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DESCRIPCION
Composicién de sorbente para el tratamiento preanalitico de muestras
Campo de la invencién

La presente invencién se refiere a una composicién de sorbente que contiene microcapsulas donde un material de
ndcleo sorbente estd encapsulado en una membrana semipermeable que es permeable a péptidos méas pequefios e
impermeable a proteinas méas grandes, y en particular a una composicién de sorbente para el tratamiento in vitro de
plasma o suero previo a analisis clinico.

Antecedentes de la invencion

La hormona paratiroidea (PTH) desempefia un papel esencial en la homeostasis de los contenidos de calcio y fosfato
en la sangre circulante, asi como en la mineralizacién y formacién de los huesos. Los trastornos paratiroideos ocurren
cuando las glandulas paratiroides producen en exceso o en defecto la hormona paratiroidea (PTH) y un trastorno
endocrino comun es el hiperparatiroidismo, con una prevalencia estimada de uno a siete casos por cada 1000 adultos,
y una incidencia y prevalencia aln mayores en mujeres posmenstruales y en pacientes bajo didlisis. Los niveles
elevados de PTH provocan niveles elevados de calcio en la sangre debido a la eliminacion del calcio de los huesos,
una mayor absorcién de calcio en los intestinos y una menor liberacién de calcio en la orina. Esto puede provocar
aterosclerosis y debilitamiento de los huesos (osteoporosis), ademas de nauseas, fatiga y otros sintomas.

Por lo tanto, el nivel de PTH en suero o plasma es un parametro importante en el diagnéstico clinico, a pesar de la
inconsistencia clinica observada y la variabilidad de los niveles de PTH en suero de acuerdo con diversos métodos de
medicién (documentos WO2014/135701, EP2775306, EP2817337, EP2631247, EP1240527). También ha habido
intentos de establecer un procedimiento de referencia mediante un muestreo y almacenamiento preanalitico estandar
con el objetivo de producir una guia de buenas practicas para las mediciones de PTH (Hanon et al, Sampling and
storage conditions influencing the measurement of parathyroid hormone in blood samples: a systematic review, Clin
Chem Lab Med 2013; 51(10):1925-1941). Los factores que afectan la estabilidad de la PTH pueden incluir variaciones
circadianas y estacionales, el metabolismo, degradacién proteolitica y estado de vitamina D, pero los péptidos de PTH
humana también pueden desactivarse in vivo por oxidacion y estrés oxidativo. Quimicamente, la oxidacién de
proteinas es causada in vivo por especies reactivas de oxigeno y nitrégeno (ROS/RNS) como el peréxido de hidrégeno
(H202), moléculas nitrosactivas y nitrativas (NOS), nitrotirosina, isoprostanos, &cido hipocloroso (HOCI), radicales
libres como el radical hidroxilo (OH), productos de oxidacién secundarios formados durante la peroxidacién lipidica (p.
ej., malondialdehido o 4-hidroxinonenal) o azlcares reactivos en reacciones de glicacién o glicoxidacién. Las etiologias
y fisiopatologias tipicas del estrés oxidativo son el tabaquismo, el tratamiento de diélisis, la diabetes (hiperglucemia),
la respuesta inflamatoria, traumatismo, aumento de la muerte celular y la apoptosis, hemoglobina libre, aterogénesis,
cambios microcirculatorios, estrés adrenérgico, etc. En patologias ocultas puede producirse un desequilibrio entre los
mecanismos oxidativos y antioxidativos, demasiado numerosos para ser recitados aqui. En general, los pacientes que
padecen uremia y/o estan sometidos a hemodialisis sufren un grado variable pero mayormente elevado de estrés
oxidativo, de modo que los péptidos de la PTH circulantes pueden oxidarse.

Estudios recientes han demostrado que las decisiones médicas y la medicacién pueden ser erréneas si se ighora el
nivel de oxidacién de PTH. La oxidacién de PTH varia mucho entre los pacientes (Hocher et al. (2012) Measuring
Parathyroid Hormone (PTH) in Patients with Oxidative Stress - Do We Need a Fourth Generation Parathyroid Hormone
Assay?, PLoS ONE 7(7): e40242. doi:10.1371 /journal.pone.0040242). Los métodos hasta ahora para determinar los
niveles de PTH no oxidada en muestras de suero o sangre no pueden realizarse mediante anélisis autométicos o
adolecen de otras desventajas.

Los radioinmunoensayos de dos sitios y los ELISA son las técnicas comunes para medir el nivel de PTH en sangre.
El enmascaramiento selectivo de los péptidos de PTH oxidados requiere, sin embargo, un par especifico de
anticuerpos monoclonales (documentos WO02013/124462, WO2014/135701 y EP1240527). Este método debe
competir con otros métodos de medicién establecidos. El estado de la técnica, por lo tanto, representa un problema.
Existe la necesidad de una preparacién preanalitica automatica de muestras de suero o plasma que comprenda una
eliminacién de PTH oxidada para que dichas muestras tratadas puedan someterse a un analisis de PTH convencional,
digamos para una determinacion de la fraccién efectiva de PTH no oxidada en la muestra.

El documento US 4257884 divulga microcépsulas semipermeables para un material de columna cromatogréfica
sorbente. Las capsulas se preparan disolviendo anticuerpos en una solucién salina fisiol6gica y goteando la solucién
en un tampén acuoso que contiene iones divalentes y un macropolimero policatiénico. El documento WO 2008/045806
A2 divulga microcépsulas con una membrana multicapa que contiene capas alternas de polimeros policationicos y
anioénicos sobre un nucleo interno de alginato. El objetivo es encapsular células de injerto para el tratamiento de
diversas enfermedades. Por lo tanto, las microcapsulas que permiten la exclusién de sustancias de alto peso molecular
en suero o plasma y la inmunorreaccién dentro de la microcapsula para analitos de bajo peso molecular siguen siendo
un objetivo deseable.
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Sumario de la invencién

Aspectos particulares y preferidos de la presente invencion se establecen en las reivindicaciones independientes y
dependientes adjuntas. Las caracteristicas de las reivindicaciones dependientes pueden combinarse con
caracteristicas de las reivindicaciones independientes y con caracteristicas de otras reivindicaciones dependientes
segln corresponda y no simplemente como se establece explicitamente en las reivindicaciones.

De acuerdo con un aspecto de la presente divulgacion, se proporcionan métodos para obtener un material sorbente
para la preparacién preanalitica de muestras de suero o plasma como se indica en la reivindicacién 1, asi como
microcapsulas como se indica en la reivindicaciéon 8. Otro aspecto se refiere al uso de esas microcapsulas en un
método de analisis como se indica en la reivindicacién 12, que proporciona la ventaja de que puede implementarse
facilmente en analizadores automaticos y dispositivos autométicos de preparaciéon de muestras actuales.

Un aspecto de la presente divulgacidn proporciona un método para obtener un material sorbente para el pretratamiento
inmunolégico de un liquido biolégico, en donde el material sorbente estd caracterizado por microcépsulas que se
pueden obtener mediante las etapas de

(i) solubilizar anticuerpos en un tampén fisiolégico que contiene del 0,3 al 2,5 por ciento en peso de 4cido alginico
y afiadir dicha solucién de alginato de anticuerpo a una solucién que contiene iones de una sal bivalente para
obtener nlcleos sorbentes que tienen didmetros de 0,5 a 5,0 milimetros y volimenes en el intervalo de 0,1 a 50
microlitros;

(ii) sumergir dichos nlcleos sorbentes en soluciones liquidas que contienen de manera alterna o bien un polimero
policatiénico o un polimero polianiénico para una deposicién electrostatica capa por capa de una o mas capas con
cargas opuestas para obtener fases liquido-liquido ricas en macroiones que rodean dichos nucleos sorbentes;
(iii) madurar las fases liquido-liquido ricas en macroiones mediante acervaciéon compleja a temperatura ambiente
durante un periodo de tiempo en un entorno acuoso para obtener microcapsulas que consisten en nucleos
sorbentes rodeados por una multicapa endurecida rica en macroiones;

(iv) liofilizar dichas microcapsulas para obtener microcapsulas con una multicapa endurecida rica en macroiones
que es permeable a proteinas de un peso molecular no superior a aproximadamente 100.000 Daltons;

(v) acondicionar dichas microcapsulas semipermeables y, si es necesario, clasificar, para obtener microcapsulas
que puedan agregarse a fluidos biolégicos para el tratamiento inmunolégico y la eliminacién de componentes
peptidicos menores de 100.000 Daltons.

