 2 ou 4 semanas, respectivamente.
O método pode determinar o valor quantitativo tendo uma polarizagdo de hematdcritos infe-
rior a + 5% para amostras de sangue total incluindo de 20 a 60% de hematécritos. O método
pode determinar o valor quantitativo tendo uma razao de interceptagéo para inclinag@o de no
maximo 10 mg/dL ou no maximo 1 mg/dL.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A invengdo pode ser melhor entendida com referéncia aos desenhos e descrigao

apresentados a seguir. Os componentes nas figuras ndo estdo necessariamente em escala,
énfase sendo, em vez disso, colocada na ilustragdo dos principios da invencdo. Além do
mais, nas figuras, os nimeros de referéncia similares designam de uma maneira geral par-
tes correspondentes ao longo das diferentes vistas.

A Figura 1A é uma representagdo em perspectiva de uma tira sensora montada.

A Figura 1B é um diagrama de vista de topo de uma tira sensora com a tampa re-
movida.

A Figura 2A é uma vista pela extremidade da taxa de escoamento em fusdo (MFR)
da Figura 1B.

A Figura 2B representa a transferéncia de um unico elétron por um mediador de um
sistema enzimatico a um eletrodo de medida.

A Figura 2C representa a transferéncia de dois elétrons por um mediador de um sis-
tema enzimatico para um eletrodo de medida.

A Figura 3 representa um método eletroquimico de determinagao da presenca e da

concentragdo de um analisado em uma amostra.
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As Figuras 4A - 4D ilustram exemplos de sequéncias de pulsos amperométricos
controlados, quando multiplos ciclos operacionais foram aplicados a tira sensora, apés intro-
ducdo da amostra.

As Figuras 5A e 5B ilustram as curvas de resposta de dose para as tiras sensoras,
incluindo o sistema enzimatico PQQ - GDH no nivel de hematécritos de 20, 40 e 55%.

A Figura 5C apresenta as razées I/S em mg/dL determinadas a partir de dados ex-
perimentais.

A Figura 5D mostra as razées I/S de 0 a 20 mg/dL, para mdltiplas concentragdes de
glicose determinadas de tiras sensoras tendo composigdes de reagentes RC2, RC3 ou RCA4.

A Figura 5E mostra o desempenho de hematécritos quase idéntico do sistema com
plasma e de amostras de sangue total Com 40% de hematécritos.

A Figura 6A mostra a polarizag&o de estabilidade para quatro composigdes de rea-
gentes, incluindo o sistema enzimatico PQQ - GDH, apds 2 semanas a 50°C.

A Figura 6B mostra a polariza¢do de estabilidade para quatro composigdes de rea-
gentes, incluindo o sistema enzimatico PQQ - GDH, apos 4 semanas a 50°C.

A Figura 6C mostra a polarizagéo de estabilidade para trés composigdes de reagen-
tes, incluindo o sistema enzimatico PQQ - GDH, apos 52 semanas a 25°C sob uma umidade
relativa de 80%.

A Figura 6D mostra a variagdo em estabilidade para tiras sensoras, incluindo RC2,
quando o ponto de dados usado para calcular a concentragdo de analisado foi tomado a
tempos variaveis, apds inicio da analise.

A Figura 7A ilustra a curva de resposta de dose de uma tira sensora para muitiplas
amostras de sangue total.

A Figura 7B ilustra as disseminacdes de polarizagdes de hematécritos absolutos
para quatro lotes de manufatura de tiras sensoras obtidos com multiplas amostras de san-
gue total.

A Figura 7C compara a sensibilidade de hematécritos entre as presentes tiras sen-
soras e as convencionais.

DESCRICAO DETALHADA

Os biossensores proporcionam aos pacientes o beneficio de uma medida quase

que instantanea de niveis de glicose. Os erros nessas medidas podem ser atribuiveis a uma
degradagéo da composigdo de reagentes e/ou ao efeito de hematdcrito. A degradacgao da
composigéo de reagentes é um processo continuo, que ocorre durante o periodo de tempo
no qual a tira sensora ¢é transportada e armazenada, ap6s manufatura. Mdltiplos fatores po-
dem afetar a taxa na qual a composigdo de reagentes se degrada, incluindo a temperatura.
O efeito de hematdcrito surge quando as células sanguineas vermelhas afetam aleatoria-

mente a taxa de difusdo das espécies mensuraveis para a superficie condutora do eletrodo
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de medida.

Por redugédo da quantidade de mediador e/ou da enzima usada na tira sensora, a
estabilidade de longo prazo da composigdo de reagentes pode ser aumentada em relagédo
aos biossensores e as composigées de reagentes convencionais. Desse modo, a polariza-
¢@o de estabilidade e as razdes de interceptagéo para inclinagdo da tira sensora podem ser
aperfeigoados. Além do mais, por combinagdo de um método de andlise controlada com a
composi¢cado de reagentes de maior estabilidade, o efeito de hematécrito pode ser reduzido.
Desse modo, um ou qualquer combinagdo desse e de outros parametros de desempenho
pode ser aperfeicoado de acordo com a presente invengéo.

Em um aspecto, os biossensores da presente invengéo demonstram uma polariza-
¢ao de estabilidade preferivelmente de menos de + 10%, particularmente, inferior a + 5%,
ap6s armazenamento a 50°C por 4 semanas, quando comparados as tiras sensoras arma-
zenadas a -20°C por 4 semanas. Em outro aspecto, os biossensores da presente invencao
demonstram uma polarizagdo de hematécritos de preferivelmente menos de + 10%, particu-
larmente, inferior a + 5% para amostras WB, incluindo de 20 a 60% de hematdcrito. Em ou-
tro aspecto, os biossensores da presente invengé@o demonstram, de preferéncia, uma razao
de interceptagéo para inclinagdo de no maximo 20 mg/dL, particularmente, de no maximo 10
mg/dL ou de no maximo 6 mg/dL, e, especialmente, de no maximo 1 mg/dL. Esses e outros
pardmetros de desempenho da tira sensora podem ser aperfeigoados.

As Figuras 1A e 1B ilustram uma tira sensora 100, que pode ser usada na presente
invengdo. A Figura 1A é uma representagéo em perspectiva de uma tira sensora 100 mon-
tada, incluindo uma base de sensor 110, cobertura pelo menos parcialmente por uma tampa
120, que inclui um respiradouro 130, uma area de cobertura de amostra 140 e uma abertura
de extremidade de entrada 150. Um volume parcialmente encerrado 160 (o vao capilar ou o
vao da cobertura) é formado entre a base 110 e a tampa 120. Outros projetos de tiras sen-
soras compativeis com a presente invengdo podem ser usados, tais como aqueles descritos
nas patentes U.S. 5.120.420 e 5.798.031.

Uma amostra liquida para analise pode ser transferida para o vao da cobertura 160
por introdugéo do liquido na abertura 150. O liquido enche o vao da cobertura 160, enquanto
expelindo o ar contido previamente pelo respiradouro 130. O vio da cobertura 160 pode
conter uma composigdo (ndo mostrada), que auxilia na retencdo da amostra liquida no vao
da cobertura. Os exemplos dessas composigGes incluem os polimeros expansiveis por a-
gua, tais como carboximetilcelulose e poli (glicol etilénico); e matrizes poliméricas porosas,
tais como dextrana e poliacrilamida.

A Figura 1B ilustra uma vista de topo da tira sensora 100, com a tampa 120 removi-
da. Os condutores 170 e 180 podem se estender sob uma camada dielétrica 190, da abertu-
ra 150 para um eletrodo de medida 175 e um contraeletrodo 185, respectivamente. Em um
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aspecto, os eletrodos de medida e contra 175, 185 podem ficar substancialmente no mesmo
plano, como ilustrado na figura. Em um aspecto relacionado, os eletrodos de medida e con-
tra 175, 185 podem ser separados por mais de 200 ou 250 pm, e podem ser separados de
uma parte superior da tampa 120 por pelo menos 100 pm. Em outro aspecto, os eletrodos
de medida e contra 175, 185 podem ser separados por menos de 200 um. A camada dielé-
trica 190 pode cobrir parcialmente os eletrodos 175, 185 e pode ser feita de qualquer mate-
rial dielétrico adequado, tal como um polimero isolante.

O contraeletrodo 185 pode suportar a atividade eletroquimica no eletrodo de medi-
da 175 da tira sensora 100. Em um aspecto, o potencial para suportar a atividade eletroqui-
mica no eletrodo de medida 175 pode ser proporcionado ao sistema sensor por formagéao do
contraeletrodo 185 de um material inerte, tal como carbono, e incluindo uma espécie de oxir-
redug&o sollvel, tal como ferricianeto, dentro do vdo da cobertura 160. Em outro aspecto, o
potencial no contraeletrodo 185 pode ser um potencial de referéncia obtido por formagéao do
contraeletrodo 185 de um par de oxirredugéo, tal como Ag/AgCl, para proporcionar um ele-
trodo de referéncia - contraeletrodo combinados. Alternativamente, a tira sensora 100 pode
ser dotada com um terceiro condutor e eletrodo (n&o mostrados) para proporcionar um po-
tencial de referéncia para o sistema sensor.

A Figura 2A ilustra um diagrama de vista pela extremidade da tira sensora ilustrada
na Figura 1B, mostrando a estrutura de camadas do eletrodo de medida 175 e do contraele-
trodo 185. Os condutores 170 e 180 podem se estender diretamente na base 110. As cama-
das condutoras superficiais 270 e 280 podem ser opcionalmente depositadas nos conduto-
res 170 e 180, respectivamente. As camadas condutoras superficiais 270, 280 podem ser
feitas do mesmo ou de materiais diferentes.

O material ou os materiais usados para formar os condutores 170, 180 e as cama-
das condutoras superficiais 270, 280 podem incluir qualquer condutor elétrico. Os conduto-
res elétricos preferidos sdo ndo ionizantes, de modo que o material ndo sofra uma oxidacgéo
liquida ou uma redug&o liquida durante analise da amostra. Os condutores 170, 180 inclu-
em, de preferéncia, uma camada fina de uma pasta metalica ou um metal, tal como ouro,
prata, platina, paladio, cobre ou tungsténio. As camadas condutoras superficiais 270, 280
incluem, de preferéncia, carbono, ouro, platina, paladio ou suas combinagdes. Se uma ca-
mada condutora superficial ndo estiver presente em um condutor, o condutor é feito, de pre-
feréncia, de um material ndo ionizante.

O material condutor superficial pode ser depositado nos condutores 170, 180 por
qualquer meio convencional compativel com a operagdo da tira sensora, incluindo deposi-
¢éo de folha, deposigédo de vapor quimico, deposigdo de pasta e assemelhados. No caso de
deposi¢do de pasta, a mistura pode ser aplicada como uma tinta nos condutores 170, 180,

como descrito na patente U.S. 5.798.031.
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As camadas de reagentes 275 e 285 podem ser depositadas nos condutores 170 e
180, respectivamente. As camadas sdo formadas de pelo menos uma composigéo de rea-
gentes, que inclui reagentes e, opcionalmente, um aglutinante. O aglutinante é, de preferén-
cia, um material polimérico, que é pelo menos parcialmente solavel em agua. Em um aspec-
to, o aglutinante pode formar um gel ou um material similar a gel, quando hidratado pela
amostra. Em outro aspecto, o aglutinante pode filtras as células sanguineas vermelhas.

Os materiais poliméricos parcialmente soluveis em agua adequados, para uso co-
mo o aglutinante, podem incluir poli (6xido de etileno) (PEO), carboximetilcelulose (CMC),
poli (alcool vinilico), hidroxietilenocelulose (HEC), hidroxipropilcelulose (HPC), metilcelulose,
etilcelulose, etilhidroxietilcelulose, carboximetiletilcelulose, polivinilpirrolidona (PVP), polia-
minoacidos tal como polilisina, poli (sulfonato de estireno), gelatina, acido acrilico, acido me-
tacrilico, amido, anidrido maléico, seus sais, seus derivados e suas combinagdes. Entre os
materiais mencionados acima, PEO, PVA, CMC e HEC séo os preferidos, com CMC sendo
atualmente particularmente preferido.

