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@Resumen:

Dispositivo microinvasivo para la monitorizacion
remota, continua y en tiempo real del bienestar fetal
intraparto.

Basa su funcionamiento en la determinacion continua
y en tiempo real de los niveles de lactato y del pH
intersticiales.

Consiste en un parche corporal que se adhiere a la
piel de la cabeza del feto, dotado de una o varias
agujas que permitan la extraccién de fluido corporal
intersticial, que incorpora un biosensor electroquimico
amperométrico de lactato y un sensor de pH, y que
cuenta con la electronica necesaria para la
adquisicion, adecuacion y transmisién de la sefial que
incorpora los valores de los analitos registrados por
los sensores a un dispositivo inalambrico con
capacidad de procesamiento de datos, desde el cual
el facultativo podra visualizarlos.

Constituye una alternativa simple, viable y util frente a
los métodos de monitorizacion del bienestar fetal
empleados actualmente en hospitales, los cuales son
poco especificos o cruentos.
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DESCRIPCION

DISPOSITIVO MICROINVASIVO PARA LA MONITORIZACION REMOTA,
CONTINUAY EN TIEMPO REAL DEL BIENESTAR FETAL INTRAPARTO

SECTOR DE LA TECNICA

La presente invencion describe un dispositivo que permite realizar una adecuada
monitorizacién en remoto del bienestar fetal intraparto, basado en la determinacion

continua y en tiempo real de los niveles de lactato intersticial y del pH.

Mas especificamente, la presente invencion consiste en un dispositivo microinvasivo
para la monitorizacién remota, continua y en tiempo real del bienestar fetal intraparto,
basado en el empleo de un parche corporal que pueda adherirse a la piel de la cabeza
del feto, dotado de una o varias agujas que permitan la extraccién de fluido corporal
intersticial, que incorpora un biosensor electroquimico amperométrico de lactato y un
sensor potenciométrico de pH, y que cuenta con la electronica necesaria para la
adquisicion, adecuacion y transmision de la sefal que incorpora los valores de los
analitos registrados por los sensores a un dispositivo inalambrico con capacidad de
procesamiento de datos, donde se almacenaran temporal o permanentemente y desde

el cual el facultativo podra visualizarlos.

Un segundo aspecto de la invencion consiste en el disefio y procedimiento de
fabricacion de un biosensor electroquimico amperométrico de lactato microinvasivo,
cuya configuracion ha sido optimizada para su empleo en el dispositivo de

monitorizacién objeto de la invencién.

Mas especificamente este biosensor de lactato presenta una configuracién de
mediador redox Azul de Prusia encima del sustrato de carbono cubierto con las
siguientes capas: enzima lactato oxidasa y nanoparticulas de oro, quitosano, cloruro

de polivinilo (PVC) y Nafion.
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ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El lactato, la forma ionizada del acido lactico, es el producto final del metabolismo
anaerdbico de la glucosa en los musculos. En algas, microoganismos y plantas
predomina el enantiomero D-lactato, mientras que en mamiferos es mas frecuente

encontrarlo como enantiomero L-lactato.

Los biosensores basados en la medicion de este metabolito han experimentado un
gran avance, sobre todo en el campo de la medicina deportiva, para la monitorizacion
de la homeostasis del deportista y la evaluacion de su nivel de resistencia. En reposo,
la concentracién de L-lactato en sangre oscila entre 0,5 y 2,0 mM [Chan D, Barsan
MM, Korpan Y, Brett CMA. L-lactate selective impedimetric bienzymatic biosensor
based on lactate dehydrogenase and pyruvate oxidase. Electrochim Acta.
2017;231:209-15. http://dx.doi.org/10.1016/j.electacta.2017.02.050] y entre 8-10 mM
durante el gjercicio, pudiendo aumentar durante un ejercicio fisico extenuante desde
15 a 25 mM [Goodwin, M. L., Harris, J. E., Hernandez, A., & Gladden, L. B. (2007).
Blood Lactate Measurements and Analysis during Exercise: A Guide for Clinicians.
Journal of Diabetes Science and Technology, 1(4), 558-569.
https://doi.org/10.1177/193229680700100414]. A medida que aumenta Ila
concentracioén de lactato, disminuye el pH celular, debido a la acumulacién de protones
dentro de la célula, lo que podria conducir a la aparicion de acidosis en sangre si los
niveles sobrepasan los 25 mM. Cuando se alcanza este nivel de lactato, conocido
como umbral de lactato, se pueden producir dolencias de diferente indole, desde ligera
fatiga hasta dolor muscular agudo, por lo que es recomendable que el atleta pare la

actividad fisica.

Ademas del ejercicio fisico, cualquier condicidn fisiolégica que active las rutas
metabdlicas anaerodbicas y provoque un desequilibrio en los niveles de lactato, podria
conducir a una acidosis lactica. Estados fisiolégicos o trastornos tales como el shock
hemorragico, la insuficiencia respiratoria, la insuficiencia renal o la hipoxia en los
tejidos, pueden aumentar la produccién de este metabolito. Por ello, el aumento en la
concentracién de lactato se utiliza habitualmente como sefial de alarma para la
intervencion del equipo médico en los pacientes hospitalizados [Seheult J, Fitzpatrick
G, Boran G. Lactic acidosis: An update. Clin Chem Lab Med. 2017;55(3):322-33,
https://doi.org: 10.1515/cclm-2016-0438].
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De forma analoga a la actividad fisica del deportista, el feto se ve sometido a un
esfuerzo extenuante durante el parto, por lo que monitorizar el bienestar fetal se vuelve
una necesidad clave. Esta practica tiene como objetivo la deteccion de hipoxia o
acidosis en fetos, para evitar las secuelas asociadas a estos estados, como la

encefalopatia hipdxico-isquémica, la paralisis cerebral e incluso la muerte.