En realizaciones preferidas, dicha una o més capas policatidbnicas comprenden un policatién seleccionado del grupo
polietilenimina ramificada, poliallamina o polivinilamina que tienen pesos moleculares promedio Mn de
aproximadamente 100.000 a 2.000.000 Daltons.

En una realizacién, dichas capas polianiénicas comprenden un polianién seleccionado del grupo pectina (éster metilico
del 4cido poli-D-galacturénico) que tiene un peso molecular Mn de aproximadamente 20.000 a 200.000 Daltons, acido
poliacrilico que tiene un peso molecular Mn de aproximadamente 10.000 a 350.000 Daltons; carboximetilcelulosa que
tiene un peso molecular Mn de aproximadamente 80.000 a 1.000.000 Daltons.

En otras realizaciones, la membrana multicapa puede tener una o mas capas intermedias y/o una capa externa que
comprende un poliglicano seleccionado del grupo que comprende poliaminosacarido, quitosano, acido alginico,
glicosaminoglicano, acido hialurénico.

En realizaciones preferidas, dichos anticuerpos se unen especificamente a péptidos de la hormona paratiroidea (PTH)
humana oxidada que tienen un peso molecular de 9500 Daltons o menos. En la mayoria de las realizaciones
preferidas, dichos anticuerpos se unen especificamente a un epitopo ubicado en la PTH humana oxidada entre los
aminoacidos 3 a 34.

De acuerdo con realizaciones preferidas, dichos nlcleos sorbentes comprenden aproximadamente el 1 por ciento en
peso (p/v) de acido alginico en solucidén salina tamponada con fosfato, pH 7,4 y anticuerpos monoclonales que se
unen especificamente a los péptidos de la hormona paratiroidea (PTH) humana oxidada.

Otro aspecto de la divulgacidn proporciona microcapsulas obtenidas anteriormente para el pretratamiento
inmunolégico de un liquido biolégico, microcapsulas que comprenden: -

un nucleo sorbente compuesto de anticuerpos y del 0,3 al 2,5 % (p/v) de acido alginico en un tampén acuoso de
unién anticuerpos, ndcleo que tiene un volumen de 0,1 a 50 microlitros y un didmetro de 0,5 a 5,0 mm y esté
rodeado por

una multicapa permeable a proteinas no més grandes de 100 kDa hecha de capas dispuestas de manera alterna
de polimeros liquidos con cargas opuestas en un entorno acuoso, en donde los polimeros policatiénicos elegidos
se seleccionan del grupo que comprende polietilenimina lineal o ramificada, poliallamina o polivinilamina que
tienen un peso molecular promedio Mn de aproximadamente 100.000 a 2.000.000 Daltons, y

los polimeros polianiénicos se seleccionan del grupo que comprende pectina (éster metilico del acido poli-D-
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galacturénico) que tiene un peso molecular Mn de aproximadamente 20.000 a 200.000 Daltons, acido poliacrilico
que tiene un peso molecular Mn de aproximadamente 10.000 a 350.000 Daltons, carboximetilcelulosa que tiene
un peso molecular Mn de aproximadamente 80.000 a 1.000.000 Daltons.

De acuerdo con realizaciones preferidas, las capas dobles dispuestas de manera alterna de polimeros policatiénicos
y polianiénicos estan facultativamente separadas por capas intermedias y/o recubiertas por una capa mas externa que
comprende un poliglicano seleccionado del grupo que comprende poliaminosacaridos, quitosano, alginato,
glicosaminoglicano, acido hialurénico.

De acuerdo con realizaciones preferidas, dichas una o mas capas policatidnicas comprenden polietilenimina altamente
ramificada y tienen un peso molecular promedio Mn de aproximadamente 500.000 a 2.000.000 Daltons.

De acuerdo con realizaciones particulares preferidas, los nucleos sorbentes contienen anticuerpos que se unen
especificamente a los péptidos de la hormona paratiroidea (PTH) humana oxidada.

Otro aspecto de la divulgacion se refiere al uso de un material sorbente o microcépsulas como se describe y reivindica
para el tratamiento preanalitico de plasma o suero en un sistema de prueba automatizado para la eliminaciéon de
componentes que interfieren con una medicién cuantitativa de un analito. En una realizacion preferida, el analito es
hormona paratiroidea (PTH) humana no oxidada.

La presente divulgacién proporciona métodos y materiales sorbentes desarrollados para una preparacién y tratamiento
preanaliticos de muestras de suero o plasma que deben evaluarse por su contenido de PTH no oxidadas, ya que las
preparaciones basadas en cromatografia en columna no pueden integrarse facilmente en procedimientos
automatizados estandar para un inmunoensayo de dos sitios. Las perlas recubiertas de anticuerpos no son una opcién
para una preparacién preanalitica automatizada de muestras de plasma o suero, ya que requieren etapas de lavado
para superar una union inespecifica de proteinas. Si bien la captura de analitos basada en perlas magnéticas se ha
convertido en un método omnipresente en la quimica clinica, permitiendo una captura altamente especifica del analito
objetivo mediante una simple manipulacién magnética, tampoco sirven para eliminar componentes perturbadores. En
Ultima instancia, el material sorbente ideal es aquel que no solo facilita la eliminacién de componentes, sino que
también demuestra ser selectivo y compatible con una amplia gama de aplicaciones posteriores y criterios de
valoracién analiticos. La presente divulgacién proporciona un material sorbente distinto y microcapsulas, asi como un
método para obtener las mismas, cuyas ventajas especificas facilitan los objetivos analiticos. Las microcapsulas se
pueden integrar facilmente en aplicaciones analiticas que no estan disponibles para perlas recubiertas de anticuerpos.
Se descubrié que las microcapsulas liofilizadas que consisten en una matriz de alginato seca, las sales secas de un
tampdn de unién a anticuerpos y un anticuerpo si estan rodeadas por capas dobles de polimeros ricos en macroiones,
proporcionan condiciones para una reaccién anticuerpo-antigeno especifica que no requiere pasos de lavado
adicionales por ser altamente especifica y selectiva. Sin desear quedar ligado a ninguna teoria, creemos que la
especificidad y selectividad de la reaccidén anticuerpo-antigeno proviene del grado reducido de movilidad y motilidad
de las proteinas dentro de la matriz de alginato, asi como de la exclusién total o parcial de otros componentes de alto
peso molecular presentes en el suero o plasma. La proporcién de proteinas de alto peso molecular comprende las
globulinas, fibrinégeno, lipoproteinas, transferrina, plasminégeno, macroglobulina, haptoglobina, trombina, albdmina.
Si bien se sabia que realizaba reacciones enzimaticas en la superficie y dentro de las microcapsulas, la presente
divulgacién divulga una reaccién inmunolégica especifica y selectiva dentro de nucleos de alginato junto con una
prepurificacién parcial de la muestra mediante una filtracién selectiva a través de una doble membrana semipermeable
que elimina la necesidad de pasos de lavado para una reaccién inmunitaria especifica. Por tanto, la reaccién
inmunitaria purificante puede integrarse facilmente en un procedimiento automatizado.

La divulgacion permite ademas una facil adaptacién del método en sistemas automatizados, ya que existen multiples
métodos disponibles para una separacion automatizada de particulas grandes de un liquido bioldgico, p. ej. por
filtracidén a través de un tamiz. Como el nimero de microcapsulas afiadidas se puede contar facilmente, quitando una
etapa de pipeteado, las cantidades afiadidas de anticuerpos se pueden controlar "mas estrictamente", lo que reduce
las variaciones intraensayo.

Las caracteristicas anteriores y otras caracteristicas, rasgos y ventajas proporcionados por la presente divulgacion
resultaran evidentes a partir de la descripcién detallada y los dibujos adjuntos, que ilustran, a modo de ejemplo, los
principios de la invencion. La presente descripcién se proporciona solamente como ejemplo.