Além do agiutinante, as camadas de reagentes 275 e 285 podem incluir reagentes
iguais ou diferentes. Quando incluindo os mesmos reagentes, as camadas de reagentes 275
e 285 podem ficar na mesma camada. Em um aspecto, os reagentes presentes na primeira
camada 275 podem ser selecionados para uso com o eletrodo de medida 175, enquanto
que os reagentes presentes na segunda camada 285 podem ser selecionados para uso com
o contraeletrodo 185. Por exemplo, os reagentes na camada 285 podem facilitar o fluxo livre
de elétrons entre a amostra e o condutor 180. De modo similar, os reagentes na camada
275 podem facilitar a reagdo do analisado.

A camada de reagentes 275 pode incluir um sistema enzimatico especifico para o
analisado, que pode facilitar a reagdo do analisado, enquanto aumentando a especificidade
do sistema sensor para o analisado, especialmente em amostras biolégicas complexas. O
sistema enzimatico pode incluir um ou mais de enzima, co-fator e/ou outra parte que partici-
pa na reducgdo ou oxirredugdo com o analisado. Por exemplo, uma oxidase de alcool pode
ser usada para proporcionar uma tira sensora, que € sensivel a presenga de alcool em uma
amostra. Esse sistema pode ser util na medida de concentragdes de alcool em sangue. Em
outro exemplo, glicose desidrogenase ou glicose oxidase pode ser usada para proporcionar
uma tira sensora, que é sensivel a presenga de glicose em uma amostra. Esse sistema po-
de ser util na medida de concentragdes de glicose em sangue, por exemplo, em pacientes
que sdo conhecidos por ou suspeitos de ter diabete.

As enzimas para uso no sistema enzimatico incluem desidrogenase de alcool, desi-
drogenase de lactato, desidrogenase de B-hidroxibutirato, glicose-6-fosfato desidrogenase,
glicose desidrogenase, desidrogenase de formaldeido, desidrogenase de maleato e desi-

drogenase de 3-hidroxiesterdide. Os sistemas enzimaticos sdo independentes de oxigénio,
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desse modo, ndo sdo substancialmente oxidados por oxigénio.

Uma dessas familias de enzimas independentes de oxigénio é a glicose desidroge-
nase (GDH). Usando-se co-enzimas ou co-fatores diferentes, a GDH pode ser mediada em
uma diferente maneira por diferentes mediadores. Dependendo da associagdo deles com o
GDH, um co-fator, tal como flavina adenina nucleotideo (FAD), pode ser retido firmemente
pela enzima hospedeira, tal como no caso de FAD-GDH, ou um co-fator, tal como pirrolo-
quinolinaquinona (PQQ), pode ser ligado covalentemente a enzima hospedeira, tal como
com PQQ-GDH. O co-fator em cada um desses sistemas enzimaticos pode ser retido per-
manentemente pela enzima hospedeira ou a co-enzima e a apoenzima podem ser reconsti-
tuidas antes do sistema enzimatico ser adicionado & composi¢éo de reagentes. A co-enzima
pode ser também adicionada independentemente a parte enzima hospedeira na composi¢ao
de reagentes, para auxiliar na fungdo catalitica da enzima hospedeira, tal como nos casos
de nicotinamida adenina nucleotideo NAD/NADH" ou nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato NADP/NADPH".

A camada de reagentes 275 pode também incluir um mediador para comunicagéo
mais efetiva dos resultados da reagdo de analisado para o condutor superficial 270 e/ou o
condutor 170. Os mediadores podem ser separados em dois grupos com base nas suas
atividades eletroquimicas. Os mediadores de transferéncia de um elétron sdo partes quimi-
cas capazes de empregar um elétron adicional durante as condigbes da reagéo eletroquimi-
ca, enquanto que os mediadores de transferéncia de dois elétrons sé&o partes quimicas ca-
pazes de empregar dois elétrons adicionais durante as condigdo da reagdo. Como ilustrado
na Figura 2B, os mediadores de transferéncia de um elétron podem transferir um elétron da
enzima para o eletrodo de medida, enquanto que, como ilustrado na Figura 2C, os mediado-
res de transferéncia de dois elétrons podem transferir dois elétrons.

Ainda que outros mediadores possam ser usados, os mediadores de transferéncia
de dois elétrons sdo os preferidos, devido as suas capacidades de transferir aproximada-
mente duas vezes mais elétrons do sistema enzimatico para o eletrodo de medida, para a
mesma quantidade molar de mediador, em relagdo aos mediadores de transferéncia de um
elétron. Por reducgéo da quantidade de mediador necessaria para que o sensor execute em
relagdo as tiras sensoras convencionais, as tiras sensoras da presente invengdo podem
demonstrar um aumento na estabilidade de longo prazo. Esse aumento de estabilidade po-
de ser atribuivel a uma reducdo na desnaturagdo da enzima pelo mediador, durante arma-
zenamento. O aumento de estabilidade pode ser também atribuivel a uma redugao na quan-
tidade de mediador disponivel para oxidar a enzima, durante armazenamento.

Os exemplos dos mediadores de transferéncia de um elétron incluem compostos,
tais como 1,1'-dimetil ferroceno, ferrocianeto e ferricianeto, e ruténio (lit) e ruténio (l) hexa-

mina. Os mediadores de dois elétrons incluem as quinonas e hidroquinonas orgéanicas, tais
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como fenatrolina quinona; derivados de fenotiazina e fenoxazina; 3-(fenilamino)-3H-
fenoxazinas; fenotiazinas; e 7-hidréxi-9,9-dimetil-9H-acridin-2-ona e seus derivados. Os e-
xemplos de mediadores de dois elétrons adicionais incluem as moléculas orgénicas eletroa-
tivas descritas, por exemplo, nas patentes U.S. 5.393.615, 5.498.542 e 5.520.786, que sao
aqui incorporadas por referéncia.

Os mediadores de transferéncia de dois elétrons incluem 3-fenilimino-3H-
fenotiazinas (PIPT) e 3-fenilimino-3H-fenoxazinas (PIPO). Os mediadores de dois elétrons
particularmente preferidos incluem o acido ou sal carboxilico, tais como os sais de amdnio,
de derivados de fenotiazina. Atualmente, os mediadores de dois elétrons especialmente pre-
feridos incluem &acido (E)-2-(3H-fenotiazina-3-ilidenoamino) benzeno-1,4-dissulfénico (Estru-
tura 1), acido (E)-5-(3H-fenotiazina-3-ilidenoamino) isoftalico (Estrutura Il), (E)-3-(3H-
fenotiazina-3-ilidenoamino)-5-carboxibenzoato de amdnio (Estrutura Ill), e suas combina-

¢Oes. As férmulas estruturais desses mediadores sdo apresentadas abaixo.
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Em outro aspecto, os mediadores de dois elétrons preferidos tém um potencial de
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oxirredugdo que é pelo menos 100 mV mais baixo, particularmente, pelo menos 150 mV
mais baixo do que o do ferricianeto.

As camadas de reagentes 275, 285 podem ser depositadas por qualquer meio con-
veniente, tal como impress3o, deposigdo de liquido ou deposigdo de jato de tinta. Em um
aspecto, as camadas sdo depositadas por impressdo. Com outros fatores sendo iguais, 0
angulo da lamina de impressdo pode afetar inversamente a espessura das camadas de rea-
gentes. Por exemplo, quando a lamina € movimentada a um &angulo de aproximadamente
82° com a base 110, a camada pode ter uma espessura de aproximadamente 10 um. De
modo similar, quando um angulo de |Amina de aproximadamente 62° com a base 110 & usa-
do, uma camada 30 um mais espessa pode ser produzida. Desse modo, os dngulos de la-
mina menores podem proporcionar camadas de reagentes mais espessas. Além do angulo
da lamina, outros fatores, tal como a viscosidade do material sendo aplicado, bem como o
tamanho da tela e a combinagdo por emulsdo, podem afetar a espessura resultante das ca-
madas de reagentes 275, 285.

Quando camadas de reagentes mais finas sdo preferidas, métodos de deposigado
diferentes de impresséo, tal como aplicagdo de tinta com pipeta, aplicagdo de tinta por jato
ou deposicdo por pino, podem ser necessarios. Esses métodos de deposigdo propiciam,
geralmente, camadas de reagentes secas na espessura de micrédmetro ou submicrémetro,
tal como de 1 - 2 um. Por exemplo, os métodos de deposigédo por pino podem proporcionar
espessuras de camadas de reagentes médias de 1 um. A espessura da camada de reagen-
tes, resultante de deposicdo por pino, pode ser, por exemplo, controlada pela quantidade de
polimero incluida na composigdo de reagentes, com um teor de polimero mais alto propor-
cionando camadas de reagentes mais espessas. As camadas de reagentes mais finas po-
dem requerer amplitudes de pulso mais curtas do que as camadas de reagentes mais es-
pessas, para manter o desempenho de medida desejado e/ou medir substancialmente o
analisado dentro da camada barreira de difusdo (DBL).

O eletrodo de medida 175 pode também incluir uma DBL, que é integral com uma
camada de reagentes 275 ou que € uma camada distinta 290, tal como ilustrado na Figura
2A. Desse modo, a DBL pode ser formada como uma combinagéo reagente / DBL no condu-
tor, como uma camada distinta no condutor, ou como uma camada distinta na camada de
reagentes. Quando o eletrodo de medida 175 incluir a DBL distinta 290, a camada de rea-
gentes 275 pode ou ndo residir na DBL 290. Em vez de residir na DBL 290, a camada de
reagentes 275 pode residir em qualquer parte da tira sensora 100, que permite que o rea-
gente se solubilize na amostra. Por exemplo, a camada de reagentes 175 pode residir na
base 110 ou na tampa 120.

A DBL proporciona um espago poroso tendo um volume interno no qual uma espé-

cie mensuravel pode residir. Os poros da DBL podem ser selecionados de modo que a es-
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pécie mensuravel possa se difundir para a DBL, enquanto que os constituintes da amostra
fisicamente maiores, tais como as RBC, s&do substancialmente excluidos. Embora as tiras
sensoras convencionais tenham usados varios materiais para filtrar as RBCs da superficie
do eletrodo de medida, uma DBL proporciona um espago poroso interno para conter e isolar
uma parte da espécie mensuravel da amostra.

Quando a camada de reagentes 275 inclui um aglutinante soluvel em agua, qual-
quer parte do aglutinante, que nao se solubiliza na amostra antes da aplicagdo de uma exci-
tagéo, pode funcionar como uma DBL integral. A espessura inicial média de uma combina-
¢ao DBL / camada de reagentes €, de preferéncia, inferior a 16 ou 8 micrémetros (um) e,
particularmente, inferior a 4 um. Atualmente, uma espessura inicial média especialmente
preferida de uma combinagdo DBL / camada de reagentes é de 0,25 a 3 um ou de 0,5 a 2
pum. A espessura inicial média desejada de uma combinagdo DBL / camada de reagentes
pode ser selecionada para um periodo de excitagdo especifico, com base em quando a taxa
de difusdo da espécie mensuravel da DBL para uma superficie condutora, tal como a super-
ficie do condutor 170 ou a superficie do condutor superficial 270 da Figura 2A, fica relativa-
mente constante. Em um aspecto, a DBL / camada de reagentes pode ter uma espessura
inicial média igual ou inferior a 1 um, quando combinada com um pulso de excitagéo igual ou
inferior a 0,25 segundo.

A DBL distinta 290 pode incluir qualquer material que proporcione o espago de po-
ros desejado, enquanto sendo parcial ou lentamente sollUvel na amostra. Em um aspecto, a
DBL distinta 290 pode incluir um material aglutinante de reagentes desprovido de reagentes.
A DBL distinta 290 pode ter uma espessura inicial média de 1 a 15 um e, particularmente, de
2a5um.