La acidosis respiratoria debido a la acumulacién de didxido de carbono (hipercapnia)
es frecuente durante el metabolismo normal, por lo que, aunque la concentracién de
iones H* aumenta, este tipo de acidosis transitoria no esta asociada con resultados
negativos. Sin embargo, cuando el feto recibe oxigeno de forma insuficiente durante
el parto, no tiene la capacidad para mantener el metabolismo normal, lo que obliga a
cambiar al metabolismo anaerdbico. Como resultado, se genera y acumula acido
lactico y, en consecuencia, disminuye el pH. En este tipo de acidosis, conocida como
acidosis metabdlica, la falta de oxigeno de forma prolongada puede conducir a la
asfixia durante el parto, complicaciones neuroldgicas postnatales como la
encefalopatia hipdxico-isquémica o discapacidades a largo plazo [Cummins, G.,
Kremer, J., Bernassau, A., Brown, A., Bridle, H., Schulze, H., Bachmann, T., Crichton,
M., Denison, F., & Desmulliez, M. (2018). Sensors for Fetal Hypoxia and Metabolic
Acidosis: A Review. Sensors, 18(8), 2648. https://doi.org/10.3390/s18082648]. La
hipoxia metabdlica severa con acumulacioén de lactato se considera un buen indicador
de mal resultado perinatal [Wiberg, N., & Kallén, K. (2017). Fetal scalp blood lactate
during second stage of labor: determination of reference values and impact of
obstetrical interventions. Journal of Maternal-Fetal and Neonatal Medicine, 30(5), 612-
617. https://doi.org/10.1080/14767058.2016.1181167], con la consiguiente pérdida del

bienestar fetal.

El método clinico actual utilizado para el control del bienestar fetal se basa en el
registro cardiotocografico, en el que se registra de forma continua la frecuencia
cardiaca fetal y la intensidad de las contracciones uterinas. Sin embargo, la
especificidad de esta técnica para la deteccion del sindrome hipdxico-isquémico
neonatal (falta de oxigeno) es tan baja que a veces conduce a realizar intervenciones
urgentes (cesareas) de forma innecesaria, con el riesgo que ello conlleva para la

madre y el feto, ademas, del coste asociado a dicha practica.
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Por este motivo, cuando en el registro cardiotocografico se observan resultados
inadecuados, antes de la toma de decisiones, la posible alteraciéon de la homeostasis
fetal debe ser constatada mediante una segunda prueba diagndstica. Actualmente,
dicha prueba consiste en la obtencién de una muestra de sangre del cuero cabelludo
fetal para la posterior determinacion de los niveles de lactato en sangre y pH, ya que
ambos son indicativos de acidosis metabdlica. Cuando el lactato fetal supera los 5,2
mmol/L esta indicado finalizar el parto por la via mas rapida (habitualmente, la
realizaciéon de una cesarea urgente por pérdida de bienestar fetal [Wiberg, N., & Kallén,
K. (2017). Fetal scalp blood lactate during second stage of labor: determination of
reference values and impact of obstetrical interventions. Journal of Maternal-Fetal and
Neonatal Medicine, 30(5), 612-617. https://doi.org/10.1080/14767058.2016.1181167;
Rorbye, C., Perslev, A., & Nickelsen, C., (2016). Lactate versus pH levels in fetal scalp
blood during labor - using the Lactate Scout System. Journal of Maternal-Fetal and
Neonatal Medicine, 29, 1200-1204. https://doi.org/10.3109/14767058.2015.1045863;
Ramanah, R., Martin, A., Riethmuller, D., Maillet, R., & Schaal, J.P. (2005). Value of
fetal scalp lactate sampling during labour: a comparative study with scalp pH.
Gynécologie Obstétrique & Fertilité, 33, 107-112.
https://doi.org/10.1016/j.gyobfe.2005.01.004; Birgisdottir, B.T., Holzmann, M., Varli,
I.H., Graner, S., Saltvedt, S., & Nordstrém, L. (2017). Reference values for Lactate Pro
2TM in fetal blood sampling during labor: a cross-sectional study. Journal of Perinatal
Medicine, 45, 321-325. https://doi.org/10.1515/jpm-2016-0027]).

La técnica para la obtencién de este tipo de muestras de sangre (en modo puntual o
discontinuo, no aconsejandose mas de 2 tomas de sangre) es bastante cruenta,
compleja y no exenta de complicaciones, tanto para la madre como para el feto, por lo
que no se realiza en todos los hospitales. En este escenario la decisién final de efectuar
una intervencion urgente (cesarea) por riesgo de pérdida de bienestar fetal se basa
exclusivamente en el registro cardiotocografico, aun conociéndose su escasa
fiabilidad.

Los estudios realizados demuestran que, del total de cesareas realizadas por
resultados no satisfactorios en el registro cardiotocografico, sélo el 36% de los recién
nacidos presentaban secuelas. El 64% restante, correspondian a recién nacidos
sanos, en los que la realizacidon de una intervencion urgente, junto con los riesgos que

ello conlleva, podrian haberse evitado [Gluhovschi, A., luriciuc, M., Anastasiu, D.,
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Cimpeanu, L., & Nyiredi, A. (2012). A retrospective analysis over the emergency
Cesarean section performed due to cardio-tocographic modifications. Timisoara
Medical Journal, 62(1-2), 20-23]. Esto demuestra claramente que el registro
cardiotocografico como tal no pueda ser considerado como una prueba diagndstica
definitiva. En Espana, la magnitud del problema implica a unos 25.000 casos al afio,
considerando las 100.000 cesareas realizadas en 2016 segun el INE, de las que el

25% se realizaron por sospecha de pérdida de bienestar fetal intraparto.