Breve descripcién de los dibujos

En los dibujos: -

Figura 1A, B una representacién esquematica del dispositivo y la boquilla para preparar gotas de alginato de tamafio

homogéneo;

Figura 2 es una representacién esquemética de las etapas del proceso para una deposicién capa por capa de
una multicapa semipermeable mediante coacervacion de fases ricas en macroiones con cargas
opuestas;
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Figura 3 es un diagrama que muestra las concentraciones de PTH no oxidada en una muestra de un individuo
sano (NOX) después de diversos tratamientos previos para eliminar los péptidos de PTH oxidada;

Figura 4 es un diagrama que muestra las concentraciones de PTH no oxidada en una muestra de un paciente
sujeto a estrés oxidativo (OX) después de diversos tratamientos previos para eliminar los péptidos de
PTH oxidada;

Figura s Es un diagrama que muestra la concentracién de PTH no oxidada en PTH sintética disponible

comercialmente (Bachem) después de diferentes tratamientos previos.
Descripcion detallada de la invencién

La presente divulgacién proporciona un método para un tratamiento preanalitico de muestras de suero o plasma,
porque la presencia de péptidos de la PTH oxidada (oxPTH) en plasma y suero interfiere con la evaluacion del nivel
eficaz de la PTH biolégicamente activa. Sin embargo, la divulgacidén no se limita a esta aplicacién especifica, digamos
un agotamiento de las muestras de suero a partir de péptidos de la PTH oxidada. Aunque no se puede atribuir actividad
a los péptidos de la PTH oxidada, investigaciones recientes sugieren que es necesario diferenciar entre los niveles de
la PTH oxidada y no oxidada en suero. En la actualidad, las mediciones clinicas de los péptidos de la PTH "bioactiva"
en suero o plasma conducen a una medicacién equivocada, independientemente del tipo o "generaciéon" de medicién
de PTH utilizada. Por lo tanto, es necesario eliminar de la determinacién los péptidos de PTH inactiva que se han
oxidado parcialmente /n vivo. En la actualidad, a muchos pacientes se les diagnostica errbneamente
hiperparatiroidismo secundario y se les medica en consecuencia (para reducir ain més el nivel de la PTH circulante),
mientras que ya padecen niveles (demasiado) bajos de PTH fisiolégicamente activa.

Esto puede contribuir a la mortalidad anual de alrededor del 10 al 20 % en pacientes con enfermedad renal crénica en
estadio 5 (Melamed ML. et al, Third-generation parathyroid hormone assays and all-cause mortality in incident dialysis
patients: the CHOICE study, Nephrol Dial Transplant, 2008; 23(5): 1650-8). Se ha especulado que la PTH oxidada
posiblemente sea una toxina urémica con efectos sistémicos que conducen a trastornos 6seos (osteodistrofia renal),
miopatia, anomalias neurolégicas, anemia, prurito y miocardiopatia. El hiperparatiroidismo se diagnostica muy a
menudo en pacientes con ERC y no cabe duda de que niveles demasiado bajos o demasiado altos de PTH en
pacientes en hemodialisis estdn asociados con enfermedades cardiovasculares, morbilidad y aumento de la mortalidad
por todas las causas (Floege J. et al, ARC investigators. Serum iPTH, calcium and phosphate, and the risk of mortality
in a European haemodialysis population. Nephrol Dial Transplant. 2011; 26:1948-1955; Torres PA et al, Calcium-
sensing receptor, calcimimetics, and cardiovascular calcifications in chronic kidney disease. Kidney Int. 2012; 82:19-
25: Souberbielle JC et al. en Parathyroid hormone measurement in CKD. Kidney Int. 2010:77:93-100).

Las directrices de Kidney Disease Outcomes Quality Initiative (KDOQI) recomiendan medir las concentraciones de
PTH en pacientes con enfermedad renal crénica (ERC) y ajustar la medicacién de los pacientes (p. ej., vitamina D,
ligantes de fosfato, calcimiméticos) de manera que los niveles plasméticos de PTH se mantengan dentro de un
intervalo objetivo de acuerdo con el estadio de la ERC (p. ej., de 150 a 300 ng/l en pacientes con ERC en estadio 5).
Sin embargo, las mediciones de PTH son indtiles, si se mide un nivel combinado de PTH oxidada y no oxidada y no
el nivel de PTH no oxidada circulante (n-oxPTH). Si un paciente padece enfermedad renal crénica (ERC), el equilibrio
redox a menudo puede inclinarse a favor de una produccién excesiva de especies reactivas de oxigeno y de radicales
libres (estrés oxidativo). La oxidacién de moléculas entonces cobra relevancia, en particular, cuando el paciente esta
en didlisis. La muestra de suero o plasma de ese paciente puede contener una cantidad sustancial de PTH oxidada y
biol6gicamente falsa que se medird como "PTH activa".

En la practica, se necesita un procedimiento automatizado en vista del elevado nimero de muestras y sondas.
Actualmente no estd disponible la eliminacién automatizada de PTH inactiva de la muestra. En una realizacion
preferida, las muestras de plasma o suero se tratan preanaliticamente poniéndolas en contacto con microcapsulas de
sorbente que comprenden anticuerpos contra la oxPTH y posteriormente se eliminan con dichas microcépsulas de
modo que la muestra se agota de PTH inactiva. La presente divulgacién no se refiere a la medicién del nivel de PTH
en plasma o suero en si, sino a una preparacién de muestra preanalitica. La preparacién de muestra preanalitica
también permite indirectamente determinar el contenido de PTH oxidada en dicha muestra, si se afiade una etapa de
licuar dichas microesferas. La PTH oxidada liberada puede determinarse entonces mediante métodos convencionales.
Se puede obtener una relicuacién del alginato de calcio mediante la eliminacién de los cationes multivalentes, p. ej.
mediante una adicién de EDTA o EGTA o citrato. Sin embargo, el método principal es la preparacién de muestras de
suero o plasma sin PTH oxidada. La muestra libre de péptidos de PTH oxidada se puede entonces someter a un
ensayo de PTH convencional que puede ser un inmunoensayo de electroquimioluminiscencia o un ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas, RIA y/o un ensayo que utiliza espectrometria de masas en tdndem como se
describe en la técnica anterior.

El presente método para la preparacién de muestra preanalitica comprende poner en contacto plasma o suero con
una o mas microcapsulas que consisten en una microesfera hidrocoloide gelificada rodeada por multicapas o
recubrimientos semipermeables. Las microesferas de alginato gelificado contienen ademas receptores (anticuerpos)
dispersos o disueltos, que en una realizacién preferida son especificos para PTH oxidada. Las multicapas o
membranas semipermeables no contienen receptores (anticuerpos), ni incrustados ni en el exterior, de modo que la
reaccién inmunitaria es especifica para las moléculas que han atravesado la membrana y han penetrado en la
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microesfera de nucleo, digamos moléculas y proteinas que tienen menos de 100 kDa. Por lo tanto, una porcidén
sustancial de las proteinas del plasma y del suero puede excluirse de la reaccién inmunitaria, lo que elimina la
necesidad de etapas de lavado para hacer que la reaccién inmunitaria sea especifica. Las esferas o perlas recubiertas
de anticuerpos convencionales, como las que se utilizan en las inmunocolumnas, requieren etapas de lavado. Esto
también se aplica a las perlas magnéticas. Ademas, las perlas o esferas recubiertas de anticuerpos no pueden
integrarse facilmente en maquinas convencionales para inmunoensayo.

La presente divulgacién también contempla la licuacién de dichos nucleos de alginato dentro de membranas
endurecidas semipermeables de modo que dichos receptores estén finalmente en solucién para una unidén acelerada.
Una realizacién de este tipo puede proporcionar una unién anticuerpo-antigeno optimizada en un procedimiento
automatizado. Los receptores pueden ser anticuerpos recombinantes o anticuerpos de cadena sencilla acoplados a
una proteina portadora de gran tamafio.

Dicho recubrimiento multicapa o membrana semipermeable puede ajustarse para permitir un trdnsito de moléculas
que tengan pesos moleculares inferiores a 50 kDa, preferentemente menos de 30 kDa. El limite superior para el paso
de proteinas a través de la membrana se puede ajustar seglin sea necesario con un limite superior de 100 kDa para
que las inmunoglobulinas no puedan atravesar la doble membrana. Una permeabilidad del 50 % a 50 kDa normalmente
da como resultado una impermeabilidad total para proteinas mas grandes de 100 kDa. Una permeabilidad del 50 % a
50 kDa normalmente reduce la unién inespecifica dentro del compartimento del anticuerpo en mas del 95 % (p/p) con
respecto a la proteina total en plasma o suero. Dicho de otro modo, las proteinas predominantes en suero y plasma
como albumina, fibrindégenos, globulinas grandes, haptoglobina, ceruloplasmina, macroglobulina quedan excluidas de
la reaccién inmunitaria.