A Figura 3 representa uma analise eletroquimica 300 para determinar a presenga e,
opcionalmente, a concentragdo de um analisado 322 em uma amostra 312. Em 310, a a-
mostra 312 é introduzida em uma tira sensora 314, tal como a tira sensora ilustrada nas Fi-
guras 1A - 1B e 2A. As camadas de reagentes, tal como a 275 e/ou a 285 da Figura 2A, co-
mecam a solubilizar-se na amostra 312, propiciando, desse modo, reagdo. Nesse ponto na
analise, pode ser benéfico proporcionar um retardo de tempo inicial, ou "periodo de incuba-
¢ado", para os reagentes reagirem com a amostra 312. De preferéncia, o retardo de tempo
inicial pode ser de 0,5 a 5 segundos. Um tratamento mais profundo de retardos de tempo
iniciais pode ser encontrado nas patentes U.S. 5.620.579 e 5.653.863.

Durante a reag&o, uma parte do analisado 322, presente na amostra 312, é oxidada
ou reduzida quimica ou biologicamente em 320, tal como por uma oxirredutase. Por meio de
oxidagao ou redugéo, os elétrons podem ser transferidos entre o analisado 322 e um media-
dor 332 em 330, tal como pela oxirredutase.

Em 340, o mediador carregado 332 é excitado eletroquimicamente (oxidado ou re-
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duzido). Por exemplo, quando a amostra 312 é sangue total contendo glicose oxidada pelo
sistema enzimatico PQQ-GDH em 320, que entdo transfere dois elétrons para reduzir um
mediador de derivado de fenotiazina em 330, a excitagdo de 340 oxida o mediador de deri-
vado de fenotiazina no eletrodo de medida. Dessa maneira, os elétrons séo transferidos se-
letivamente do analisado de glicose para o eletrodo de medida da tira sensora, na qual po-
dem ser detectados por um dispositivo de medida.

A corrente resultante da excitagdo 340 pode ser registrada durante a excitagéo 340
em fungdo do tempo em 350. Em 360, a amostra sofre relaxagdo. De preferéncia, a corrente
ndo é registrada durante a relaxagdo 360. Os valores da corrente e do tempo registrados
podem ser analisados para determinar a presencga e/ou a concentragdo do analisado 322 na
amostra 312 em 370.

Os sistemas sensores amperométricos aplicam um potencial (uma voltagem) a tira
sensora para excitar a espécie mensuravel, enquanto a corrente € monitorada. Os sistemas
sensores amperomeétricos convencionais podem manter o potencial, enquanto medem a
corrente para, por exemplo, um periodo de pulso de leitura de 5 a 10 segundos. Em compa-
racdo com os métodos convencionais, os ciclos operacionais usados na andlise eletroquimi-
ca 300 substituem os pulsos de leitura de longa duragéo, continuos, com multiplas excita-
¢oes e relaxagdes de curta duracdo. Uma descrigdo mais detalhada das excitagao e relaxa-
¢do multiplas ou sequéncias de pulsos "controlados" pode ser encontrada no pedido
PCT/US2006/028013, depositado em 19 de julho de 2006, intitulado "Amperometria Contro-
lada”.

Com referéncia a Figura 3, a excitagdo 340, o retardo 350 e a relaxagao 360 consti-
tuem um unico ciclo operacional. De preferéncia, pelo menos 2, 4, 6 ou 7 ciclos operacionais
séo aplicados durante um periodo de tempo selecionado independentemente de 3, 5, 7, 9
ou 14 segundos. Em um aspecto, os ciclos operacionais sdo aplicados durante um periodo
de tempo de 3 a 14 segundos. Em outro aspecto, pelo menos 4 ciclos operacionais séo apli-
cados em um periodo de 30 segundos, 9 segundos ou menos. Em outro aspecto, de 2 a 6
ciclos operacionais podem ser aplicados em um periodo igual ou inferior a 10 segundos. Em
outro aspecto, de 2 a 4 ciclos operacionais podem ser aplicados em um periodo de 3 a 9
segundos.

ApOs a excitagédo 340, em 360 o dispositivo de medida pode abrir o circuito pela tira
sensora 314, permitindo, desse modo, que o sistema relaxe. Durante a relaxagdo 360, a
corrente presente durante a excitagdo 340 & substancialmente reduzida por pelo menos me-
tade, de preferéncia, por uma ordem de grandeza e, particularmente, a zero. De preferéncia,
De preferéncia, um estado de corrente zero é proporcionado por um circuito aberto ou outro
método conhecido daqueles versados na técnica, para proporcionar um fluxo de corrente

substancialmente zero. Em um aspecto, a relaxagdo 360 é pelo menos de 0,5 ou pelo me-
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nos 0,2 segundo de duragdo. Em outro aspecto, a relaxagdo 360 é de 0,2 a 3 segundos ou
de 0,5 a 1 segundo de duragso.

As Figuras 4A - 4D ilustram exemplos de sequéncias de pulsos amperomeétricos
controlados, quando multiplos ciclos operacionais foram aplicados 3 tira sensora, apos intro-
dugdo da amostra. Nesses exemplos, foram usados pulsos de onda quadrada, embora ou-
tros tipos de onda compativeis com o sistema sensor e a amostra de teste também possam
ser usados.

Cada sequéncia de pulsos ilustrada inclui um pulso de excitagdo de um segundo i-
nicial 420, seguido por mdltiplas excitagdes 430 de 0,25 segundo. O pulso de excitagdo ini-
cial 420 pode ser de uma duragéo mais longa do que as excitagbes 430 subsequentes. Por
exemplo, o pulso de excitagéo inicial 420 pode variar de 0,75 a 3 segundos de duragdo. O
periodo do pulso de excitagdo 420 pode ser ajustado para oxidar a quantidade de enzima
relativamente pequena depositada na tira. Quando O pulso de excitagdo inicial 420 é usado,
&, de preferéncia, de duragdo mais longa do que as seguintes excitagdes 430 multiplas. Por
exemplo, a sequéncia de pulsos pode incluir o pulso de excitagéo inicial 420, tendo uma
duragdo de 2 segundos, seguida por uma relaxagdo de circuito aberto de 3 segundos, se-
guida pela excitagdo 430 subsequente tendo uma duragso de 0,125 segundo.

As excitagdes 430 multiplas podem variar de duragdo de 0,01 a 3 segundos. Em um
aspecto, o periodo de excitagdo total é igual ou inferior a dois segundos, incluindo, desse
modo, o pulso inicial de um segundo 420, seguido por quatro das excitagdes 430 de 0,25
segundo. Em outro aspecto, o periodo de excitagéo total é igual ou inferior a 1,5 segundo,
incluindo, desse modo, o pulso inicial de um segundo 420, seguido por uma ou duas das
excitagbes 430 de 0,25 segundo. A sequéncia de pulsos pode incluir excitagdes adicionais,
tal como a excitagdo 440 ilustrada na Figura 4A. Em outro aspecto, as excitacdes podem ser
de diferentes amplitudes, tal como ilustrado nas Figuras 4C e 4D. Em um aspecto preferido,
quando as excitagdes de diferentes amplitudes s&o usadas, a diferenga nas amplitudes po-
de ficar dentro de 500 mV.

As excitagbes curtas podem permitir a analise precisa da amostra com as composi-
¢bes de reagentes tendo concentragdes reduzidas de polimero, sistema enzimatico e medi-
ador, em relagdo as composigées convencionais. Além do mais, as excitagdes curtas permi-
tem que a analise seja completada em um periodo igual ou inferior a 8,5 segundos, ou, par-
ticularmente, em 5 segundos ou menos a partir da aplicagao inicial de um sinal a tira senso-
ra.

Podem ser usadas excitagdes curtas ou longas. De preferéncia, a medida de cor-
rente a partir da qual a concentragéo de analisado & determinada ¢ feita em um periodo de 2
segundos ou de 1 segundo da aplicagéo inicial do sinal. Particularmente, multiplas excita-
¢oes curtas sdo combinadas com uma medida de corrente feita em um periodo de 2 segun-
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dos, 1 segundo ou menos, a partir da aplicagéo inicial, para determinar a concentragdo de
analisado da amostra.

Em combinagdo com as sequéncias de pulsos amperométricos controlados da pre-
sente inveng&o, as composicées de reagentes, incluindo as proporgdes especificas de aglu-
tinante polimérico, sistema enzimatico e/ou mediador, foram verificadas como reduzindo a
polarizagdo de hematécritos e/ou aumentando a estabilidade de longo prazo. Ainda que as
tiras convencionais sejam frequentemente descritas em termos do percentual de cada in-
grediente da composicédo de reagentes, € a densidade de cada ingrediente da composigdo
de reagentes (quantidade absoluta por area) que € relevante para a estabilidade de longo
prazo. Por limitagdo da quantidade de mediador e de enzima disponivel para interagéo, a
quantidade de mediador reduzida ambientalmente (mediador ndo responsivo a concentra-
¢ao de analisado subjacente) presente no momento da analise pode ser substancialmente
reduzida. Desse modo, proporciona-se uma redugéo benéfica na corrente de fundo. Como
0s biossensores convencionais usam excesso de enzima, em uma tentativa para aperfeigoar
a estabilidade de longo prazo, foi inesperado que uma redugdo no sistema enzimatico e/ou
mediador proporcionou um aperfeicoamento na estabilidade de longo prazo para os bios-
sensores atuais. Além do mais, se composigdes de reagentes individuais forem otimizadas
para cada eletrodo, a quantidade relativa de mediador disponivel para interagir com a enzi-
ma pode ser mais reduzida em relag3o as tiras sensoras de composicéo de reagentes Unica.

Por exemplo, as polarizagées de hematécritos foram maiores com as concentra-
¢oes de polimeros mais altas de 2%, 1,5% e 1% do gue com uma concentragéo de polimero
de 0,5% em peso na solugédo de reagentes, quando do uso de uma alta carga de enzima.
Isso pode ser atribuivel as concentragdes de polimeros mais altas produzindo camadas de
reagentes mais espessas, que afetam a polarizagéo de hematocritos na reidratagdo. Desse
modo, na medida em que os tempos de ensaio ficam mais curtos, a reidratagéo rapida sem
um aumento na polarizagdo de hematécritos pode ser preferida. Dessa maneira, um equili-
brio preferivel pode ser atingido entre o teor de polimero e a carga de enzima da composi-
¢éo de reagentes, para proporcionar o nivel de hidratagdo desejado durante o tempo do en-
saio. Quando aplicadas a tira sensora, as densidades de deposigéo de polimero iguais ou
inferiores a 2 ug/mm? podem ser preferidas, com as densidades de deposigdo de polimero
de 0,8 a 1,5 ng/mm? sendo particularmente preferidas.

Quando diferentes solugdes de deposigdo sdo depositadas nos eletrodos de medi-
da e contra, a quantidade do sistema enzimatico presente no eletrodo de medida é controla-
da. Desse modo, a deposigdo de aproximadamente 0,24 pL de uma solugso incluindo 1,2 U
do sistema enzimatico PQQ-GDH, 2,57 ng do mediador de estrutura I, 1,18 ug do polimero
CMC, e 3,28 ug de tampéo de fosfato proporciona uma concentragdo de solugédo de reagen-

tes de 5 U/uL de sistema enzimatico, 24 mM de mediador, 0,5% de polimero e 100 mM de
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tampéao de fosfato.