La gran diferencia entre el nUmero de cesareas realizadas por pérdida de bienestar
fetal segun el registro cardiotocografico y el numero real de casos que desarrollan
encefalopatia hipdxico-isquémica neonatal pone de manifiesto la elevada proporcion
de falsos positivos de las técnicas actuales y, en consecuencia, la necesidad de
desarrollar una alternativa diagnostica que contribuya a disminuir el niumero de

intervenciones urgentes que se realizan de forma innecesaria.

De entre las opciones disponibles, se propone la medicion de lactato mediante el uso
de un biosensor electroquimico, que va asociado a una técnica simple, rapida,
incruenta (pues no implica incisiones en el cuero cabelludo fetal), fiable y microinvasiva
que permite evaluar los niveles de lactato en tiempo real y de forma continua con la
simple colocacion del dispositivo sobre el cuero cabelludo del feto. El dispositivo
propuesto combinaria un elemento de reconocimiento bioldgico, que de forma sensible
y especifica monitorizaria los niveles de lactato durante el parto, con un sistema de
transduccién electroquimico amperométrico, debido a la sensibilidad, simplicidad y
rapidez de respuesta de este tipo de transductores, frente a otros biosensores de tipo
optico o térmico [Kucherenko IS, Topolnikova Y V., Soldatkin OO. Advances in the
biosensors for lactate and pyruvate detection for medical applications: A review. TrAC
- Trends Anal Chem. 2019;110:160-72. https://doi.org/10.1016/j.trac.2018.11.004].

Dicha monitorizacién se llevaria a cabo de forma remota (wireless), en continuo (on
line) y en tiempo real, por medio de un dispositivo mévil del tipo teléfono inteligente

(smartphone) o tableta.

La idea en la que se basa esta propuesta es que dicho biosensor proporcionara
medidas en continuo y cambios de tendencia en los valores a tiempo real, aportando

informacion mucho mas significativa que las medidas puntuales en sangre, mejorando

6
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notablemente la estimacion de lactato en comparacién con los métodos discontinuos

y cruentos utilizados actualmente en la practica clinica.

Aunque en la actualidad, existen biosensores tanto bienzimaticos, con dos enzimas
[Pundir, C.S., Narwal, V., & Batra, B. (2016). Determination of lactic acid with special
emphasis on biosensing methods: A review. Biosensors and Bioelectronics, 86, 777-
790. https://doi.org/10.1016/j.bios.2016.07.076; Andersson, A., Chen, Q., Groop, L.,
Bulow, L., & Xie, B. (2017). Continuous and simultaneous determination of venous
blood metabolites. Talanta, 171, 270-274.
https://doi.org/10.1016/j.talanta.2017.05.010; Kotanen, C.N., Karunwi, O., Alam, F.,
Uyehara, C.F.T., & Guiseppi-Elie, A. (2018). Fabrication and in vitro performance of a
dual responsive lactate and glucose biosensor. Electrochimica Acta, 267, 71-79.
https://doi.org/10.1016/j.electacta.2018.02.042; Tsuruoka, N., Ishii, K., Matsunaga, T.,
Nagatomi, R., & Haga, Y. (2016). Lactate and glucose measurement in subepidermal
tissue using minimally invasive microperfusion needle. Biomedical Microdevices, 18(1),
19. https://doi.org/10.1007/s10544-016-0049-z], como individuales [Cunha-Silva, H., &
Arcos-Martinez, M.J. (2018). Dual range lactate oxidase based screen printed
amperometric biosensorfor analysis of lactate in diverisified samples. Talanta, 188,
779-787. https://doi.org/10.1016/j.talanta.2018.06.054; Lamas-Ardisana, P.J., Loaiza,
O.A., Aforga, L., Jubete, E., Borghei, M., Ruiz, V., Ochoteco, E., Cabarero, G., &
Grande, H.J. (2014). Disposable amperometric biosensor based on lactate oxidase
immobilised on platinum nanoparticle-decorated carbon nanofiber and
poly(diallyldimethylammonium chloride) films. Biosensors and Bioelectronics, 56, 345-
51. https://doi.org/10.1016/j.bios.2014.01.047; Andrus, L.P., Unruh, R., Wisnieweski,
N.A., & McShane, M.J. (2015). Characterization of lactate sensors based on lactate
oxidase and palladium benzoporphyrin immobilized in hidrogels. Biosensors, 5, 398-
416. https://doi.org/10.3390/bios5030398; Poscia, A., Messeria, D., Moscone, D.,
Ricci, F., & Valgimiglia, F. (2005). A novel continuous subcutaneous lactate monitoring
system. Biosensors and Bioelectronics, 20, 2244-2250.
https://doi.org/10.1016/j.bios.2004.10.031], capaces, en algunos casos, de cuantificar
lactato en tejido intersticial mediante técnicas microinvasivas [Rassaei, L., Olthuis, W.,
Tsujimura, S., Sudhdlter, E.J.R., & van den Berg, A. (2014). Lactate biosensors: current
status and outlook. Analytical and Bioanalytical Chemistry, 406, 123-137.
https://doi.org/10.1007/s00216-013-7307-1; Weltin, A., Kieninger, J., & Urban, G.A.

(2016). Microfabricated, amperometric, enzyme-based biosensors for in vivo

7



10

15

20

25

30

35

ES 2959 128 B2

applications. Analytical and Bioanalytical Chemistry, 408(17), 4503-4521.
https://doi.org/10.1007/s00216-016-9420-4; Pundir, C.S., Narwal, V., & Batra, B.
(2016). Determination of lactic acid with special emphasis on biosensing methods: A
review. Biosensors and Bioelectronics, 86, 777-790.
https://doi.org/10.1016/j.bios.2016.07.076], no obstante, ninguno de ellos aplica el

biosensor a la determinacion del lactato en el tejido intersticial en fetos.