Por lo tanto, un aspecto de la invencién son las microcapsulas que comprenden una microesfera gelificada de un
hidrocoloide o alginato, microesfera que esta recubierta por una membrana semipermeable o capas de polimeros con
cargas opuestas. Dicha membrana o recubrimiento de doble capa puede disefiarse para permitir el paso de proteinas
que tienen pesos moleculares inferiores a 50 kDa, preferentemente de 30 kDa a 1 kDa. En una realizacién, el
recubrimiento puede permitir el paso de moléculas que tienen pesos moleculares de 40 kDa a 1 kDa, preferentemente
de 30 kDa a 2kDa, lo mas preferentemente de 20 kDa a 5 KDa. En otra realizacién, el recubrimiento puede
comprender una capa policatiénica en contacto con dicha microesfera de nlcleo; una o méas capas de soporte con
cargas opuestas; y una capa externa polianiénica. En una realizacién més, la capa mas interna puede comprender
policationes seleccionados de poliaminoacidos basicos, poli-lisina, poli-L-lisina, polietilenimina, quitosano, quitina
desacetilada y combinaciones de los mismos. Las realizaciones preferidas son microcapsulas que tienen una primera
capa policatibénica alrededor de dicha microesfera de Acm-alginato gelificada, seguida de una o mas capas dispuestas
de manera alterna de macroiones con cargas opuestas; y una capa polianiénica externa para un potencial superficial
negativo de modo que las microcépsulas no se adhieran entre si.

Dicha microesfera hidrocoloide puede comprender alginato, alginato de sodio, polisacéridos, goma de polisacérido,
carboximetilcelulosa, xantano, guar y combinaciones de los mismos. En una realizacién preferida, dicha microesfera
de ndcleo o compartimento de nicleo puede contener sales tampén, preferentemente un tampén de unién isoténico,
asi como moléculas receptoras o anticuerpos dispersos o disueltos, p. ej. uniendo especificamente moléculas de PTH
oxidada, asi como sales multivalentes. El tampén isotdnico puede ser necesario para evitar efectos osméticos no
deseados cuando las esferas recubiertas de membrana (microcapsulas) se afiaden a muestras de plasma o suero
isoténico. Como se ha mencionado, dichas moléculas receptoras pueden ser anticuerpos que reconocen un epitopo
de PTH oxidada. Se contempla utilizar anticuerpos convencionales o de tamafio completo, o cuando se utilizan
receptores de anticuerpos no convencionales, tener éstos acoplados o acoplados a un portador de manera que queden
atrapados en el compartimiento de nucleo. Los fragmentos de anticuerpos no convencionales se pueden obtener
quimicamente (fragmentos Fab, Fab', (Fab')2 y Fv) o mediante ingenieria genética o como fragmentos variables de
cadena Unica (scFv, diacuerpo, triacuerpo, tetracuerpo, Bis-scFv, minicuerpo, Fab2, Fab3).

Otro aspecto proporciona un método para preparar microcapsulas que comprende las etapas:- a) preparar una
solucién de alginato en tampédn con moléculas receptoras, preferentemente anticuerpos monoclonales especificos
para PTH oxidada; b) producir gotas de tamafio homogéneo de dicha mezcla de soluciéon de alginato de sodio y
moléculas receptoras; ¢) poner en contacto dichas gotas con una solucién de cationes multivalentes, por ejemplo, Ca*
o Ba®* divalentes para obtener gelificacién de dichas gotas de alginato; y d) recubrir dichas gotas de alginato gelificadas
de manera alterna con capas de macroiones con cargas opuestas, p. j. polietilenimina y poliacrilato. Las membranas
capa por capa pueden consistir en una secuencia de fases alternas ricas en macroiones catiénicas y anidnicas,
habiéndose aplicado las fases alternas mediante adsorcion electrostatica capa por capa. La permeabilidad de estas
dobles capas depende de los macroiones utilizados, la coacervacién y la liofilizacién final preferida mediante la cual
los poros pueden reintroducirse en dicha doble membrana. La estructura multibipolar de las membranas de doble capa
ricas en macroiones favorece la exclusiéon de moléculas proteicas mas grandes. Se investigaron diversos efectos sobre
la tasa de permeacién y la selectividad, pero numerosos factores influyen en el tamafio de poro y la permeabilidad. La
adicién de macroiones hinchables durante la deposiciéon de la membrana generalmente conduce a un aumento de la
permeabilidad y del tamafio de poro, mientras que el uso de cationes ramificados con una alta densidad de carga tuvo
el efecto contrario. El uso de macroiones con alta densidad de carga generalmente mejora la separacidén. Se obtuvieron
muy buenos resultados con membranas dobles que comprenden polialilamina (PAH) o polietilenimina como macroidén
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catiénico.

En una realizacién preferida del método, se inyecta una solucién de alginato y receptor en tampén de unién en una
boquilla a través de un pequefio orificio, estando el orificio rodeado por un flujo concéntrico de aire o gas,
preferentemente nitrégeno o argdn, para que gotas homogéneas se abstraigan del orificio, se arranquen y soplen en
un bafio con un ion multivalente. El tamafio de la gota puede volverse muy homogéneo mediante la cantidad y la
intensidad (velocidad) del flujo de gas concéntrico. Para un tamafio de gota homogéneo es suficiente controlar la
corriente de gas inyectada y el flujo de la mezcla de alginato a través del orificio, lo cual es facil de hacer. Dicho de
otro modo, el volumen de las microesferas de nlcleo se puede controlar con mayor precisién que cualquier etapa de
pipeteo, que sufre efectos superficiales y, por tanto, las cantidades afiadidas a la muestra se pueden controlar
simplemente contando el nimero de microcapsulas afiadidas. Los principios del dispositivo para preparar gotas
homogéneas se muestran en las figuras 1A y B.

A continuacién, las microesferas con los anticuerpos se lavan, se dotan de una primera capa catibénica y después de
manera alterna de capas de macroiones con cargas opuestas, preferentemente polimeros ramificados macroiénicos
con alta densidad de carga superficial. La capa externa mas exterior sera un polimero aniénico que tendré un potencial
superficial negativo. Las microesferas recubiertas se liofilizan preferentemente para ajustar y madurar la doble
membrana asi como para un tamafio de poro y una permeabilidad determinados.

La presente divulgaciéon proporciona ademés una eliminacién ventajosa de los componentes que interfieren de una
muestra. A diferencia de los métodos que utilizan anticuerpos inmovilizados covalentemente, el hidrocoloide acuoso
contiene dichos receptores o anticuerpos en algun tipo de estado accesible o en dispersién y la reaccién inmunitaria
puede tener lugar en condiciones definidas. Por lo tanto, la microcapsula ofrece una unién inespecifica reducida en
comparacion con otros materiales de soporte tales como perlas de sefarosa. Con la microcapsula divulgada sélo las
moléculas de una fraccién de tamafio definido pueden penetrar en la microcapsula e interactuar con los anticuerpos.
Por lo tanto, la unién inespecifica se reduce considerablemente. La produccién de microcapsulas de alginato que
contienen anticuerpos es econémica y puede realizarse en condiciones suaves no desnaturalizantes con poca pérdida
de material.

Habitualmente, la microencapsulacién se refiere a un proceso para encerrar particulas de sélidos o gotas en una
cubierta. Cominmente, las microcapsulas se utilizan para la liberacién de sustancias de interés o para el aislamiento
de compuestos en un entorno determinado. El documento US 4.352.883 divulga una encapsulacién de células que
estan en suspensién en un medio acuoso. Sus gotas se gelifican poniéndolas en contacto con una solucién de cationes
multivalentes. Luego se forma una capa superficial insoluble en agua mediante reticulacién para producir una
membrana alrededor del nucleo. También se describe una licuacion mediante eliminacién de dichos cationes
multivalentes. Sin embargo, las microcépsulas convencionales estan disefiadas para una encapsulacién de células
vivas, implante in vivo y/o liberacién de moléculas clinicamente relevantes.