A deposicdo dessa solugdo de reagentes em uma area de deposigédo de 1,5 mm?,
incluindo uma area de eletrodo de medida de 1 mm?, proporciona uma densidade de depo-
sicdo de sistema enzimatico no eletrodo de medida de cerca de 0,8 U/mm? (1,2 U/1,5 mm?),
uma densidade de deposi¢do de mediador de 1,72 pg/mm? (2,57 ug/1,5 mm?), uma densi-
dade de deposigcdo de polimero de 0,8 ug/me, e uma densidade de deposigdo de tampéao
de fosfato de 2,2 ug/mm?. De modo similar, para uma solugéo de reagentes incluindo apro-
ximadamente 2 U/uL do sistema enzimatico PQQ-GDH. 24 mM do mediador de estrutura |,
0,5% de CMC, e 100 mM de tamp3o de fosfato, a densidade de deposi¢do de sistema enzi-
matico vai ser cerca de 0,3 U/mmZ. Além do mais, a atividade especifica de um sistema en-
zimatico pode ser traduzida em densidade de peso em termos de pug/mm?®. Por exemplo, se
a atividade de um sistema enzimatico for 770 U/mg, a densidade de atividade do sistema
enzimatico de 0,3 U/mm? fica 0,39 pg/mm? em densidade em peso. Desse modo, a atividade
de um sistema enzimatico pode ser considerada quando da determinagdo da densidade de
deposig¢do para o sistema enzimatico.

As camadas de reagentes convencionais incluem as densidades de deposigdo de
enzima de 1 a 6 pg/mm?. Em comparagéo, ap6s deposi¢do, as composi¢des de reagentes
da presente invengio podem incluir densidades de deposigdo de sistema enzimatico inferio-
res a 1 pg/mm?, de preferéncia, inferiores a 0,5 png/mm?. As solugdes de deposigéo da pre-
sente invengdo podem incluir cerca de 4 U/ul. ou menos do sistema enzimatico ou podem
incluir cerca de 3 U/ul. ou menos do sistema enzimatico. Atualmente, 2,2 U/uL ou menos do
sistema enzimatico PQQ-GDH podem ser incluidos na solugdo de reagentes. Desse modo,
quando a composicdo de reagentes é aplicada na tira sensora, 1,3 unidade ou menos do
sistema enzimatico pode estar presente na tira sensora, com de 0,3 a 0,8 unidade sendo
particularmente preferido.

As tiras sensoras convencionais tém, geralmente, densidades de deposigédo de me-
diador variando de 10 a 25 ug/mm?. Em comparagéo, densidades de deposigao de mediador
de 8 ng/mm? e menos séo preferidas para a presente invengdo, com densidades de deposi-
¢do de mediador de 5 pg/mm? e menos sendo particularmente preferidas. Atualmente, as
densidades de deposi¢do de mediador de 2 pg/mm? e menos séo especialmente preferidas.
Em um aspecto preferido, os mediadores de dois eiétrons sdo preferiveis em relagdo aos
mediadores de um elétron.

A Tabela |, abaixo, proporciona as densidades de deposigdo dos componentes do
aglutinante polimérico, tampéo, sistema enzimatico, e mediador nas composigbes de rea-
gentes usadas nas Figuras 5A - 5E e nas Figuras 6A - 6C, discutidas abaixo. A densidade
de deposicdo de sistema enzimatico para a composigdo de reagentes 3 (RC3) a 0,42

ug/mm? é aproximadamente 60% menor do que o valor de 1 pg/mm? mais baixo das tiras
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convencionais discutidas acima.

De modo similar, as densidades de mediador apresentadas na Tabela | sdo apro-
ximadamente de uma ordem de grandeza menor do que aquelas das tiras sensoras conven-
cionais. Por exemplo, a densidade de deposigdo de mediador de RC3 foi aproximadamente
de um quinto daquela da tira sensora convencional. Essa redugéo na densidade de deposi-
¢éo do mediador em relagdo as tiras sénsoras convencionais pode proporcionar um aumen-

to substancial na estabilidade de longo prazo das composigdes de reagentes da presente

invencéo.
CMC, Buffer, PQQ/GDH, Mediador,
ng/mm? ‘pg/mm?‘ ug/mm? ug/mm?
RC1 11,59 ’2,17 3,99 11,72 ]
RC2 F,?g i2,19 1,07 1,72 J
RC3 70,79 ,2,19 0,42 1,72 ]
!lizC4 '0,77 )2,22 0,99 1,36 J
Tabela |

A Figura 5A representa as curvas de resposta de dose de glicose a diferentes ni-
veis de hematocritos em amostras WB para a tira sensora RC2, que incluia 1,2 unidade por
sensor (U/sensor) a uma densidade de deposigdo de 0,8 ng/mm? da enzima PQQ-GDH. A
Figura 5B representa as curvas de resposta de dose de glicose a diferentes niveis de hema-
tocritos em amostras WB para a tira sensora RC3, que incluia 0,5 unidade U/sensor a uma
densidade de deposigéo de 0,3 ug/mm? da enzima PQQ-GDH. Ambos os sensores de 1,2 U
e 0,5 U distribuiram polarizagées de hematécritos inferiores a + 5%. No entanto, uma dife-
renga entre os sensores de 1,2 U e 0,5 U foi observada com relacdo as sensibilidade e in-
terceptagao do sistema.

Uma redugéo na razdo de interceptagéo para inclinagéo pode ser observada para
0,5 U/sensor da Figura 5B, por comparagdo das razbes de interceptagdo para inclinagao
(I/S), expressas em unidades de mg/dL, com aquelas para 1,2 U/sensor da Figura 5A, com
razées mais baixas representando uma redugéo no sinal de fundo. Desse modo, a razdo I/S
para 1,2 U/sensor da Figura 5A é ~ 6 mg/dL, enquanto que a razio I/S para 0,5 U/sensor da
Figura 5B é ~ 0,15 mg/dL, uma redugdo aproximada de 40 vezes na concentragdo de hema-
técritos de 40%. O desempenho do sinal de fundo superior do sensor de 0,5 U, em relagcao a
um sensor de 1,5 Y, foi estabelecido.

Em um aspecto, a caracteristica de desempenho de baixo fundo (baixa intercepta-
¢é@o) pode ser proporcionada por densidades de deposigdo de mediador e de enzima relati-
vamente baixas. Em outro aspecto, a caracteristica de desempenho de alta sensibilidade
(alta inclinagdo) pode ser proporcionada por otimizagdo da razédo de sincronizagéo das exci-
tagbes e relaxa¢des da sequéncia de pulsos. Por exemplo, a combinagdo de um periodo de
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relaxacédo relativamente longo de 1,5 segundo, com um periodo de excitagdo relativamente
curto de 0,25 segundo, proporciona uma grande densidade de corrente na superficie do ele-
trodo de medida. Numericamente, o valor de interceptagéo relativamente pequeno em rela-
¢do ao valor de inclinagdo relativamente grande aperfeigcoa ainda mais a I/S. Desse modo,
as caracteristicas de desempenho do sensor preferiveis (pequenos valores I/S) podem ser
proporcionadas pela composi¢do de reagentes e método de medida, em combinagéo.

A equagio (1), abaixo, proporciona uma relagdo analitica entre a impreciséo de cor-
rente e a imprecisao resultante na concentragéo de glicose determinada em fungéo da razéo
I/S, quando a relagdo de glicose e corrente € i = S*G + Int:

AG/G :SDG/G :%CVG :1+_1__1££
Aili SD, /i  %CV, G S

(1),

na qual G denota a concentragéo de glicose, G/G é o erro relativo da concentragéo
de glicose em mg/dL, Ai/i & o erro relativo da corrente medida, SDs/G é o desvio padréao re-
lativo em AG/G, SDy/i é o desvio padrao relativo em Ai/i, %CVg é o coeficiente de variagao,
que é proporcional ao desvio padrao relativo e representa a precisdo de medida de glicose,
%CV, é o coeficiente de variagdo, que é proporcional ao desvio padrao relativo e representa
a precisdo de medida de corrente, e Int/S é a razio de interceptagdo para inclinagéo (1/S)
em mg/dL. A equacgdo (1) pode ser derivada de i = S*G + Int, tomando-se a derivada da fun-
géo reversa G = f(i) = (i - Int)/S na derivagédo e andlise da propagacgéo de erro. Devido ao
termo 1 + 1/G, uma imprecisdo de corrente de 1 resulta em uma imprecisdo de concentra-
céo de glicose superior a 1, se o valor I/S for superior a zero. As razdes de interceptagao
para inclinacdo (I/S), expressas em mg/dL, podem ser expressas em termos de milimols/litro
(mMV/L), por divisdo do valor I/S (mg/dL) por 18 ([mg/dL}/18 = [mM] para glicose).

A imprecisdo de corrente descreve a variagdo entre as medidas de corrente das
muitiplas tiras sensoras. Desse modo, a imprecisdo de corrente representa a quantidade
que um valor de corrente registrado difere do valor de corrente médio, quando sdo analisa-
das amostras de glicose idénticas usando multiplas tiras sensoras. Quanto mais um valor de
corrente registrado de uma tira particular se desvia do valor médio para tiras multiplas, mais
inferior a corrente registrada dessa tira se correlaciona com a concentragdo de glicose efeti-
va da amostra. Desse modo, a precisdo da medida de corrente pode ser medida por sua
imprecisdo ou %-CV,, e a precisdo da medida de glicose também pode ser medida por sua
imprecisdo ou %-CVg.

A Tabela Il, abaixo, proporciona inclinagdes (valores 1/G) calculadas com a Equa-
¢do (1) de multiplas concentragdes de glicose em mg/dL. Desse modo, 1/57,6 = 0,0174,
1/111 = 0,009, 1/222,25 = 0,0045, 1/444,75 = 0,0022, e 1/669 = 0,0015, quando os denomi-
nadores sdo as concentragdes de glicose no plasma testadas. Na medida em que a concen-

tragdo de glicose aumenta, o valor da inclinagdo diminui de acordo com a equagéo (1).
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Concentragdo deRazdo I/S calculadaRazdo 1S determinadq

glicose em mg/dL. da equacéo (1) xperimentalmente

57.6 )0,0174 0,0174 7
J1 11 io,oosa 0,009 T
22225 (0,0045 0,0045 W
444,75 10,0022 0,0022 W
L |

669 ‘0,0015 0,0015 7

Tabela Il

A Figura 5C apresenta razées I/S em mg/dL determinadas de dados experimentais.
Os valores de corrente foram obtidos com sequéncias de pulsos amperométricos controla-
dos de amostras WB, incluindo 40% de hematécritos e concentragbes de glicose de 57,6,
111, 222,25, 444,75 ou 669 mg/dL. As constantes de calibragédo foram determinadas a 4,
5,5,7,85,10,11,5,13e 14,5 segundos na analise. Como pode-se notar da tabela, os valo-
res calculados e experimentalmente determinados sdo iguais, confirmando a capacidade da
Equacgédo (1), para descrever o comportamento da tira sensora relativa a imprecisdo de gli-
cose e corrente.

Para baixas concentragdes de glicose, tal como 50 mg/dL e abaixo, & preferivel
manter um baixo valor I/S para reduzir a imprecisdo introduzida na concentracdo de glicose
determinada da imprecisdo subjacente no valor de corrente registrado. Por exemplo, se a
razao I/S for 50 mg/dL e a concentragdo de glicose for 50 mg/dL, entdo a razdo de %-
CVe/%-CV; é 2[1 + (I/S)/G = 1 + 50/50 = 2], e qualquer imprecisdo de corrente vai ser ampli-
ficada por um fator de 2 na concentragédo de glicose determinada. Desse modo, se a impre-
cisdo tipica nos valores de corrente registrados € 3,5%, um sistema tendo uma razao I/S de
50 mg/dL resulta em uma imprecisao de glicose de 7%.

A Figura 5D mostra razdes I/S de 0 a 20 mg/dL para concentragdes de glicose de
55,375, 112,25 e 433,5 mg/dL, determinadas das tiras sensoras tendo as composigdes de
reagentes RC2, RC3 ou RC4 da Tabela 1 acima. Na medida em que as razdes I/S diminuem
de 20, a imprecisdo associada com a concentragéo de glicose determinada também diminui.
Desse modo, demonstrando que as razées I/S mais baixas sdo as preferidas nas concentra-
¢oes de glicose mais baixas, como discutido acima.