Adicionalmente se propone el uso de un sensor de pH que registre de manera similar
este parametro de manera continua. Se ha demostrado que el conjunto de valores de
lactato y pH permite un diagndstico mas conciso y fiable de diversas patologias y
sindromes [Marsilea A. Booth, Sally A. N. Gowers, Melinda Hersey, Isabelle C.
Samper, Seongjun Park, Polina Anikeeva, Parastoo Hashemi, Molly M. Stevens, and
Martyn G. Boutelle. (2021). Fiber-Based Electrochemical Biosensors for Monitoring pH
and Transient Neurometabolic Lactate. Anal. Chem.
https://doi.org/10.1021/acs.analchem.0c05108].

EXPLICACION DE LA INVENCION

Como se ha indicado en el apartado anterior, los métodos de monitorizacién del
bienestar fetal intraparto, empleados en la actualidad en los hospitales adolecen de
falta de especificidad (método cardiotocografico), siendo necesario recurrir en
determinadas circunstancias a pruebas diagnésticas adicionales (toma de sangre de
la calota fetal), que ademas de cruentas son inviables para la monitorizacion en

continuo y en tiempo real.

Para resolver esta carencia, se propone un dispositivo que pueda realizar una
adecuada monitorizacion del bienestar fetal intraparto, que aporte informacion,
suficiente, continua y en tiempo real, que favorezca la toma de decisiones y la gestion
y el correcto manejo del parto en gestantes de parto con riesgo de pérdida del bienestar
fetal, que a su vez sea minimamente invasivo y que posea la capacidad de transmitir
dicha informacién a un receptor remoto (teléfono movil, tableta, ordenador portatil,
etc.), dotando a los facultativos de una herramienta objetiva, simple y sencilla de usar,
que les aporte un diagndstico mas conciso y fiable que los sistemas empleados en la

actualidad.
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El dispositivo propuesto basa su funcionamiento en la determinacion continua y en

tiempo real de los niveles de lactato y del pH intersticial.

El lactato constituye un buen indicador perinatal o de hipoxia metabdlica severa en la
piel de la cabeza del feto. Cuando el lactato fetal supera los 5,2 mmol/L esta indicado
finalizar el parto por la via mas rapida. Asi, se dispondria de una herramienta objetiva
que facilitaria la toma de decisiones a los facultativos y contribuiria a disminuir la tasa
de falsos positivos derivada del uso de las actuales herramientas diagndsticas y la tasa
de cesareas (global en torno al 5% y urgentes hasta el 25%) por sospecha de pérdida
de bienestar fetal, aumentando al mismo tiempo la sensibilidad y especificidad en la

deteccion de la hipoxia fetal intraparto.

Asimismo, la identificacion del valor de pH en tiempo real ayuda enormemente al
diagnéstico de acidosis lactica, entre otros, incrementando la fiabilidad del dispositivo

de manera inequivoca.

El objeto de la invencion, por tanto, consiste en un dispositivo microinvasivo para la
monitorizacién remota, continua y en tiempo real del bienestar fetal intraparto, basado
en el empleo de un parche corporal que pueda adherirse a la piel de la cabeza del feto,
dotado de una o varias agujas que permitan la extraccién de fluido corporal intersticial,
que incorpora un biosensor electroquimico amperométrico de lactato y un sensor
potenciométrico de pH, y que cuenta con la electrénica necesaria para la adquisicion,
adecuacion y transmision de la sefial que incorpora los valores de los analitos
registrados por los sensores a un dispositivo inalambrico con capacidad de
procesamiento de datos, donde se almacenaran temporal o permanentemente y desde

el cual el facultativo podra visualizarlos.

El parche incluira una o varias agujas introductoras que permitirian la extraccion del
liquido intersticial. En su colocacion inicial se realizara la perforacién inicial en la capa

de piel, para que los sensores puedan comenzar a funcionar.

El biosensor de lactato que incorpora la invencién consta de un mediador redox (Azul
de Prusia) encima del sustrato de carbono con las siguientes capas cubriéndolo:

enzima lactato oxidasa y nanoparticulas de oro, quitosano, cloruro de polivinilo (PVC)

9
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y Nafion, mientras que el sensor de pH que incorpora la invencién, por su parte, es un

electrodo de carbono electrodepositado con polianilina.

Un segundo aspecto de la invencién lo constituye precisamente la configuracion de las
capas utilizadas en la fabricacion del biosensor de lactato optimizado, que incorpora la
presente invencion. A continuacién, se aporta el razonamiento por el cual dicha

configuracion constituye un segundo aspecto de la invencion.

En primer lugar, es importante recalcar que la medida de la concentracion de lactato
se lleva a cabo de una manera indirecta, monitorizando la especie de perdxido de
hidrégeno generada como subproducto en la reaccion enzimatica del lactato con la
Lactato Oxidasa. La primera capa de Azul de Prusia posibilita la deteccion del perdxido
de hidroégeno a un potencial eléctrico mucho mas bajo que los clasicos sensores

basados en Pt, por lo que reduce de manera considerable la influencia de interferentes.

En segundo lugar, la capa enzimatica proporciona la selectividad necesaria para

detectar exclusivamente el lactato aliin en matrices tan complejas como las fisioldgicas.

Ademas, sobre la capa anterior se afiaden nanoparticulas de oro, obtenidas mediante
sintesis verde, con el fin de mejorar la sensibilidad, aumentando la superficie
especifica del biosensor resultante, asi como favoreciendo el desplazamiento de la

sefal hacia potenciales menos positivos gracias a su efecto electrocatalitico.

Por otro lado, aunque en bibliografia pueden encontrarse biosensores que, a priori,
pueden parecer similares, no hay precedentes de un biosensor que englobe el uso de

éstas capas poliméricas diferentes y en conjunto como se describe en este texto.