La microencapsulacion de anticuerpos en una membrana de nailon semipermeable para un radicinmunoensayo de
digoxina en suero ha sido descrita por Halpern y Bordens "Microencapsulated antibodies in radioimmunoassay--I.
Determination of digoxin", Clin. Chem. 25/6, 860-862 (1979). La inmovilizacién de enzimas en microcapsulas de
alginato-quitosano se divulga en Taqieddin y Amiji "Enzyme immobilization in novel alginate-chitosan core-shell
microcapsules”, Biomaterials. mayo de 2004;25(10):1937-45. Por otra parte, Chen et al., "Microfluidic one-step
synthesis of alginate microspheres immobilized with antibodies" J R Soc Interface 2013 Aug 21;10(88):20130566
describen microperlas de alginato recubiertas con anticuerpos contra proteinas bacterianas. Ninguno de estos
enfoques convencionales es adecuado para un tratamiento preanalitico de muestras de suero o plasma y ninguno de
los documentos de la técnica anterior sugiere la combinacién de un tamiz molecular con una reaccién inmunitaria
especifica.

Hay mas informes que sugieren que el alginato puede estar asociado con una inhibicién de la peroxidacién lipidica y
estimulacién in vivo de los mecanismos de actividad antioxidante (Khotimchenko et al, "Healing and Preventive Effects
of Calcium Alginate on Carbon Tetrachloride Induced Liver Injury in Rats" Mar. Drugs 2004, 2, 108-122). Sin embargo,
no se ha informado sobre la actividad antioxidante del alginato en muestras de suero o plasma ni se ha observado
ninguna actividad antioxidante en relacién con los péptidos de PTH oxidada in vitro. Sin desear quedar ligado a ninguna
teoria, el polimero de alginato en las microcépsulas puede inhibir los mecanismos oxidativos después de la recogida
de la muestra. Mecanismos oxidativos en curso in vitro reducirian falsamente la cantidad de PTH bioldgicamente activa
en la muestra. El resultado seria una distorsién de la correlacién entre el contenido de oxPTH en la muestra y la
concentracién real de oxPTH en el paciente. Por lo tanto, el alginato puede tener efectos particularmente beneficiosos
cuando se trata de medir la PTH no oxidada en una muestra clinica. Esto puede ser necesario porque los metales de
transicion como Fe, que es abundante en la muestra de plasma o suero, puede catalizar la oxidacidén de lipidos y
proteinas. La actividad antioxidante del alginato puede atribuirse a sus capacidades de quelaciéon de metales, de
eliminacién de radicales libres y de reduccién de iones férricos. Por lo tanto, el uso de alginato en el tratamiento
preanalitico de muestras de plasma o suero puede ser ventajoso para prevenir la oxidacién in vitro de PTH. Por lo
tanto, se contempla tener microcépsulas de Acm-alginato liofilizadas ya presentes en el tubo de extraccién de sangre.
El uso de microcapsulas de Acm-alginato combinaria el pretratamiento de la muestra con la prevenciéon de una
oxidacidn in vitro de péptidos de PTH, aumentando asi la confiabilidad y precisién de las mediciones de PTH.
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De acuerdo con la invencion, el tamiz molecular se obtiene adsorbiendo macroiones de manera alterna policatiénicos
y polianiénicos sobre una esfera hidrocoloide, p. ej. una esfera de alginato gelificada. Operativamente, este método
implica exposiciones consecutivas de esferas iniciales a policationes y polianiones liquidos, con etapas de enjuague
intermedias para eliminar el polimero no adsorbido después de cada deposicién; véase la Figura 2. Los polianiones
tipicos empleados para la deposicion de estas capas incluyen formas ionizadas del 4cido poliacrilico (PAA), poli(acido
estireno sulfénico) (PSS) y poli(acido vinil sulfénico), mientras que como policatién una polietilenimina ramificada de
alto peso molecular dio buenos resultados. La adsorcién capa por capa tiene una serie de ventajas. En primer lugar,
esta técnica ofrece control sobre el espesor a escala nanométrica porque una sola etapa de adsorcién puede depositar
tan solo unos pocos angstroms (A) de polimero. En segundo lugar, la adsorcién conformal se produce en sustratos
con una amplia gama de geometrias. Finalmente, la gama de materiales i6nicos adecuados para la adsorcién y la
capacidad de depositar especies en un orden definido permite una amplia variedad de ajustes funcionales. Sin
embargo, las etapas deben cerrarse de forma controlada ya que las fases poliidnicas pueden entrelazarse en varias
capas. Las reacciones posteriores a la deposicién, como la reticulacién y la coacervacion, asi como la liofilizacién,
pueden proporcionar modos adicionales de modificar las propiedades del tamiz de las multicapas circundantes.

La caracteristica clave en la deposicién de multicapas macroiénicas es la sobrecompensacién de carga. La capa
catiénica inicial adsorbida sobre el hidrocoloide mediante interacciones electrostaticas y de Van-der Waals crea una
superficie cargada. La adsorcién de capas posteriores sobrecompensa la carga en la superficie para invertir la carga
del sustrato y permitir la adsorcién de la siguiente capa. Dependiendo del macroién, puede ser necesario incluir una
etapa de emulsionante o una etapa de lavado para ajustar la carga superficial. En muchos casos, el espesor de las
peliculas macroidnicas multicapa aumenta linealmente con el nimero de capas adsorbidas. Esto sugiere que el grado
de sobrecompensacién de carga no varia mucho con el nimero de capas adsorbidas, por lo que la cantidad de fase
macroiénica depositada en cada etapa es aproximadamente constante. Sin embargo, para algunos sistemas, el
espesor de pelicula aumenta exponencialmente con el nimero de capas. Este puede ser el caso cuando uno de los
macroiones se difunde "hacia" las otras capas durante la deposicién. Tras la adicién del polielectrolito con carga
opuesta, los macroiones previamente adsorbidos pueden difundirse entonces "hacia fuera" para formar un complejo
polianién-policatién muy espeso en la superficie. En consecuencia, es esencial controlar con precisién la deposicidon
capa por capa para obtener las propiedades de tamiz molecular deseadas después del endurecimiento y la liofilizacién.

Ademas del policatién y polianién seleccionados para la deposicién, parametros tales como concentracion, pH, tiempo
de adsorcién y temperatura influyen en la cantidad de macroién depositado. En ausencia de sal afiadida, los
macroiones estan muy extendidos para maximizar la distancia entre las unidades de repeticién cargadas del polimero.
En estas condiciones, las capas adsorbidas son delgadas y sobrecompensan la carga superficial sélo ligeramente.
Puede ser favorable depositar los macroiones con alta densidad de carga a partir de soluciones que contengan hasta
2 M de sal, ya que esto aumenta el espesor de las capas.

Se encuentra disponible una amplia gama de variaciones estructurales para deposiciones capa por capa. Las peliculas
de quitosano/acido hialurénico pueden, por ejemplo, hincharse y se sabe que son permeables a moléculas grandes,
mientras que los recubrimientos de polialilamina/acido poliacrilico pueden ser impermeables incluso a la glucosa. En
general, las peliculas capa por capa preparadas a partir de macroiones con una alta densidad de carga tienen un alto
grado de reticulacién idnica que es necesaria para una menor permeabilidad y una alta selectividad molecular. Esto
ultimo sélo funciona cuando las microcapsulas no se han endurecido por liofilizacién. La deposicién descrita es
conveniente y versatil, y la aplicacién y sintesis pueden automatizarse facilmente ya que las microesferas tratadas
pueden recuperarse mediante filtracién.

El método de la divulgacién proporciona microcapsulas que comprenden una esfera de alginato gelificada rodeada
por un tipo de membrana capa por capa con poros de tamafio uniforme definido. La membrana capa por capa se
puede endurecer aln mas de modo que se pueda permitir que el nlcleo de alginato de las microcapsulas se licue
nuevamente, p. ej. cuando se encuentra en una muestra de suero o plasma tratada con EDTA. Dicho de otro modo,
los receptores o anticuerpos estarén entonces libres en solucién dentro del compartimento de nucleo, pero sélo las
moléculas por debajo de un tamafio y peso molecular (PM) definidos pueden atravesar la membrana semipermeable
endurecida alrededor del compartimento de ntcleo.

La presente divulgacion se refiere a una microcapsula que tiene una esfera de nucleo que comprende un hidrocoloide
gelificado polianiénico. Los polianiones adecuados pueden seleccionarse de alginato, alginato de sodio, polisacéridos,
goma de polisacarido, carboximetilcelulosa, xantano, guar y combinaciones de los mismos. La esfera central puede
comprender moléculas receptoras, en particular anticuerpos especificos para unirse a la hormona paratiroidea oxidada
(oxPTH). Sin desear quedar ligado a ninguna teoria, ajustar el pH del nucleo de alginato cerca del punto isoeléctrico
de la inmunoglobulina o receptor, esto puede conducir a una adsorcién reducida sobre el polimero polianiénico.
Adicionalmente, aumentar la fuerza i6nica de la solucién, por ejemplo a 100-150 mM, puede reducir aun mas la
adsorcidn. Por lo tanto, las condiciones pueden estar dirigidas a mantener una mayor poblacién de inmunoglobulinas
en solucién, facilitando asi la interaccién inmunolégica entre los anticuerpos y el antigeno diana, p. ej. péptidos de
PTH oxidada.