Quando cada um desses fatores sido considerados, as tiras sensoras tendo uma ra-
zdo I/S igual ou inferior a 20 mg/dL s&o as preferidas, com aquelas tendo razées I/S iguais
ou inferiores a 6 mg/dL ou iguais ou inferiores a 6 mg/dL sendo particularmente preferidas.

Atualmente, as tiras tendo uma razio I/S igual ou inferior a 1 mg/dL s3o especialmente pre-



10

15

20

25

30

35

24

feridas.

A Figura 5E mostra o desempenho de hematdcritos quase que idéntico de um sis-
tema sensor de acordo com a presente invengdo, usado com amostras de plasma e de san-
gue total com 40% de hematécritos. Nesse exemplo, a composigdo de reagentes da tira
sensora era RC2, como descrito na Tabela 1 acima. Desse modo, as sequéncias de pulsos
controlados, em combinagdo com as composigdes de reagentes da presente invengéo, pro-
porcionam uma reducgdo substancial no efeito de hematécrito observado para as amostras
WB.

A Figura 6A mostra o efeito da tensdo ambiental na estabilidade de longo prazo de
tiras sensoras. O eixo Y do grafico mostra a polarizagdo de estabilidade absoluto em termos
de mg/dL para concentragdes de glicose abaixo de 75 mg/dL ou o % de polarizagdo para
concentracdes de glicose a e acima de 75 mg/dL para tiras sensoras sob tensdo ambiental,
em relagdo as tiras sensoras armazenadas a -20°C. As tiras sensoras sob tens&o foram ar-
mazenadas a 50°C por duas semanas, como um processo acelerado simulando armazena-
mento a 25°C por 18 meses. Uma vez que a densidade do mediador era inicialmente baixa
(1,72 ug/mm?), a linha de polarizagdo de estabilidade médio na Figura 6A estabeleceu que
na medida em que a densidade da enzima diminuiu de RC1 (3,2 U/mm?, ou 4 pg/mm?® a 770
U/mg de atividade enzimatica especifica) para RC2, RC3 e RC4 (tanto a 0,8 U/mm? ou me-
nos), do mesmo modo com as polarizagdes induzidas ambientaimente.

A Figura 6A também estabeleceu que uma composicdo de reagentes de acordo
com a presente invengdo pode proporcionar estabilidade de longo prazo suficiente para nao
precisar de um longo puiso oxidante inicial, antes da analise, tal como descrito na patente
U.S. 5.653.863 de Genshaw et al. A analise que gerou os dados da Figura 6A tinha uma
duragio total de 4,5 segundos, com um tempo de oxidagao total de 1,5 segundo (corres-
pondente a sequéncia de pulsos da Figura 4A). Desse modo, apenas 30% do tempo do en-
saio foi despendido oxidando a amostra WB na Figura 6A, comparado com ~ 67% do tempo
do ensaio total na andlise da patente U.S. 5.653.863 (20 segundos de oxidagdo por um tem-
po de andlise total de 30 segundos). Em um aspecto, 45% ou menos do tempo do ensaio
total &€ gasto oxidando a amostra. Em outro aspecto, 35% ou menos do tempo do ensaio
total &€ gasto oxidando a amostra.

Ainda que o mediador de estrutura |l tenha parecido ter uma polarizagdo de estabi-
lidade ligeiramente mais baixa do que o mediador de estrutura | na Figura 6A, essa pequena
diferenga pode ser atribuivel a outros fatores dentro do sistema de teste. Desse modo, as
composigdes de reagentes RC2, RC3 e RC4, em combinagdo com as sequéncias de pulsos
controlados da presente invengado, demonstraram uma polarizagédo de estabilidade inferior a
+ 5%, apds exposicdo a temperaturas de 50°C por duas semanas, enquanto que a RCH1,

com uma densidade de deposigédo de sistema enzimatico mais alta, ndo apresentou.
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A Figura 6B mostra o efeito da tensdo ambiental na estabilidade de longo prazo de
tiras sensoras, a 50°C, por quatro semanas. O eixo Y do grafico mostra a polarizagédo de
estabilidade absoluta, em termos de mg/dL, para concentragdes de glicose abaixo de 75
mg/dL, ou o % de polarizagdo para concentragées de glicose a e acima de 75 mg/dL, para
tiras sensoras sob tensdo ambienta, em relagéo as tiras sensoras armazenadas a -20°C. O
aumento na polarizagdo de estabilidade para o periodo de armazenamento de 4 semanas
da Figura 6B, em relagédo ao periodo de armazenamento de 2 semanas mais curto da Figura
6A, € observado nos valores do eixo Y para RC1. Uma vez que a densidade do mediador
era inicialmente baixa (1,72 pg/mm?), a linha de polarizagédo de estabilidade médio na Figura
6B estabeleceu que na medida em que a densidade da enzima diminuiu de RC1 (3,2
U/mm?, ou 4 pg/mm? a 770 U/mg de atividade enzimatica especifica) para RC2, RC3 e RC4
(tanto a 0,8 U/mm? quanto menos), de modo que induziu ambientalmente polarizagdes.
Desse modo, a linha de polarizagdo de estabilidade médio para o periodo de armazenamen-
to de 4 semanas mais longo da Figura 6B também diminui substancialmente para RC2, RC3
e RC4, em relagdo a RC1. Mesmo ap6s 4 semanas de armazenamento a 50°C, as composi-
¢Oes de reagentes RC2, RC3 e RC4, em combinagdo com as sequéncias de pulsos contro-
lados da presente invengéao, demonstraram uma polarizagéo de estabilidade inferior a + 5%.

A Figura 6C mostra a polarizacdo de estabilidade para trés composi¢des de reagen-
tes, incluindo o sistema enzimatico PQQ-GDH, apés 52 semanas a 25°C sob uma umidade
relativa de 60%. Diferentemente das Figuras 6A e 6B, um periodo de tempo mais longo, a
uma temperatura mais baixa, foi usado para envelhecer as tiras. Os valores de polarizagéo
para RC2 e RC3 foram similares aqueles observados sob envelhecimento acelerado, sendo
inferiores a + 5% em média. A RC4 mostrou um aumento na polarizagdo em relagéo aos
resultados de envelhecimento acelerado das Figuras 6A e 6B, aumentando, em média, um
pouco menos do que o nivel de + 10%. Esse aumento pode ser atribuivel ao erro experi-
mental ou a um aspecto de estabilidade com o lote do mediador de estrutura lll, usado em
RC4 sob as circunstancias especificas desse teste.

A Figura 6D mostra os valores de polarizagdo de estabilidade para as tiras senso-
ras incluindo RC2, em que os dados usados para calcular a concentragdo do analisado fo-
ram tomados a um tempo especifico, apods inicio da anélise. Por exemplo, a linha de 2,75
segundos representa os valores de polarizagdo / % de polarizagdo de concentragéo de ana-
lisado, determinados apds o primeiro pulso de excitagdo curto, tal como a excitagdo 430 na
Figura 4A. De modo similar, a linha de 4,375 segundos representa os valores de polarizagao
| % de polarizagédo de concentragdo de analisado, determinados ap6s um segundo pulso de
excitagdo curto. Desse modo, usando uma tira sensora sob tensdo ambiental, incluindo RC2
e uma sequéncia de pulsos controlados, a concentragdo do analisado da amostra pode ser

determinada precisamente em menos de 3 segundos.
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Exemplo 1: Preparagao de tiras sensoras

Em um aspecto, as tiras sensoras de acordo com a presente invengéo foram pro-
duzidas usando deposigédo por pino. A solugéo de reagentes do contraeletrodo foi preparada
fazendo-se uma solucdo padrdao de tampido de fosfato 100 mM em carboximetilcelulose
(CMC) a 1%. Depois, mediador em pé suficiente foi dissolvido na solugdo de tampé&o / CMC,
para produzir uma solugdo final de mediador a 100 mM em tampé&o de fosfato a 100 mM e
1% de CMC.

A solugéo de reagentes do eletrodo de medida foi preparada tipicamente produzin-
do-se uma solugéo padrao de tampéo de fosfato a 100 mM em CMC 0,5% (100 mL, por e-
xemplo). Depois, mediador em pé suficiente foi dissolvido na solugdo padrao de tampéo /
CMC, para produzir uma solugdo (10 mL, por exemplo) de mediador a 24 - 25 mM em tam-
pdo de fosfato a 100 mM e CMC 0,5%. Finalmente, para uma carga de enzima de 5 U/uL,
cerca de 33,4 mg do sistema enzimatico PQQ-GDH (794 U/mg de atividade especifica) fo-
ram combinados com 5 mL da solugdo de mediador / tampdo / CMC em um recipiente de
vidro ([5.000 U/mL * 5 mL] / [794 U/mg] = 33,4 mg). A mistura foi submetida a um lento re-
demoinho, para dissolver o pé seco de enzima na solucdo. Essa formulagéo era para a RC
2. Se apenas 2 mL da solugdo de reagentes final fossem necessarios, entdo cerca de 13,4
mg de enzima PQQ-GDH com 749 U/mg de atividade especifica eram pesados. De modo
similar, para a composi¢gdo RC3 de 2 U/uL, cerca de 13,4 de enzima PQQ-GDH com 749
U/mg de atividade especifica eram dissolvidos por 5 mL da solugdo de mediador / tampé&o /
CMC, para constituir a solugdo de reagentes final para deposigdo. Se apenas 2 mL da solu-
cao de reagentes final fossem necessarios, entdo cerca de 5,34 mg de enzima PQQ-GDH a
749 U/mg de atividade especifica eram pesados para produzir a solugao final.

A deposigao por pino foi usada para depositar a solugdo de reagentes do contraele-
trodo em uma das superficies de carbono, para formar o contraeletrodo. O volume distribui-
do por cada deposigao foi de cerca de 0,2 a 0,24 ul., que se espalhou para cobrir uma area
de cerca de 1,5 a 2 mm? De modo similar, a deposigdo por pino foi usada para depositar a
solugéo de reagentes do eletrodo de medida em uma das superficies de carbono, para for-
mar o eletrodo de medida. O volume para cada deposigdo de eletrodo de medida foi tam-
bém cerca de 0,2 - 0,24 ul, com um espalhamento de solugao similar sobre o carbono, para
formar o eletrodo de medida. A folha de sensor completa foi deixada secar ao ar por 15 mi-
nutos, seguido por armazenamento em um recipiente dessecado, antes da laminagéo final
para formar as tiras sensoras completas. Em um aspecto, as densidades de deposigcao de
solugdes de reagentes iguais ou inferiores a 0,16 pL/mm? (0,24 uL / 1,5 mm?) no eletrodo de
medida sdo as preferidas.

Exemplo 2: Estudo de doadores

As amostras de sangue total foram coletadas de 21 pacientes tendo diabete melito.
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Duas andlises foram conduzidas em cada paciente, para proporcionar 42 medidas de cada
um dos lotes de quatro tiras sensoras SS1 a SS4, como apresentadas na Tabela il abaixo.
Diferentes composigoes de reagentes para os eletrodos de medida e contra foram usadas
para SS1 a SS3, enquanto que SS4 usou uma unica composigdo de reagentes cobrindo
substancialmente ambos os condutores. SS1, SS2 e SS3 representam diferentes Iotes de
manufatura usando as mesmas proporgdes de reagentes. O volume da composigdo de rea-
gentes depositada nos condutores individuais para SS1 a SS3 foi cerca de 0,24 uL, com
duas areas de deposigdo de cerca de 1,5 mm? cada. O volume da composig¢ao de reagentes
depositado para cobrir ambos os condutores para SS1 foi cerca de 0,3 ul, com uma area de
deposigdo total de cerca de 3 mm?2.