Especificamente, la capa de quitosano se emplaza como una capa de cobertura a la
capa de enzima para encapsularla y favorecer la funcionalidad de la misma; ademas,
este biopolimero es altamente compatible lo que proporciona un ambiente éptimo para
que se lleven a cabo las reacciones enzimaticas pertinentes. Por otro lado, las capas
de PVC y Nafion permiten extender de manera significativa el rango lineal de
concentraciéon del sensor, ya sea como membrana de difusion en el primer caso o
como reticula anionica en el segundo. Merece la pena destacar que la ultima posee un

doble rol, su caracter aniénico permite la repulsion de especies interferentes cargadas
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negativamente (e.j. acido ascorbico, acido urico, etc.) y también ralentiza la difusion

del lactato al interior del biosensor evitando una saturacion enzimatica temprana.

Ademas, las membranas de quitosano y Nafion se han depositado mediante el método
conocido en literatura como “spin coating”, no utilizado para el desarrollo de este tipo
de biosensores de lactato hasta la fecha. Este enfoque proporciona membranas mucho
mas compactas y sobre todo menos porosas que las resultantes por deposicion por
gota tradicional. Esto contribuye a la robustez y a una mejora adicional del rango lineal

de concentracion util del dispositivo, tan necesario para las aplicaciones propuestas.

La unidad biosensor de lactato esta provista de cuatro contactos, tres de los cuales
son electrodos: electrodos de trabajo, de referencia, contraelectrodo y contacto
eléctrico. Por otro lado, la unidad sensor de pH esta provista de tres contactos:
electrodos de trabajo, de referencia y contacto eléctrico. Estos electrodos se pueden
fabricar usando un material conductor que esté impreso o grabado, por ejemplo, tal

como el carbono que puede estar impreso o una lamina metalica que puede grabarse.

El dispositivo objeto de la invencién cuenta ademas con la electrénica necesaria para
hacer posible la adquisicién, adecuacién y transmision de los valores de los analitos
registrados por los sensores a un dispositivo receptor inalambrico externo con

capacidad de procesamiento de datos.

Entre los componentes electrénicos que incorpora el dispositivo se encuentran los
pines de conexién, un conversor digital-analégico, un amplificador, un conversor
analogico-digital, un microcontrolador, un transceptor Bluetooth y una fuente de

alimentacion.

Gracias a estos componentes electrénicos es posible establecer el potencial necesario
en cada pin para el correcto funcionamiento de los sensores electroquimicos, asi como
adquirir, adecuar y transmitir las sefales procedentes de los sensores obtenidas a

través de los pines conectados a las microagujas.

Para establecer el potencial necesario en los pines del sensor, se dispone de un
conversor Digital a Analdgico de 12 bits conectados a los pines de referencia que

estaran directamente conectados mediante las pistas del circuito impreso a los pines
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de conexion de las microagujas.

Esta etapa dispone también de sensores de temperatura necesario para la calibracién

de las medidas.

La etapa del acondicionamiento de la sefial consiste en el filtrado y la amplificacién de
las sefales procedentes de los diferentes sensores:

- Para el filtrado se dispone de filtros paso bajo antes de atacar a la etapa de
amplificacién de la sefial.

- Para la amplificacion de la sefal se incorporan amplificadores de transimpedancia
que convierte la sefal en corriente a una sefal en voltaje que se conecta directamente

al conversor analogico digital.

Posteriormente es necesario realizar la conversion de la sefal analdgica a una senal
digital que pueda ser tratada por el microcontrolador. Para ello se incorpora conversor
Analdgico a Digital que disponga de salida en formato SPI (Interfaz de comunicacion

Serie) para su conexion a la entrada del Microcontrolador.

El microcontrolador, ademas de proporcionar las sefiales necesarias para el control de
cada etapa anterior, recibe de la etapa de conversion analégico digital los datos de la

lectura de los sensores.

Para transmision de los datos de las medidas al dispositivo receptor, asi como para la
recepcion de los diferentes comandos de configuracién de los sensores, el dispositivo

incorpora un transceptor Bluetooth de baja energia.

Finalmente, para la alimentacion de todos los componentes el dispositivo incorpora

una fuente de alimentacion.

Esta arquitectura conforma un esquema electrénico, disefiado en un circuito impreso,
donde se ensamblan también los elementos electromecanicos y la propia fuente de

alimentacion.

En lo concerniente a la exposicidn de los datos estos se recogeran y mostraran en un

receptor remoto (teléfono movil, tableta, ordenador portatil, etc.), por medio de una
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aplicacion informatica que habra de estar instalada en el mismo, de manera que el
facultativo médico pueda interpretar facilmente su evolucion, asi como extraer
conclusiones relevantes a través de su historico, si fuera necesario. Esta aplicacion
sera susceptible de futuras mejoras a través de parches informaticos o actualizaciones

de firmware.

Ademas de las ventajas evidentes, derivadas de contar con un dispositivo que, ademas
de ser minimamente invasivo, pueda realizar una adecuada monitorizacion del
bienestar fetal intraparto, aportando de manera continua y en tiempo real, la
informacion suficiente para la toma adecuada de decisiones y el correcto manejo del
parto en gestantes de parto con riesgo de pérdida del bienestar fetal, a continuacioén,
se mencionan otras ventajas relacionadas:

— Disminuciéon de la tasa de falsos positivos derivada del uso de las actuales
herramientas diagnésticas (mayoritariamente basadas en la interpretacién del
registro cardiotocografico).

— Reduccion de la tasa de ceséreas (global en torno al 5% y urgentes hasta el 25%,
segun el INE (2016)) por sospecha de pérdida de bienestar fetal, reduciendo
también los costes asociados a esta practica (a nivel nacional, de
aproximadamente 44M€ anuales) y, ademas, se reducen en un 10% los recursos
materiales y humanos para atencién al parto, aumentando al mismo tiempo la
sensibilidad y especificidad en la deteccion de la hipoxia fetal intraparto.