El punto isoeléctrico de la PTH esta entre 7,3 y 8. Por lo tanto, la PTH puede tener una carga neutra o ligeramente
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positiva a pH 7. Sin desear quedar ligado a ninguna teoria, las moléculas de oxPTH parecen penetrar en la esfera de
nlcleo donde ocurren interacciones electrostaticas con grupos anidnicos. Por lo tanto, los péptidos de oxPTH pueden
tender a concentrarse en el nucleo de alginato, facilitando asi la interaccién con los anticuerpos. Sin embargo, no
existe competencia de unién ya que la reaccién del anticuerpo probablemente sea mas fuerte que cualquier interaccién
electrostética.

Los siguientes ejemplos se proporcionan para ilustrar mejor las realizaciones de la presente divulgacién, pero no
pretenden ser limitativos. Si bien son tipicos de los que podrian usarse, alternativamente pueden usarse otros
procedimientos, metodologias o técnicas conocidas por los expertos en la materia.

Ejemplos
EJEMPLO 1 Tratamiento preanalitico de muestras que contienen oxPTH (prueba de principios)

Se sometid a prueba un tratamiento preanalitico en (i) un tampén de muestra enriquecido con PTH(1-84) humana
sintética que se sabe que contiene moléculas de PTH oxidada, (ii) plasma de un paciente urémico que se sospecha
que sufre estrés oxidativo (OX), y (iii) plasma de un sujeto sano que probablemente no sufre estrés oxidativo (NOX),
y (iv) tampén de muestra puro (Tris-caseina, pH 7) como control. Con fines comparativos, las muestras se pusieron
en contacto con perlas de sefarosa con anticuerpos inmovilizados contra péptidos oxPTH (Acm-sefarosa). En el
experimento comparativo se utilizé el mismo anticuerpo monoclonal de rata (ID3B). El anticuerpo era un anticuerpo
monoclonal de rata patentado (Immundiagnostik AG, Bensheim: A1112) contra péptidos oxidados de hPTH (oxPTH).

Las concentraciones de PTH (pg de PTH/mI de muestra) se midieron antes (+) y después del pretratamiento (-)
utilizando un inmunoensayo de electroquimioluminiscencia estandar (inmunoensayo de PTH Elecsys™2010 de Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemania). El ensayo Elecsys™ emplea un principio de prueba tipo sandwich en el que
un anticuerpo monoclonal biotinilado reacciona con el fragmento N-terminal (1-37) y un anticuerpo monoclonal
marcado con un complejo de rutenio reacciona con el fragmento C terminal (38-84). El valor de PTH determinado
después del pretratamiento, medido mediante dicho inmunoensayo de electroquimioluminiscencia estandar, se refiere
en el presente documento a n-oxPTH.

Se afiadieron 5, 10 o 50 microcapsulas (2 ul de volumen) con anticuerpo anti-oxPTH a cada muestra (x 5, x 10, x 50
microcapsulas). Las microcéapsulas se prepararon como se describe en el ejemplo siguiente. Como control, a cada
muestra se le afiadieron 50 microcapsulas Unicamente con alginato. El tamafio de corte de la membrana
semipermeable o tamiz molecular alrededor de dichas microcapsulas no se determind, pero probablemente sea
alrededor de 100 kDa, ya que los anticuerpos confinados en el nicleo de alginato no pudieron pasar, digase dejar las
microcapsulas.

En sintesis, 500 pl de muestra i) 1,5 pg de hPTH(1-84) sintética de Bachem AG, Suiza (sal de trifluoroacetato de
pTH(1-84), n.° de catalogo 1065881) en tampédn Tris/NaCl 10 mM, pH 7,4, ii) plasma de un individuo sano vy iii) plasma
de un paciente urémico se incubaron con 5, 10 microcapsulas de alginato con anticuerpos anti-oxPTH como se
describe o sin anticuerpo como control con agitacién suave a temperatura ambiente durante 1 hora. Luego, las
muestras liquidas se separaron de las microesferas de alginato mediante filtraciéon. Se recogié el filtrado y se determind
su contenido de PTH.

A modo de comparacién, los anticuerpos anti-oxPTH se inmovilizaron en Sefarosa 4B activada con CNBr (GE
Healthcare Bio-Sciences, Uppsala, Suecia) de acuerdo con el fabricante (2 mg de anticuerpo anti-oxPTH/ml de
suspension de sefarosa). Se colocaron 50 pl de suspensiéon de Acm-sefarosa en un tubo de ensayo (MobiSpinColumn,
MoBiTec, Goéttingen, Alemania) y se equilibraron en tampén PBS, pH 7,4. Se aplicaron 500 pl de solucién de muestra
o plasma a la columna y, después de mezclar, se incubaron a temperatura ambiente durante 1 hora. La suspensién
se centrifugé suavemente y el sobrenadante se recogié para el anélisis de PTH. Los resultados se muestran en la
Tabla 1y Figuras 3-4.

Tabla 1
Tratamiento PTH
preanalitico — [pg/ml] -
PTH sintética Plasma (OX) Plasma (NOX) Tampén
- 1439,8 1447 96,7 3,7
Acm-sefarosa 21,2 22.9 23,1 1,5
X 5 Acm-alginato 93,2 88,7 90,3 -
x 10 Acm-alginato 44 8 78,6 88,7 -
x 50 Acm-alginato 27,6 255 10,4 3,4:
x 50 alginato 1430,8 153,5 102,8 2,7

Los resultados confirman que el tratamiento preanalitico con microcdpsulas de Acm descargd eficazmente las
muestras de PTH oxidada inactiva. Por otra parte, las perlas de Acm-sefarosa dieron como resultado mediciones de
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concentracién de PTH similares antes y después del pretratamiento e independientemente de la muestra analizada.
Esto se debid a la unidn inespecifica sobre las perlas de Acm-sefarosa. Por lo tanto, las perlas de anticuerpo-sefarosa
no resultaron adecuadas para un tratamiento preanalitico de una sola etapa. No se observé unién inespecifica con
microcapsulas donde la reaccién inmunitaria estuvo precedida por una separacién selectiva a través de un tamiz
molecular o una membrana semipermeable.

Los resultados también muestran que el efecto del pretratamiento con microcapsulas de Acm dependia del nimero
de microcépsulas afiadidas. En los ejemplos dados, cinco microcapsulas absorbieron aproximadamente 1,3 pg de
PTH sintética, lo que confirmé que la mayoria de los péptidos de PTH en dicha preparacién de PTH sintética se habian
oxidado durante la sintesis. Sélo se observaron efectos inespecificos o unién por microcapsulas de alginato con un
exceso de 50 microcapsulas de Acm o mas. Las microesferas de alginato sin anticuerpos se comportaron de forma
neutra y no mostraron efectos nocivos.

Tabla 2 muestra las concentraciones relativas de PTH no oxidada (n-oxPTH) en las muestras analizadas después del
pretratamiento con 5y 10 microcapsulas. Las concentraciones de PTH se midieron utilizando el inmunoensayo de
PTH Elecsys™ de Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemania, en un Roche modular E 170.

Tabla 2

n-oxPTH [%]
PTH sintética Plasma (OX) | Plasma (NOX)
x 5 Acm-alginato 6,5 61,3 93,4
x 10 Acm-alginato 3.1 54,3 91,7

Tratamiento preanalitico

Los resultados muestran que las muestras de plasma de individuos sanos contenian entre un 6,6 - 8,3 % de moléculas
de PTH oxidada. La proporcién de PTH oxidada en el plasma de un paciente urémico fue del 38,7 - 45,7 % y seis
veces mayor.

La figura 3 muestra en un diagrama los resultados con muestras de plasma (Plasma NOX) de un individuo sano. El
pretratamiento con 5 o 10 microcdpsulas de Acm-alginato cambié el contenido total de PTH antes y después del
pretratamiento sélo marginalmente. Los resultados son consistentes con la observacién de que los individuos sanos
no sufren estrés oxidativo y que la PTH circulante no se oxida in vivo.