‘—‘JDeposigéo de eletrodo de medida IDeposigéo de contraeletrodo

(’ ’ 1,62 pg/mm2 CMC

1,62 pg/mm? CMC

1,11 pg/mm? de tampao

|
T

1,11 ug/mm? de tampao

1,39 pg/mm? de mediador de es-

0,68 pg/mm? de sistema enzimatico
trutura |
PQQ - GDH
) , pH 7,2 + 0,1
1,39 ug/mm? de mediador de estrutura |
pH 7,2 + 0,1
SS1
1,62 pg/mm? CMC 1,62 ug/mm? CMC
1,11 pg/mm? de tampao 1,11 ug/mm? de tampao
0,58 npg/mm? de sistema enzimatico1,39 pg/mm? de mediador de es-
PQQ - GDH trutura |
1,39 ng/mm? de mediador de estrutura lpH 7,2 + 0,1
SS2 pH 7,2 + 0,1 |
‘1,62 ug/mm? CMC 1,62 pg/mm? CMC
1,11 pg/mm? de tampao 1,11 ng/mm? de tampao
0,58 pg/mm? de sistema enzimatico1,39 ug/mm? de mediador de es-
PQQ - GDH rutura |
1,39 ng/mm? de mediador de estrutura lpH 7,2 + 0,1

ES'B pH 7,2 + 0,1
’ 1,62 ng/mmZ CMC
/ 0,781 pg/mm? de tampao

) . igual ao eletrodo de medida
0,41 ug/mm? de sistema enzimatico

PQQ - GDH

1,95 ng/mm? de mediador de estrutura |

.884 (pH 7,2+0,1
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Tabela il

As amostras foram analisadas com uma sequéncia de pulsos tendo uma excitagéo
inicial, incluindo duas excitagbes curtas separadas por cerca de 0,25 segundo, seguida por
uma relaxacdo de 1 segundo. Apds as excitagdo e relaxagéo iniciais, uma sequéncia de trés
excitagdes de cerca de 0,375 segundo, separadas por duas relaxagbes de cerca de 1 se-
gundo, foi aplicada. Uma corrente de saida, registrada apos cerca de 5 segundos da aplica-
¢do do sinal de entrada inicial, foi usada para determinar a concentragdo de glicose da a-
mostra.

As Tabelas IV e V abaixo proporcionam os resultados de polarizagdo de hematécri-
to estatistico para SS1 a SS4, em que duas analises foram conduzidas com cada tipo de tira
sensora para cada uma das 21 amostras de sangue, para proporcionar 42 leituras. A Tabela
IV mostra a inclinagéo, a interceptagd@o e a razdo I/S para cada lote de tiras sensoras, en-
guanto que a Tabela V mostra o percentual de leituras tendo polarizagdes dentro de + 15/ +
15%, £ 10 / 10% ou + 5/ 5% do valor de referéncia YSI. Para as concentragdes de glicose
inferiores a 75 mg/dL, a polarizagido € expressa como mg/dL (absoluta), e para as concen-

tragGes de glicose iguais ou superiores a 75 mg/dL, a polarizagdo é expressa em percentual

(relativa).
Sensor Inclinagao Interceptagao Razao I/S, mg/dL
SS1 34,61 91,73 2,65
SS2 32,65 - 115,8 - 3,55
SS3 30,76 - 28,00 - 0,91
SS4 33,91 106,87 3,15
Tabela IV
Sensor % de Polarizagdo% de Polarizagdo% de Polarizagao den-
dentro de + 15% |dentro de £ 10% tro de £ 5%
SS1 100 100 93
SS2 100 97,6 64
SS3 100 97,6 93
SS4 100 97,6 67
Tabela V

A Tabela IV estabelece que cada um dos lotes de tiras sensoras tinha uma razéo
I/S inferior a 5 mg/dL, estabelecendo, desse modo, o desempenho de sinal de fundo superi-

or das tiras. O desempenho de um sistema sensor pode ser caracterizado pelo espalhamen-
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to das polarizagdes contra os valores de referéncia. Esse espalhamento pode ser medido
pelo percentual de valores de polarizagdo caindo dentro de certos limites, tal como = 15
mg/dL / + 15% ou + 10 mg/dL / + 10%. Quanto menor o limite, melhor o desempenho. Multi-
plos fatores, incluindo a imprecisdo de medida e o efeito de hematdcrito, vao contribuir para
os valores de polarizagdo. Normalmente, o desempenho ¢é julgado por ter pelo menos 95%
da populacdo de dados estando dentro de um certo limite predeterminado. Desse modo, a
Tabela V estabelece que 100% da populagdo de dados de SS1 a SS4 estava dentro do limi-
te de + 15 mg/dL / + 15%. Além do mais, mais de 95% da populagio de dados de SS1 a
SS4 estava dentro do limite de + 10 mg/dL / + 10%.

A Figura 7A ilustra a curva de resposta de dose do lote SS1 para as 21 amostras de
sangue total. O valor de R? de 0,997 estabeleceu a capacidade da tira em proporcionar valo-
res de corrente refletindo precisamente a concentragdo de glicose efetiva das amostras. A
Figura 7B ilustra os espalhamentos das polarizagdes para os lotes SS1 a SS4, com as 42
leituras de 21 amostras pela faixa de concentragdes de glicose no estudo de doador. A figu-
ra estabelece que 100% dos valores de polarizagdo para todas as tiras sensoras cairam
dentro de + 15%, e que o desempenho dos lotes de manufatura SS1 e SS3 foi superior sob
as condigbes do estudo com 93% da populagdo de dados estando dentro do limite de 5%. O
espalhamento estreito das polarizagdes para as tiras sensoras pode ser atribuido as maio-
res sensibilidade e precisdo, refletidas nas pequenas razdes I/S, e ao pequeno efeito de
hematdcrito proporcionado pelas tiras.

A Figura 7C ilustra a sensibilidade de hematdcritos, a polarizagéo de hematdceritos
em relacdo ao teor de hematdcritos da amostra, obtidas do lote SS1, em comparagéo com
uma tira convencional tendo uma densidade de deposigéo de 2,96 ug/mm? para um polime-
ro HEC, 0,69 pg/mm? para um tamp3o citrico, 2,14 ug/mm? para uma enzima de glicose oxi-
dase, e 13 png/mm? para o mediador de ferricianeto. Uma sensibilidade de hematdcritos de -
0,26 foi obtida para o lote SS1, enquanto que as tiras sensoras convencionais tinham uma
inclinagdo de -1,26, com os valores de inclinagdo numericamente maiores indicando uma
maior sensibilidade de hematécritos. Desse modo, a sensibilidade de hematécritos do iote
SS1 foi aproximadamente 79% menor do que aquela proporcionada pelas tiras convencio-
nais.

Para proporcionar um entendimento claro e consistente do relatério descritivo e das
reivindicagdes, as definicdes apresentadas a seguir sdo proporcionadas.

"Sistema” & definido como uma tira sensora eletroquimica em comunicagéo elétrica
pelos seus condutores com um dispositivo de medida eletrénico, que propicia a quantifica-
¢do de um analisado em uma amostra.

"Dispositivo de medida" é definido como um dispositivo eletrénico, que pode aplicar

um sinal de entrada elétrico e medir o sinal de saida resultante. O dispositivo de medida
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também pode incluir a capacidade de processamento para determinar a presenga e/ou a
concentragdo de um ou mais analisados, em resposta ao sinal de saida.

"Analisaado” é definido como uma ou mais substancias presentes em uma amostra.
Uma andlise determinar a presenga e/ou a concentragdo do analisado presente na amostra.

"Amostra" é definida como uma composigdo que pode conter uma proporgéo des-
conhecida do analisado. Tipicamente, uma amostra para andlise eletroquimica esta em for-
ma liquida, e, de preferéncia, a amostra é uma mistura aquosa. Uma amostra pode ser uma
amostra biol6gica, tal como sangue, urina ou saliva. Uma amostra pode ser também um de-
rivado de uma amostra biolégica, tal como um extrato, uma diluicdo, um filtrado, ou um pre-
cipitado reconstituido.

"Condutor” € definido como uma substancia eletricamente condutora, que se man-
€1 estacionario durante uma analise eletroguimica. Os exemplos de materiais condutores
incluem metais soélidos, pastas metalicas, carbono condutor, pastas de carbono condutor, e
polimeros condutores.

"Material ndo ionizante" é definido como um material que ndo ioniza durante a ana-
lise eletroquimica de um analisado. Os exemplos de materiais ndo ionizantes incluem car-
bono, ouro, platina e paladio.

"Desempenho de medida" & definido em termos de exatiddo e/ou precisdo. Desse
modo, um aumento no desempenho de medida pode ser um aumento em exatiddo e/ou pre-
cisdo da medida.

"Precis&do" € definida como quéo proximas as multiplas medidas dos analisados s&@o
para a mesma amostra. A precisdo pode ser expressa em termos do espalhamento ou vari-
agao entre as multiplas medidas em relagao a uma média.

"Exatiddo" é definida como quéo proxima a propor¢do de analisado, medida por
uma tira sensora, corresponde a proporgao real de analisado na amostra. Exatiddo pode ser
expressa em termos de polarizacdo, com maiores valores de polarizagéo refletindo menos
exatidéo.

"Polarizagdo" é definida como a diferenga entre um valor medido e o valor de refe-
réncia aceito. A polarizagdo pode ser expressa em termos de "polarizagao absoluta" ou "po-
larizacdo relativa". A polarizagdo absoluta pode ser expressa em unidades da medida, tal
como mg/dL, enquanto que a polarizagao relativa pode ser expressa como um percentual do
valor de polarizagdo absoluta em relagéo ao valor de referéncia. A polarizagdo de hematécri-
tos ou de estabilidade pode ser expressa em termos de um valor de polarizagdo absoluta,
ou como um percentual. A polariza¢do de hematdcritos usa uma concentragdo de analisado
obtida com um instrumento de referéncia, tal como o YSI 2300 STAT PLUS®, disponivel da
YSI Inc., Yellow Springs, Ohio, como o valor de referéncia aceito. A polarizagdo de estabili-

dade usa uma concentragédo de analisado obtida de uma tira sensora, armazenada a uma
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temperatura de -20°C, para reduzir substancialmente a alteragdo térmica da composigao de
reagentes.

"Sensibilidade de hematocritos" é definida como o grau no qual variagdes no nivel
de hematodcritos de uma amostra afeta os valores de polarizagdo de hematocritos para uma
anadlise.

"Estabilidade de longo prazo" é definida em relagdo as tiras sensoras acondiciona-
das, tal como com folha e dessecante, e armazenadas a -20°C por 2 ou 4 semanas apos
manufatura versus as tiras sensoras expostas a 50°C por 2 ou 4 semanas, respectivamente.
O armazenamento a 50°C por 2 semanas pode ser considerado como aproximadamente 18
meses de armazenamento a temperatura ambiente. A variagdo ou o desvio médio para os
niveis de hematécritos de 0, 50, 100 e 400% no desempenho de medida para a tira armaze-
nada a 50°C versus aquela a -20°C indica a direcédo da estabilidade de longo prazo ou "pola-
rizagdo de estabilidade" para a tira sensora. Nesse caso, um aumento no sinal de fundo ou
na polarizagdo mostra uma diminuigdo no desempenho de medida para a tira sensora. Des-
se modo, por armazenamento das tiras sensoras acondicionadas a 50°C e observando a
variagao de polarizagdo em relagdo as tiras armazenadas a -20°C, uma indicagdo de quanta
polarizagéo vai aumentar para as tiras sensoras remanescentes nas prateleiras de armaze-
namento, para os varios periodos de tempo, pode ser obtida.

"Mediador" é definido como uma substancia que pode ser oxidada ou reduzida e
que pode transferir um ou mais elétrons. Um mediador é um reagente em uma analise ele-
troquimica e ndo é o analisado de interesse, mas proporciona uma medida indireta do anali-
sado. Em um sistema simples, o mediador sofre uma reacédo de oxirredugdo, em resposta a
oxidagao ou redugado do analisado. O mediador oxidado ou reduzido entdo sofre a reagéo
oposta no eletrodo de medida da tira sensora e € regenerado ao seu numero de oxidag&o
original.