— Mejora del desempeno de la labor asistencial por parte del personal sanitario,
facilitando el seguimiento de estos parametros de una manera sencilla y eficaz.

— Disminucién del numero de demandas por negligencia del personal sanitario
dedicado a la asistencia de partos.

— Incremento de la practica piel con piel en el momento del nacimiento (no llevada a
cabo con las cesareas), cuyos beneficios ya han sido demostrados durante las

horas posteriores al parto.

En definitiva, el control intensivo mediante la monitorizacion continua del metabolismo
del feto basado en nivel de lactato y el pH, que permite realizar el dispositivo objeto de
la invencién, supondra un cambio paradigmatico en el control del bienestar fetal

intraparto.
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Adicionalmente, el dispositivo objeto de la invencion puede tener aplicacion en

cualquier situacion que precise la monitorizacién continua de los valores de pH y

lactato de un sujeto. A continuacién, se mencionan algunos de estos usos posibles:

En cualquier situacion clinica que precise la monitorizaciéon continua del pH y
lactato.

Como generador de alertas en un receptor inalambrico externo en situaciones
compatibles con acidosis lactica.

Para su uso sobre recién nacidos en UCI neonatales para el diagnéstico de sepsis
neonatales.

Para la realizacion de un seguimiento estrecho de los niveles de pH y lactato en
sujetos adultos con cetoacidosis diabética o sepsis.

Para su uso en el ambito de la medicina del deporte para la monitorizacion en

tiempo real de los niveles de lactato y pH en entrenamientos deportivos.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Figura 1. Procedimiento de fabricacion del biosensor de lactato.

Figura 2. Procedimiento de fabricacion del sensor de pH.

Figura 3. Esquema de la reaccion llevada a cabo durante la determinacion del lactato

por el biosensor desarrollado.

Figura 4. Esquema de la arquitectura del sistema electrénico que conforma el sistema

de medida y que esta compuesta por diferentes bloques. En esta figura se distinguen:

- Pines de conexion (PC).

- Conversor digital-analdgico (DAC),
- Amplificador (A).

- Conversor analdgico-digital (ADC).

- Microcontrolador (uC).
- Antena bluetooh (BLE).

- Fuente de alimentacion (PS).
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REALIZACION PREFERENTE DE LA INVENCION

A continuacion, se recogen ejemplos de realizacion de los elementos que componen

el dispositivo objeto de la invencion:

Ejemplo 1: Fabricacion de biosensor de lactato

a) Materiales y reactivos:

Se utilizaron los siguientes reactivos para la fabricacion del biosensor:

Transductor de C.

Solucion de FeCls y KsFe(CN)s (Merck-Sigma Aldrich)
Lactato oxidasa (Merck-Sigma Aldrich).

Quitosano (Merck-Sigma Aldrich).

Cloruro de polivinilo (Merck-Sigma Aldrich)

Disolucién coloidal de nanoparticulas de oro obtenidas siguiendo el

procedimiento descrito en la patente ES-2364914.

b) Procedimiento de fabricacién del biosensor de lactato:

El procedimiento para la fabricacion del biosensor de lactato es el siguiente:

1. Se parte de un transductor de C (previamente polarizado en una disolucion tampén

de fosfato de concentracién en el intervalo 0,01-0,1 M, a un pH comprendido entre 7 y

7.6 y a un potencial entre 1.6-1.8 V, durante un tiempo de polarizaciéon préximo a 200

s), que actua como electrodo de trabajo. A continuacion, se procede a depositar las

siguientes capas:

a)

c)

Deposicion de dos gotas de un volumen comprendido entre 10-20 microlitros
de FeCls (0,1M) /HCI (0,01M)/KCI (0,1M) y KsFe(CN)s /HCI (0,01M)/KCI (0,1M),
respectivamente. Esta mezcla se deja aproximadamente 20 min como tiempo
de reaccion y posteriormente se retira todo el volumen. A continuacion, se lava
el electrodo con HCI (0,01M) y se introduce en una estufa a una temperatura
comprendida entre 90 y 120°C durante aproximadamente una hora.
Deposicion de una gota de 15-25 microlitros de una disolucidon compuesta de
260 microlitros de Lactato Oxidasa (6-10 U enzimaticas) y nanoparticulas de
oro 1,5 mM aproximadamente. Esta disolucion se deja secar a vacio a una
presion de -200 mbar durante 2-3 horas.

Deposicion de una gota de 20-40 microlitros de quitosano 1% (m/V) en acido
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acético (0,1M) (pH en torno a 4.25-4.75). Esta gota se seca mediante un rotor
giratorio a al menos 1000 rpm.

d) Deposicion de una gota de 4-5 microlitros de cloruro de ponivinilo 1% (m/V) en
tetrahidrofurano (99,5%). Esta gota se seca a temperatura ambiente. Se repite
el proceso de una a tres veces mas para obtener capas poliméricas
adicionales.

e) Deposicion de una gota de 10-13 microlitros de Nafion 1% (m/V) en etanol con
pH neutralizado mediante amoniaco (pH alrededor de 7-8). Esta gota se seca

mediante un rotor giratorio a al menos 1000 rpm.

2. La medicion se realiza aplicando una corriente eléctrica necesaria para generar un
potencial (E) entre 0.00 y +0.06 V, en el cual el Fe** de la superficie del azul de Prusia
se reduce a Fe?* el cual reacciona con el perdxido de hidrégeno producido en la
reaccion enzimatica que convierte al lactato en piruvato. El peréxido de hidrégeno
reoxida el Fe?* a Fe®* lo que resulta en una nueva corriente de electrones que reduce
de nuevo el hierro en la superficie. El esquema de la reaccion que se lleva a cabo, se
muestra en la Figura 3. Por tanto, la corriente producida puede relacionarse con el

peréxido de hidrégeno generado vy, por ende, con el lactato nativo en la muestra.