La figura 4 muestra los resultados del mismo experimento pero obtenidos con una muestra de plasma (Plasma OX)
de un paciente urémico que padecia estrés oxidativo e inflamaciones. Un tratamiento previo del plasma como se
describe redujo el contenido efectivo de PTH aproximadamente entre un 30 y un 50 por ciento. Mientras que el nivel
de PTH (sin pretratamiento) en plasma de dicho paciente urémico estaba elevado en comparacién con el de un sujeto
sano, ambos plasmas contenian niveles similares de PTH biol6gicamente eficaz (PTH no oxidada).

La figura 5 muestra en un diagrama los resultados obtenidos con una muestra enriquecida con 1,5 pg de hPTH(1-84)
sintética de Bachem (sal trifluoroacetato de pTH(1-84), n.° de catalogo 1065881) en tampdn Tris/NaCl 10 mM. La
muestra se pretratd con perlas de Acm-sefarosa y microesferas de alginato recubiertas de membrana como se
describe. Los resultados muestran que la PTH sintética consistia en una gran proporcién de PTH oxidada no funcional
y que el pretratamiento con microcapsulas fue eficaz para eliminar los péptidos de PTH oxidada no funcional de dicha
muestra.

EJEMPLO 2 Produccién de anticuerpos monoclonales (Acm) contra péptidos de PTH oxidada

Se obtuvo un péptido que comprende la secuencia de aminoéacidos 1 a 38 de PTH humana (hPTH(1-38) de
Immundiagnostik AG (Bensheim, Alemania). Se disolvieron 200 mg de hPTH(1-38) en 400 ml de acido acético 0,1 M
(concentracién final 0,5 mg/ml), se mezcl6 1:1 con peréxido de hidrégeno al 30 % y se incubé durante 45 min a 37 °C.
Después, la mezcla se enfrié sobre hielo, se dividié en alicuotas y se liofilizd para obtener péptidos PTH1-38 oxidados
(oxPTH1-38).

Se generaron anticuerpos monoclonales (Acm) en ratones BALB/c. Los ratones se inmunizaron mediante inyeccién
intraperitoneal con 200 pg de oxPTH1-38 conjugado con tiroglobulina como se describi6é anteriormente. Tanto para la
inmunizacién primaria como para la secundaria se utilizé Freund incompleto (s6lo aceite mineral). Se sometié a prueba
la unién de los antisueros a biotina-hPTH(1-38) no oxidada. Para detectar anticuerpos que reconozcan
especificamente los péptidos PTH1-38 oxidados, se utilizé la técnica de separacién de doble anticuerpo. Como
rastreador, se marcé biotina-oxPTH(1-38aa) se marco con '®|-estreptavidina. Después de la fusion celular y la
seleccién HAT, se seleccionaron hibridomas seleccionados para determinar su unién a péptidos de PTH(1-84) humana
oxidada pero no a PTH(1-84) humana. El anticuerpo monoclonal patentado anti-oxPTH (Immundiagnostik AG,
Bensheim - ID3B-180621) reconocié un epitopo conformacional generalmente comun a los péptidos de hPTH oxidada.

La especificidad del anticuerpo monoclonal (ACM) generado contra oxPTH1-38 se caracterizé ademéas como se

describe por Hocher B et al., Measuring parathyroid hormone (PTH) in patients with oxidative stress - do we need a
fourth generation parathyroid hormone assay? PLoS ONE 2012 (7), e40242. En sintesis, el anticuerpo se inmovilizé
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en Sefarosa 4B activada con CNBr {GE Healthcare Bio-Sciences, Uppsala, Suecia) y se introdujeron alicuotas en una
columna (MobiSpinColumn, MoBiTec, Géttingen, Alemania), se equilibraron con tampén PBS, pH 7,4. Luego se
disolvieron 2,5 ug de hPTH1-84 oxidada liofilizada en 300 microlitros de tampén de equilibrio y se aplicaron a la
columna. La columna se incubé de un extremo a otro durante una hora a temperatura ambiente, se lavé y luego se
eluyé con tampén de elucién que contenia &cido trifluoroacético al 0,1 %. El flujo continuo, las fracciones de lavado
(tampdn de equilibrio y agua), asi como el eluido de la columna, se recogieron por separado, se liofilizaron y se
analizaron por nanoLC-ESI-FT-MS que mostré que los péptidos de PTH oxidada se encontraron solo en el eluido pero
no en el tampén de lavado.

EJEMPLO 3 Produccién de microesferas de Acm-alginato

Se disolvidé una solucién de alginato de sodio (Inotech AG, Suiza) en agua destilada desionizada al 1 % (p/v) y la
mezcla se agité a temperatura ambiente durante 8 horas para asegurar la disolucién completa. La solucién de alginato
se filtr6 y se mezclaron 800 pl de solucién de alginato al 1 % (p/v) con 200 ul de Acm anti-oxPTH (2 mg/ml de tampén
Tris 10 mM). Las gotas se formaron utilizando un sistema de microfluidos (véase las figuras 1y 2) y se vertieron en
un bafio de agua de 500 ml que contenia CaCl, al 1,5 % (p/v). El tamafio de las gotas se controlé mediante el calibre
de la aguja y un atomizador de aire. Se dej6 que las gotas de alginato-Acm gelificaran y se reticularan en dicho bafio
gelificante durante 5 minutos; a continuacién, se lavaron las microesferas gelificadas resultantes en tampdn de glicina.
Las gotas y las microesferas de alginato tenian un tamafio de volumen promedio preferido de aproximadamente 2 i
(d=1,5-1,6 mm).

EJEMPLO 4 Produccién de microcépsulas de Acm-alginato/poli-L-lisina

Después de gelificar y reticular en CaCly, se recogieron las microesferas polianidénicas lavadas, se trataron nuevamente
con agua destilada y se colocaron en un bafio que contenia 400 ml de poli-L-lisina al 0,05 % (p/v) de 34 kDa (PLL,
Sigma, St-Louis, MO, EE.UU.), CaCl> 110 mM durante 30 min a temperatura ambiente. El endurecimiento primario fue
seguido por un lavado con tampén salino (NaCl al 0,9 % en MOPS 10 mM, Sigma, St-Louis, MO, EE.UU.) y una
incubacién en 500 ml de alginato de sodio al 0,05 % (p/v) durante 10 min. Las microcapsulas endurecidas se lavaron
con una solucién que contenia NaCl 150 mM y CaCl, 0,5 mM y se equilibré en tampdn TBS. Las microesferas sélidas
se pudieron licuar nuevamente mediante incubacién en citrato de sodio 0,05 M durante 15 min.

Se produjeron microesferas recubiertas de doble membrana (microcapsulas) mediante incubacién con una
polietilenimina altamente ramificada de la empresa Polyscience GmbH, Heidelberg, Alemania (Mw 2.000.000, solucién
acuosa al 25 % p/v con alta densidad de carga catidnica, que contiene grupos amina primaria, secundaria y terciaria
con pH 8) como capa catibénica durante 5 min a temperatura ambiente en NaCl 150 mM. Las microcapsulas se
incubaron durante 10 minutos més en 500 ml de alginato de sodio al 0,05 % (p/v) durante 10 minutos. Posteriormente,
las microcapsulas se lavaron dos veces con tampédn TBS 1X y se mantuvieron en TBS 1X a 4 °C. Como fase anidnica
y electrolito se usé un poliacrilato (n.° de cat Polyscience 18611-250) con un peso molecular de aproximadamente 15
kDa o 60 kDa durante otros 5 minutos a temperatura ambiente. La solucién de lavado intermedia contenia Briji®35 al
1 % (Sigma Aldrich, que es un éter dodecilico de polietilenglicol (Mn -1,198) o SDS al 1 %. Se aplicaron seis
deposiciones capa por capa con una capa de alginato en el exterior para proporcionar un potencial superficial negativo.
Se sometieron a prueba las siguientes combinaciones de capas.