"Espécie mensuraveis" é definidas como qualquer espécie eletroquimicamente ati-
va, que pode ser oxidada ou reduzida sob um potencial adequado na superficie do eletrodo
de uma tira sensora eletroquimica. Os exemplos de espécies mensuraveis incluem um ana-
lisado, um substrato ou um mediador.

"Oxirredutase” & definida como qualquer enzima que facilita a oxidagdo ou redugéo
de uma espécie mensuravel. Uma oxirredutase € um reagente. O termo oxirredutase inclui:
"oxidases", que facilitam as reagdes de oxidagdo nas quais oxigénio molecular é o aceitador
de elétrons; "redutases", que facilitam as reag¢ées de reducio nas quais o analisado & redu-
zido e oxigénio molecular ndo é o analisado; e "desidrogenases”, que facilitam as reagbes
de oxidagdo nas quais oxigénio molecular ndo € o aceitador de elétrons. Consultar, por ex-
emplo, Oxford Dictionary of Biochemistry and Molecular Biology, Revised Edition, A.D.
Smith, Ed., Nova York: Oxford University Press (1997) pp. 161, 476, 477, e 560.
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"Molécula organica eletroativa” é definida como uma molécula organica desprovi-
da de um metal que é capaz de sofrer uma reacéo de oxirredug&o. As moléculas organicas
eletroativas podem se comportar como espécies e/ou mediadores de oxirredugdo. Os e-
xemplos de moléculas organicas eletroativas incluem co-enzima pirroloquinolina quinona
(PQQ), benzoquinonas e naftoquinonas, N-6xidos, compostos nitrosos, hidroxilaminas,
oxinas, flavinas, fenazinas, fenotiazinas, indofenois e indaminas.

"Aglutinante” é definido como um material que proporciona suporte e contencgéao
fisicos aos reagentes, enquanto tendo uma grande compatibilidade quimica com os rea-
gentes.

"Espessura inicial média" é definida como a altura média de uma camada no seu
estado seco, antes da introdugcdo de uma amostra liquida. O termo média é usado porque
a superficie de topo da camada é desuniforme, tendo picos e vales.

"Densidade de deposigdo”" é definida como a massa de um material depositado
em uma area. Por exemplo, quando 0,24 uL de uma solugdo contendo 2,57 puL de um soli-
do sdo depositados em uma superficie tendo uma area de 1,5 mm?, uma densidade de
deposicéo de 1,72 ug/mm? (2,57 ug / 1,5 mm?) resulta.

"Unidade enzimatica" (U) é definida como a proporcdo de um sistema enzimatico,
que vai catalisar a transformacso (oxidag&do ou redugdo) de 1 micromol de substrato (ana-
lisado) em 1 minutos, sob as condi¢Oes usuais.

"Atividade enzimatica" ou "atividade" com relagdo a um sistema enzimético é o
numero de unidades enzimaticas por volume. Desse modo, a atividade pode ser dada em
termos de U/L ou mU/mL, em que 1 U/L = umol/minuto/Litro, por exemplo.

"Reacéo de oxirredugdo” é definida como uma reagao quimica entre duas espé-
cies, envolvendo a transferéncia de pelo menos um elétron de uma primeira espécie para
uma segunda espécie. Desse modo, uma reagcdo de oxirreducdo inclui uma oxidacdo e
uma redugdo. A parte de oxidagdo da reagao envolve a perda de pelo menos um elétron
pela primeira espécie, e a parte de redugdo envolve a adigdo de pelo menos um elétron
para a segunda espécie. A carga iénica de uma espécie que é oxidada & tornada mais
positiva por uma proporgéo igual ao nimero de elétrons transferidos. Igualmente, a carga
idbnica de uma espécie que é reduzida é feita menos positiva por uma proporgéo igual ao
nuamero de elétrons transferidos.

"Numero de oxidagdo" é definido como a carga ibnica formal de uma espécie
quimica, tal como um atomo. Um ntimero de oxidag&o mais alto, tal como (l1l), é mais posi-
tivo, € um numero de oxidagdo mais baixo, tal como (ll), € menos positivo. Uma espécie
neutra tem uma carga idnica de zero (0). A oxidagdo de uma espécie resulta em um au-
mento no nimero de oxidagdo dessa espécie, e a redugdo de uma espécie resulta em

uma diminuigdo no nimero de oxidagdo dessa espeécie.
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"Par de oxirredugao” é definido como duas espécies conjugadas de uma substan-
cia quimica tendo diferentes niumeros de oxidagdo. A reducédo da espécie tendo o numero
de oxidagcdo mais alto produz a espécie tendo o nimero de oxidagdo mais baixo. Alternati-
vamente, a oxidagdo da espécie tendo o nimero de oxidagao mais baixo produz a espécie
tendo o numero de oxidagao mais alito.

"Espécie oxidavel" é definida como a espécie de um par de oxirredugéo tendo o
numero de oxidagdo mais baixo, e que é, desse modo, capaz de ser oxidado na espécie
tendo o nimero de oxidagdo mais alto. Igualmente, o termo "espécie reduzivel" é definido
como a espécie de um par de oxirreducéo tendo o numero de oxidagdo mais alto, e que €,
desse modo, capaz de ser reduzido na espécie tendo o nimero de oxidagdo mais baixo.

"Espécie de oxirreducdo soluvel" é definida como uma substancia que é capaz de
sofrer oxidagdo ou redugédo, ou que é soluvel em agua (pH 7, 25°C) a um nivel de pelo
menos 1,0 grama por litro. As espécies de oxirredugdo soluveis incluem as moléculas or-
ganicas eletroativas, os complexos organometalicos de transigao e os complexos de coor-
denacgao de metais de transigdo. O termo "espécie de oxirredugdo sollvel" exclui os ele-
mentos metalicos, e os ions metdlicos isolados, especialmente aqueles que sdo insoluveis
ou muito pouco solaveis em agua.

"Complexo organometalico de transigdo”, também referido como "complexo OTM"
€ definido como um complexo no qual um metal de transigdo € ligado a pelo menos um
atomo de carbono por uma ligagao sigma (carga formal de -1 no atomo de carbono ligado
por sigma ao metal de transi¢cdo) ou uma ligagdo pi (carga forma de 0 nos atomos de car-
bono ligado por pi ao metal de transigdo). Por exemplo, ferroceno € um complexo OTM
com dois anéis de ciclopentadienila (Cp), cada um deles ligado pelos seus cinco atomos
de carbono a um centro de ferro por duas ligagdes pi e uma ligagdo sigma. Outro exemplo
de um complexo OTM é ferricianeto (Ill) e a sua contraparte reduzida de ferrocianeto (ll),
em que seis ligantes de ciano (carga formal de -1 em cada um dos 6 ligantes) sao ligadas
por sigma a um centro de ferro pelos atomos de carbono dos grupos ciano.

"Complexo de coordenagdo” & definido como um complexo tendo uma geometria
de coordenacao bem definida, tal como uma geometria octaédrica, ou plana quadrada.
Diferentemente dos complexos OTM, que sdo definidos pelas suas ligagdes, os complexos
de coordenagao sao definidos pelas suas geometrias. Desse modo, os complexos de co-
ordenagdo podem ser complexos OTM (tal como o ferricianeto mencionado acima), ou
complexos nos quais os atomos nao metalicos diferentes de carbono, tais como os hete-
roatomos incluindo nitrogénio, enxofre, oxigénio e fésforo, sdo ligados indiretamente ao
centro do metal de transigdo. Por exemplo, ruténio hexamina € um complexo de coordena-
¢do tendo uma geométrica octaédrica bem definida, na qual seis ligantes de NH; (carga

formal de 0 em cada um dos 6 ligantes) sdo ligados indiretamente ao centro de ruténio.
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Uma discussdo mais completa de complexos organometalicos de transigdo, complexos de
coordenagédo e ligagdo de metais de transigdo pode ser encontrada em Collman et al.,
Principles and Applications of Organotransition Metal Chemistry (1987) e Miessler & Tarr,
Inorganic Chemistry (1991).

"Dispositivo portatil" & definido como um dispositivo que pode ser portado por
uma mao humana e que é assim transportavel. Um exemplo de um dispositivo portatil é
o dispositivo de medida acompanhado do sistema de monitoramento de glicose no
sangue Ascensia® Elite, disponivel da Bayer HealthCare, LLC, Elkhart, IN.

"Em" é definido como "acima" e é relativo a orientagdo sendo descrita. Por e-
xemplo, se um primeiro elemento é depositado sobre pelo menos uma parte de um se-
gundo elemento, o primeiro elemento é dito como sendo "depositado em" o segundo.
Em outro exemplo, se um primeiro elemento esta presente acima de pelo menos uma
parte de um segundo elemento, o primeiro elemento é dito como estando "em" o se-
gundo. O uso do termo "em" ndo exclui a presenga de substancias entre os elementos
superior e inferior sendo descritos. Por exemplo, um primeiro elemento pode ter um
revestimento sobre a sua superficie de topo, enquanto que um segundo elemento so-
bre pelo menos uma parte do primeiro elemento, e o seu revestimento de topo pode
ser descrito como "em" o primeiro elemento. Desse modo, o uso do termo "em" pode
significar ou ndo que os dois elementos sendo relacionados estido em contato fisico
entre si.

Ainda que varias modalidades da invengao tenham sido descritas, vai ser evi-
dente para aqueles versados na técnica que outras modalidades e implementagdes séo
possiveis dentro do ambito da invengdo. Consequentemente,a invengédo ndo deve ser

limitada exceto a luz das reivindicagbes em anexo e dos seus equivalentes.
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REIVINDICACOES

1. Tira sensora eletroquimica para detectar um analisado, CARACTERIZADA
pelo fato de que compreende:

uma base;

um primeiro eletrodo na base tendo pelo menos uma primeira camada em um
primeiro condutor, a primeira camada incluindo uma camada de reagentes, compreen-
dendo pelo menos 8 pg/mm? de um mediador:

um segundo eletrodo na base:

uma tampa na base; e

€m que a tira proporciona um valor de concentragdo determinado, tendo pelo
menos uma de uma polarizagdo de estabilidade inferior a + 10%, apdés armazenamento
a 50°C por 2 semanas, quando comparada a uma tira comparativa, armazenada a -
20°C por 2 semanas, uma polarizagdo de hematdcritos inferior a + 10% para amostras
de sangue total incluindo de 20 a 60% de hematdcritos, e uma razio de interceptagéo
para inclinag@&o de no maximo 20 mg/dL.

2. Tira, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADA pelo fato de que
Os primeiro e segundo eletrodos estdo substancialmente no mesmo plano.

3. Tira, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADA pelo fato de que o
segundo eletrodo compreende a primeira camada em um segundo condutor.

4. Tira, de acordo com a reivindicagdo 3, CARACTERIZADA pelo fato de que o
segundo eletrodo compreende uma segunda camada no segundo condutor.

5. Tira, de acordo com a reivindicagdo 4, CARACTERIZADA pelo fato de que a
segunda camada compreende uma camada de reagentes, diferente em composigdo da
camada de reagentes da primeira camada.

6. Tira, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADA pelo fato de que
0s eletrodos sdo separados por mais de 200 um.

7. Tira, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADA pelo fato de que
os eletrodos sédo separados de uma parte superior da tampa por pelo menos 100 pum.

8. Tira, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADA pelo fato de que a
espessura inicial da camada de reagentes & inferior a 8 pum.

9. Tira, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADA pelo fato de que a
espessura inicial da camada de reagentes é de 0,25 a 3 um.

10. Tira, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADA pelo fato de que
a camada de reagentes é formada a uma densidade de deposigdo de no maximo 0,2
pL/mm?, a partir de uma solugdo de reagentes.