Ejemplo 2: Fabricacién de sensor de pH

a) Materiales y reactivos:

Se utilizaron los siguientes reactivos para la fabricacion del biosensor:

. Transductor de C.

. Solucion de HCI y Anilina (Merck-Sigma Aldrich)
. Polivinil Butiral (PVB) (Merck-Sigma Aldrich).

. Poliuretano (PU) (Merck-Sigma Aldrich).

b) Procedimiento de fabricacion del sensor de pH:

1. Se parte de un ftransductor de C (previamente acondicionado mediante
voltamperometria ciclica, 10 barridos de -0,3 a 1,1V en una disolucion de 0,5 M HCI).
A continuacién, se procede a depositar la capa de polianilina de la siguiente manera:
-Se realizan 12 barridos en voltamperometria ciclica en un rango de potencial entre -
0,2y 1,0V en una disolucién de 1 M HCIl y 0,1 M Anilina:

Para mejorar la estabilidad de la medida de pH se modifica el electrodo de referencia
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con capas adicionales de polivinil butiral y poliuretano mediante:

a) Deposicion por gota de 2,54l de una disolucién PVB (74,8 mg PVB, 50mg NaCl
en 1mL metanol). Esta capa se deja secar durante 1 hora y media al aire y se
repite el proceso dos veces mas. Al terminar se deja secar de nuevo todas las
capas 12 horas.

b) Deposicién por gota de 2,5uL disolucién PU (30mg PU en 1ml THF). Esta capa

se seca al aire durante 24 horas.

2. La medicién se realiza registrando el potencial entre los electrodos de trabajo
y de referencia a través del tiempo. El fundamento se basa en la modificacion
espontanea de fase de la polianilina segun el pH de la disoluciéon con la que se
encuentra en contacto. Este cambio de fase va asociado con un cambio de potencial

eléctrico que se puede monitorizar.

Ejemplo 3: Fabricaciéon de circuito impreso que incorpora los componentes

electrénicos para la lectura adaptacion y transmisiéon de senales.

a) Materiales:

Se emplearon los siguientes componentes para la fabricacién del circuito impreso:

. Microcontrolador de 32 bits y doble nucleo.

. Alimentacién del sistema basado en uno o varios reguladores LDO de 3.3V.

. Sistema Bluetooth Low Energy (BLE).

. Sistema de adaptacion de entrada de sensores formado por elementos

semiconductores y elementos pasivos.
. Tarjeta PCB de cuatro capas disefiada para ser inmune a los campos

electromagnéticos.

b) Procedimiento de fabricacién de circuito impreso

La principal funcion de este bloque es la adquisicion de las sefiales que provienen de
los sensores a través de los pines conectados a las microagujas. También se encarga
de establecer el potencial necesario en cada pin para el correcto funcionamiento de
los sensores electroquimicos. La primera etapa del acondicionamiento de la sefal
consiste en el filtrado de las senales de los diferentes sensores, para ello se dispone
de filtros paso bajo antes de atacar a la etapa de amplificacion de la sefal. Para ello

se dispone de amplificadores de transimpedancia de manera que la sefal pueda ser
17
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leida por el siguiente bloque. El amplificador de transimpedancia convierte la sefial en
corriente a una senal en voltaje que se conecta directamente a la etapa del conversor

analdgico digital.

Para establecer el potencial necesario en los pines del sensor, se dispone de un
conversor Digital a Analdgico de 12 bits conectados a los pines de referencia que
estaran directamente conectados mediante las pistas del circuito impreso a los pines

de conexion de las microagujas.

Esta etapa dispone también de sensores de temperatura necesario para la calibracion

de las medidas.

Conversor Analégico a Digital: Se dispone de un conversor Analdgico a Digital tipo
Sigma - Delta de 16 bits necesario para que la sefal analdgica pueda ser convertida a
digital y ser tratada por el microcontrolador. Este conversor dispone de salida en
formato SPI (Interfaz de comunicacion Serie) que se conecta a la entrada del

Microcontrolador

Microcontrolador / Transceptor Bluetooth de baja energia: ElI microcontrolador,
ademas de proporcionar las sefiales de control necesarias para el control de cada
etapa anterior, recibe de la etapa de conversion analégico digital los datos de la lectura
de los sensores. Esta etapa dispone también del transceptor Bluetooth de baja energia
para transmision de los datos de las medidas al dispositivo receptor y para la recepcion

de los diferentes comandos de configuracion de los sensores.

Bloque de Alimentacién: El bloque de alimentacion provee de energia a todo el
sistema. Esta compuesto por una pila de 3V tipo CR2032, asi como reguladores LDO
de baja caida de tensién y los filtros y componentes necesarios para su correcta

polarizacién y reduccién de rizado en las diferentes tensiones de alimentacion.

Esta arquitectura conforma un esquema electrénico que esta disefiado en un circuito
impreso donde se ensamblan también los elementos electromecanicos y la propia pila.
Todos los componentes iran en una envolvente IP68, y sera adherido al cuero

cabelludo del neonato mediante un apdsito adhesivo neutro.
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Debe entenderse que esta descripcion no pretende limitarse a las realizaciones
particulares descritas ya que pueden variar. Asimismo, debe entenderse que la
terminologia usada solo tiene la finalidad de describir formas de realizacion

particulares y no pretende ser limitativa.
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REIVINDICACIONES

1. Dispositivo microinvasivo para la monitorizacion remota, continua y en tiempo real del
bienestar fetal intraparto, que basa su funcionamiento en la determinacién continua y en
tiempo real de los niveles intersticiales de lactato y del pH, que comprende un parche
corporal que se adhiere a la piel de la cabeza del feto, dotado de una o varias agujas que
permiten la extraccion del fluido corporal intersticial, que comprende:
— -un biosensor de lactato, que consiste en un mediador redox (Azul de Prusia) sobre
un sustrato de carbono cubierto con las siguientes capas: enzima lactato oxidasa y
nanoparticulas de oro, quitosano, cloruro de polivinilo (PVC) y Nafion,
— un sensor de pH, que consiste en un electrodo de carbono electrodepositado con
polianilina, y
— circuitos y componentes electronicos para realizar la adquisicion, adecuacién y
transmision de las senales de los sensores a un dispositivo inaldmbrico con

capacidad de procesamiento de datos.