11. Tira, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADA pelo fato de que

a camada de reagentes compreende um aglutinante polimérico selecionado do grupo
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consistindo de poli (6xido de etileno), poli (alcool vinilico), hidroxietilenocelulose, carboxime-
tilcelulose, e suas combinagoes.

12. Tira, de acordo com a reivindicagdo 11, CARACTERIZADA pelo fato de
que a densidade de deposi¢do do aglutinante polimérico € no maximo de 2 ug/mm? no
primeiro condutor.

13. Tira, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADA pelo fato de que
a camada de reagentes compreende um aglutinante polimérico parcialmente soluvel
em agua, que forma um material similar a gel por hidratagao.

14. Tira, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADA pelo fato de que
a camada de reagentes compreende um sistema enzimatico, a uma densidade de de-
posigdo de no maximo 0,8 pg/mm?.

15. Tira, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADA pelo fato de que
a camada de reagentes compreende no maximo 1,3 unidade de um sistema enzimati-
co.

16. Tira, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADA pelo fato de que
a camada de reagentes compreende no maximo 2 ug/mm? do mediador.

17. Tira, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADA peio fato de que
o mediador € um mediador de transferéncia de dois eiétrons.

18. Tira, de acordo com a reivindicagdo 17, CARACTERIZADA pelo fato de
que o mediador é selecionado do grupo consistindo de 3-fenilimino-3H-fenotiazinas, 3-
fenilimino-3H-fenoxazinas, seus sais, seus acidos, seus derivados, e suas combinagdes.

19. Tira, de acordo com a reivindicagdo 17, CARACTERIZADA pelo fato de
que o mediador tem um potencial de oxirredugdo pelo menos 100 mV inferior aquele do
ferricianeto.

20. Tira, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADA pelo fato de que
a polarizagdo de estabilidade € inferior a + 5%, apés armazenamento a 50°C por 2 se-
manas, quando comparada com a da tira comparativa, armazenada a -20°C por 2 se-
manas.

21. Tira, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADA pelo fato de que
a polarizagao de estabilidade ¢ inferior a + 5%, apds armazenamento a 50°C por 4 se-
manas, quando comparada com a da tira comparativa, armazenada a -20°C por 4 se-
manas.

22. Tira, de acordo com a reivindicagédo 1, CARACTERIZADA pelo fato de que
a polarizagdo de hematécritos é inferior a + 5%, para amostras de sangue total incluin-
do de 20 a 60% de hematdcrito.

23. Tira, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADA pelo fato de que

a razdo de interceptag¢ao para inclinagdo € no maximo de 10 mg/dL.
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24. Tira, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADA pelo fato de que
a razéo de interceptagédo para inclinagdo € no maximo de 1 mg/dL.

25. Tira sensora eletroquimica para detectar um analisado, CARACTERIZADA
pelo fato de que compreende:

uma base;

um primeiro eletrodo na base tendo pelo menos uma primeira camada em um
primeiro condutor, a primeira camada incluindo uma camada de reagentes, compreen-
dendo um mediador e um sistema enzimatico, em que a camada de reagentes propor-
ciona um valor de concentragdo determinado tendo pelo menos uma de uma polariza-
¢ao de estabilidade inferior a + 10%, apdés armazenamento a 50°C por 2 semanas,
quando comparada a uma tira comparativa, armazenada a -20°C por 2 semanas, uma
polarizagdo de hematocritos inferior a + 10% para amostras de sangue total, incluindo
de 20 a 60% de hematdcrito, e uma razédo de interceptagdo para inclinagdo de no ma-
ximo 20 mg/dL;

um segundo eletrodo na base;

uma tampa na base.

26. Método de determinagao da concentragdo de um analisado em uma amos-
tra, CARACTERIZADO pelo fato de que compreende:

aplicar uma sequéncia de pulsos a amostra, a sequéncia de pulsos compreen-
dendo pelo menos 3 ciclos operacionais em um periodo de 30 segundos; e

determinar a concentragdo do analisado na amostra, a concentragdo determi-
nada tendo pelo menos uma polarizagdo de estabilidade inferior a + 10%, uma polari-
zagéo de hematdcritos inferior a £+ 10% para amostras de sangue total, por uma faixa
de hematodcritos de 20 a 60%, e uma razéo de interceptagéo para inclinagdo de no ma-
ximo 20 mg/dL.

27. Método, de acordo com a reivindicagdo 26, CARACTERIZADO pelo fato de
que a sequéncia de pulsos compreende pelo menos 3 ciclos operacionais em um peri-
odo de 9 segundos.

28. Método, de acordo com a reivindicagdo 26, CARACTERIZADO pelo fato de
que a sequéncia de pulsos esta completa em no maximo 5 segundos.

29. Método, de acordo com a reivindicagdo 26, CARACTERIZADO pelo fato de
que a determinagao da concentragdo do analisado na amostra inclui a determinagédo da
concentragdo do analisado na amostra de uma medida de corrente feita em um periodo
de 2 segundos, a partir da aplicagdo da sequéncia de pulso.

30. Método, de acordo com a reivindicagdo 26, CARACTERIZADO pelo fato de
que cada ciclo operacional compreende uma excitagdo e uma relaxagao.

31. Método, de acordo com a reivindicagdo 30, CARACTERIZADO pelo fato de
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que cada uma das excitagdes tem uma duragao de 0,01 a 3 segundos.

32. Método, de acordo com a reivindicagdo 30, CARACTERIZADO pelo fato de
que as excitagdes tém uma duragio somada de no maximo 10 segundos.

33. Método, de acordo com a reivindicagdo 30, CARACTERIZADO pelo fato de
que as excitagcbes sdo de amplitudes tendo uma diferenga dentro de 500 mV.

34. Método, de acordo com a reivindicagdo 30, CARACTERIZADO pelo fato de
que as excitagdes compreendem no maximo 45% do tempo da sequéncia de pulsos.

35. Método, de acordo com a reivindicagdo 30, CARACTERIZADO pelo fato de
que cada uma das relaxag¢des tem uma duracéo de 0,2 a 3 segundos.

36. Método, de acordo com a reivindicagdo 30, CARACTERIZADO pelo fato de
que a sequéncia de pulsos inclui uma excitacéo inicial de 0,75 a 3 segundos em dura-
cdo, em que a excitacdo inicial € de duragdo mais longa do que as excitagbes dos ci-
clos operacionais.

37. Método, de acordo com a reivindicagédo 26, CARACTERIZADO pelo fato de
que a polarizagdo de estabilidade & inferior a + 5%.

38. Método, de acordo com a reivindicacdo 26, CARACTERIZADO pelo fato de
que a polarizagéo de estabilidade & inferior a + 5%, apés armazenamento a 50°C por 4
semanas, quando comparada com a tira armazenada a -20°C por 4 semanas.

39. Método, de acordo com a reivindicagdo 26, CARACTERIZADO pelo fato de
que a polarizagdo de hematdcritos é inferior a + 5% para amostras de sangue total,
incluindo de 20 a 60% de hematbcrito.

40. Método, de acordo com a reivindicagdo 26, CARACTERIZADO pelo fato de
que a razao de interceptagédo para inclinagdo € no maximo de 10 mg/dL.

41. Método de aumento do desempenho de determinagdo quantitativa de ana-
lisado, CARACTERIZADO pelo fato de que compreende:

introduzir um analisado contendo amostra, tendo um componente liquido, em
uma tira sensora eletroquimica, a tira tendo uma base, um primeiro condutor na base,
um segundo condutor na base, e pelo menos uma primeira camada em pelo menos o
primeiro condutor, em que a pelo menos uma primeira camada inclui uma camada de
reagentes incluindo um aglutinante polimérico, € a amostra proporciona comunicagao
elétrica entre os primeiro e segundo condutores;

aplicar um potencial elétrico entre os primeiro e segundo condutores, na forma
de pelo menos 4 pulsos de leitura em um periodo de 30 segundos;

medir pelo menos um dos pulsos de leitura para proporcionar um valor quanti-
tativo da concentracdo de analisado na amostra com maior desempenho atribuivel a
pelo menos um parametro de desempenho, selecionado do grupo consistindo de pola-

rizacdo de estabilidade inferior a + 10%, apds a tira ser armazenada a 50°C por 2 se-
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manas, quando comparada com uma tira comparativa armazenada a -20°C por 2 se-
manas, uma polarizagdo de hematacritos inferior a + 10% por uma faixa de hematocri-
tos de 20 a 60% para amostras de sangue total, uma razio de interceptagéo para incli-
nagéo de no maximo 10 mg/dL, e suas combinagdes.

42. Método, de acordo com a reivindicagdao 41, CARACTERIZADO pelo fato de
que os pelo menos 4 pulsos de leitura sdo aplicados em um periodo de 9 segundos.

43. Método, de acordo com a reivindicagdo 41, CARACTERIZADO pelo fato de
que os pulsos de leitura estdo completos em no maximo 5 segundos.

44. Método, de acordo com a reivindicagdo 41, CARACTERIZADO pelo fato de
que o pulso de leitura € medido em um periodo de 2 segundos de aplicagdo do poten-
cial elétrico, para proporcionar o valor quantitativo da concentragdo de analisado na
amostra.

45. Método, de acordo com a reivindicagdo 41, CARACTERIZADO pelo fato de
que os pulsos de leitura tém uma dura¢do de no maximo 2 segundos.

46. Método, de acordo com a reivindicagdo 41, CARACTERIZADO pelo fato de
que os pulsos de leitura sdo de amplitudes tendo uma diferenga dentro de 50 mV.

47. Método, de acordo com a reivindicacdo 41, CARACTERIZADO pelo fato de
que a polarizagdo de estabilidade ¢é inferior a 5%.

48. Método, de acordo com a reivindicagiao 41, CARACTERIZADO pelo fato de
que a polarizacdo de estabilidade é inferior a 5%, ap6s armazenamento a 50°C por 4
semanas, quando comparada com a da tira comparativa, armazenada a -20°C por 4
semanas.

49. Método, de acordo com a reivindicagédo 41, CARACTERIZADO pelo fato de
que a polarizagdo de hematodcritos € inferior a + 5% por uma faixa de hematdcritos de
20 a 60% para amostras de sangue total.

50. Método, de acordo com a reivindicagido 41, CARACTERIZADO pelo fato de

que a razdo de interceptagdo para inclinagao ¢ de no maximo 1 mg/dL.
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SENSIBILIDADE A HEMATOCRITOS

30
25 - Cdy=-1.2592x + 51.734| |
20 R? = 0.5066
15 O &
10 . O
5 o] } =
L = X
0 -
-5 *
-10 11 ¢ y=-0.2585x + 10.661 -
-15 1 R%2=0.1214
-20 , : . , 0
25 30 35 40 45 50 55

% DE HEMATOCRITOS NA AMOSTRA

Fig.7C



10

RESUMO

"SISTEMA DE BIOSSENSOR TENDO ESTABILIDADE E DESEMPENHO DE
HEMATOCRITOS MAIORES"

A presente invengdo se refere a tiras sensoras eletroquimicas e a métodos de
determinagdo da concentragdo de um analisado em uma amostra, ou de aperfeigoar o
desempenho de uma determinagdo de concentragdo. As tiras sensoras eletroquimicas
podem incluir no maximo 8 ug/mm? de um mediador. As tiras, a camada de reagentes
da tira, ou os métodos podem proporcionar a determinagdo de um valor de concentra-
¢éo tendo pelo menos uma de uma polarizagdo de estabilidade inferior a + 10%, apos
armazenamento a 50°C por 4 semanas, quando comparada a uma tira comparativa,
armazenada a 20°C por 4 semanas, uma polarizagdo de hemataocritos inferior a = 10%
para amostras de sangue total incluindo de 20 a 60% de hematécritos, e uma razéo de
interceptagdo para inclinagdo de no maximo 20 mg/dL. Um método de aumentar o de-

sempenho de uma determinagéo quantitativa de analisado também é proporcionado.
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