2. Dispositivo segun la reivindicaciéon anterior, que consiste en un parche corporal que se
adhiere a la piel de la cabeza del feto, dotado de una o varias agujas que permiten la
extraccién de fluido corporal intersticial, y que comprende un biosensor electroquimico
amperométrico de lactato y un sensor potenciométrico de pH, caracterizado por que ademas
incorpora la electronica necesaria para la adquisicién, adecuacion y transmision de la senal
que incorpora los valores de los analitos registrados por los sensores a un dispositivo
inalambrico con capacidad de procesamiento de datos, donde se almacenan temporal o

permanentemente y desde el cual el facultativo puede visualizarlos.

3. Biosensor electroquimico amperométrico de lactato optimizado para su uso en el
dispositivo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 — 2 que consiste en un mediador
redox (Azul de Prusia) sobre un sustrato de carbono cubierto con las siguientes capas:
enzima lactato oxidasa y nanoparticulas de oro, quitosano, cloruro de polivinilo (PVC) y

Nafion.

4. Procedimiento de fabricacién del biosensor de lactato segun la reivindicacién anterior
caracterizado por que partiendo de un transductor de C (previamente polarizado en una
disoluciéon tampén de fosfato de concentracién en el intervalo 0,01-0,1 M, a un pH
comprendido entre 7 y 7.6 y a un potencial entre 1.6-1.8 V, durante un tiempo de

polarizacion préximo a 200 s), que actua como electrodo de trabajo, se realizan las
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siguientes etapas:

a)

b)

d)

deposicion de dos gotas de un volumen comprendido entre 10-20 microlitros de
FeCl; (0,1M) /HCI (0,01M)/KCI (0,1M) y KsFe(CN)s /HCI (0,01M)/KCI (0,1M),
respectivamente, la mezcla se deja aproximadamente 20 min como tiempo de
reaccion, posteriormente se retira todo el volumen, se lava el electrodo con HCI
(0,01M) y se introduce en una estufa a una temperatura comprendida entre 90 y
120°C durante aproximadamente una hora,

deposicion de una gota de 15-25 microlitros de una disolucién compuesta de 260
microlitros de Lactato Oxidasa (6-10 U enzimaticas) y nanoparticulas de oro 1,5 mM
aproximadamente, la cual se deja secar a vacio a una presion de -200 mbar durante
2-3 horas,

deposicion de una gota de 20-40 microlitros de quitosano 1% (m/V) en acido acético
(0,1M) (pH en torno a 4.25-4.75) la cual se seca mediante un rotor giratorio a al
menos 1000 rpm,

deposicion de una gota de 4-5 microlitros de cloruro de ponivinilo 1% (m/V) en
tetrahidrofurano (99,5%), la cual se seca a temperatura ambiente, repitiéndose el
proceso de una a tres veces mas para obtener capas poliméricas adicionales, y
deposicion de una gota de 10-13 microlitros de Nafion 1% (m/V) en etanol con pH
neutralizado mediante amoniaco (pH alrededor de 7-8), la cual se seca mediante un

rotor giratorio a al menos 1000 rpm.

5. Procedimiento de fabricacién del biosensor de lactato segun la reivindicacion 4,

caracterizado por que partiendo de un transductor de C previamente polarizado en una

disolucion tampén de fosfato 0,1 M en pH 7.4 a un potencial 1.7 V durante 180 s, el cual

actua como electrodo de trabajo, se realizan las siguientes etapas:

a)

b)

deposicion de dos gotas de 12 microlitros de FeCls (0,1M) /HCI (0,01M)/KCI (0,1M) y
KsFe(CN)s /HCI (0,01M)/KCI (0,1M), respectivamente, la mezcla se deja 20 min como
tiempo de reaccion, posteriormente se retira todo el volumen, se lava el electrodo
con 40 microlitros de HCI (0,01M) y se introduce en una estufa a 100°C durante una
hora,

deposicion de una gota de 20 microlitros de una disolucién compuesta de 260
microlitros de Lactato Oxidasa (7,7 U enzimaticas) y nanoparticulas de oro 1,5 mM
aproximadamente, la cual se deja secar a vacio a una presion de -200 mbar durante
2-3 horas,

deposicion de una gota de 30 microlitros de quitosano 1% (m/V) en acido acético

(0,1M) (pH alrededor de 4.5), la cual se seca mediante un rotor giratorio a 1000 rpm,
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d) deposicion de una gota de 4,2 microlitros de cloruro de ponivinilo 1% (m/V) en
tetrahidrofurano (99,5%), la cual se seca a temperatura ambiente. Se repite el
proceso dos veces mas para obtener una capa polimérica adicional, y

e) deposicion de una gota de 11,5 microlitros de Nafion 1% (m/V) en etanol con pH
neutralizado mediante amoniaco (pH alrededor de 7), la cual se seca mediante un
rotor giratorio a 1000 rpm.

22



ES 2959 128 B2

Deposicion Deposicién Deposicion
de PB de mezcla de quitosano

enzimatica r

J

»

=

Deposicion
de PVC

) Deposicion \'
de Nafion

23



ES 2959 128 B2

Acondicionamiento Polimerizacién de PANI

i~

Modificacion del WE

Deposicion PVB Deposicion P
Modificacién del RE ‘ ii I ) » I » .
Fig. 2

24



ES 2959 128 B2

Fig. 3
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