Tabla 3
Capas Detergentes | Liofilizacién
No SDS -
PEI/PA15/PEI/PABO/PEI/ALG SDS -
No SDS -
No SDS +
PEI/PA15/PEI/PABO/PEI/ALG SDS +
No SDS +
PEI/PA15/PEI/PAGO/PEI/ALG SDS +
PEI/PA15/PEI/PABO/PEI/ALG SDS -
PEI/PA15/PEI/PABO/PEI/ALG SDS +
PEI/PA15/PEI/PABO/PEI/ALG Brij35 -
PEI/PA15/PEI/PABO/PEI/ALG Brij35 +

EJEMPLO 4 Produccién de microcépsulas de Acm-alginato/quitosano

Las microesferas de alginato se prepararon como se describe en el Ejemplo 3 pero se dispersaron en quitosano al
0,75 % (p/v) en una solucidn de &cido acético 0,1 M durante 5 minutos. Las microcapsulas se colocaron en una solucién
acuosa de trifosfato de sodio (Na-TPP) al 3,0 % (p/v) y se incubaron en la solucién de Na-TPP durante 90 minutos.
Las microcapsulas obtenidas se almacenaron en 1 x TBS a 4 ° C. Los iones fosfato de Na-TPP se difundieron hacia
el nlcleo y extrajeron los iones Ca?*, dando como resultado un sistema de nlcleo liquido. Las microcapsulas de
alginato reticuladas con Na-TPP tenian un limite de peso molecular de aproximadamente 17.000 Da (17 KDa).
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EJEMPLO 5 Sorcién de péptidos de PTH oxidada dentro de microcépsulas de Acm-alginato

Se utilizé como referencia la hormona paratiroidea humana sintética (Bachem, sal trifluoroacetato de pTH(1-84), n.°
de catalogo 1065881) porque contiene péptidos de PTH oxidada. Una solucién con hPTH sintética (50 pg/ml) en Tris
10 mM, pH 7,4 se prepar6 y se pretraté con microcapsulas liofilizadas y no tratadas (PEI/PA15/PEI/PABO/PEI/ALG,
Brij35) del ejemplo 3. Después del pretratamiento estandar, las proteinas en el sobrenadante y dentro de las
microcapsulas se examinaron mediante SDS-PAGE al 4-20 % (no desnaturalizante, SERVAGel® TG PriME®) 4 - 20
%, n.° de cat 43289) y transferencia Western. Los resultados mostraron que las microcapsulas disueltas contenian los
péptidos de PTH esperados, asi como anticuerpos después del tratamiento previo. Cuando las microcapsulas se
liofilizaron, el sobrenadante de las microcépsulas casi no mostré banda de PTH detectable en el intervalo de 9,5 kDa,
mientras que en el caso de la microcapsula disuelta era visible una banda clara. Esto muestra que el tratamiento previo
tuvo el efecto de que casitodos los péptidos oxPTH se internalizaron en las microcapsulas. Para microcapsulas no
liofilizadas, los resultados no fueron tan claros (habia més PTH en el sobrenadante), lo que confirmé que la liofilizacién
tenia un efecto sustancial sobre la estabilidad de la membrana circundante y su tamafio de poro.

EJEMPLO 6 Medicién de PTH biolégicamente eficaz usando un ELISA tipo séandwich que emplea anticuerpos
policlonales para regiones distantes en el péptido de PTH de longitud completa

La primera generacién de ensayos de PTH (RIA) utilizd solo un anticuerpo dirigido hacia la regién media de la
secuencia de PTH y detect6 PTH1-84 maduro, asi como fragmentos del mismo. La forma madura de PTH1-84 (iPTH)
se produce fisiologicamente mediante una escisién secuencial de la prepro-PTH inicialmente traducida (115
aminoacidos) a través de pro-PTH (90 aminoacidos). Ni la prepro-PTH ni la pro-PTH son detectables en la circulacién.
Luego se descubrié que la PTH1-84 madura tiene una vida media corta en la circulacion de menos de
aproximadamente 5 minutos y se degrada a un fragmento N-terminal PTH1-34 y fragmentos C-terminales PTH 39-84
que normalmente son mas estables en la circulacién. Sin embargo, la PTH humana ejerce sus efectos mediante la
interaccioén de sus primeros 34 aminoacidos N-terminales con el receptor de PTH. En la sangre, la relacién de PTH1-
34 N-terminal con respecto a PTH1-84 es establemente baja, excepto en el caso de algunos tumores que excretan
PTH1-34 o PTH1-38. El descubrimiento de fragmentos de PTH truncados en el extremo C terminal, particularmente
en pacientes con ERFT, y el conocimiento de que la actividad fisioldgica de la PTH se localiza dentro de la region N-
terminal PTH1-34 estimul6 el desarrollo de una segunda generacién de ensayos de PTH: los llamados ensayos de
hormona paratiroidea intacta (iPTH). Estos son inmunoensayos tipo séndwich de dos sitios y normalmente tienen un
anticuerpo de captura en fase sélida dirigido hacia la regién C-terminal de la PTH (aminoé&cidos 26-32 0 39-84) y un
anticuerpo de deteccién dirigido hacia el extremo N terminal (normalmente hacia aminoécidos 12-24). Esta forma de
disefio del ensayo aumentd la especificacién de los ensayos de PTH porque evitaron la reactividad cruzada con
fragmentos de PTH C-terminales. Se siguié desarrollando una tercera generacién de ensayos de PTH, en la que el
epitopo del anticuerpo de deteccidn se dirigi® mas hacia los aminoacidos 1-4 del extremo N terminal, pero los
fragmentos biolégicos inactivos del tipo PTH7-84 parecen muy especulativos ya que no pueden detectarse en
muestras fisioldgicas. El anticuerpo de captura en fase sélida dirigido hacia la regién C-terminal de PTH fue el mismo
que para los ensayos de PTH de segunda generacién. El rendimiento clinico de los ensayos de PTH de segunda y
tercera generacién es comparable y actualmente se utilizan ambos. Sin embargo, tanto los ensayos de PTH de
segunda como de tercera generacidén detectan y determinan la PTH1-84 oxidada, que esta presente en cantidades
fisiolégicamente relevantes en la circulacion.

En consecuencia, se sometié a prueba la capacidad de microesferas recubiertas de membrana para eliminar y poner
en cuarentena cadenas peptidicas de PTH oxidada de una muestra mediante encapsulaciéon. Esto se determiné
mediante una medicién de iPTH1-84 en el sobrenadante resultante usando un ensayo de PTH de 22 generacidn
basado en anticuerpos policlonales contra la PTH1-84 humana

(Biomerica, Inc., Irvine, CA - n.° de art. 7022). De manera més precisa, el iPTH-ELISA comprendi6é dos anticuerpos
policlonales de cabra purificados mediante cromatografia de afinidad para que sean especificos de regiones distantes
de la molécula de PTH humana intacta. El anticuerpo polic/lonal biotinilado se unié a la regién mediay PTH39-84 C
terminal. El otro anticuerpo policlonal se marcé con peroxidasa de rdbano picante para su deteccién y se dirigié contra
PTH1-34 N-terminal. Por lo tanto, sélo los péptidos PTH1-84 de longitud completa se unieron a ambos anticuerpos
formando el complejo tipo sandwich necesario para la deteccién. Este ensayo de ELISA de iPTH policlonal de 22
generacién puede considerarse, por tanto, representativo de todos los inmunoensayos de 22 y 32 generacion
comercialmente disponibles para PTH "intacta" o "completa" (iPTH o wPTH). Por otra parte, los anticuerpos
policlonales se unen preferentemente a la estructura peptidica primaria y son menos sensibles a los efectos de
plegamiento y enmascaramiento. Por lo tanto, el ELISA de iPTH policlonal puede determinar cadenas de PTH oxidadas
de longitud completa incluso en presencia de un tercer anticuerpo contra la PTH oxidada, si las cadenas peptidicas
de PTH oxidada no funcional no se eliminan de la muestra. En CKD, ambas vias de degradacién de la PTH en el rifién
se deterioran progresivamente. Esto no sélo conduce a una prolongacién de ti» de fragmentos de PTH C-terminal en
la circulacion y también a una mayor fraccién de PTH oxidada inactiva a través del estrés oxidativo y reacciones
inflamatorias que producen radicales oxidativos (Couchman L, et al.,, LC-MS candidate reference methods for the
harmonisation of parathyroid hormone (PTH) measurement: A review of recent developments and future considerations
(2014) Clin Chem Lab Med. 52(9):1251-63; Cavalier E et al., Considerations in parathyroid hormone testing (2015) Clin
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Chem Lab Med. 53(12):1913-9.).

En este experimento, los péptidos de PTH oxidada en la muestra se eliminaron usando columnas de centrifugacion
con un anticuerpo monoclonal caracterizado contra oxPTH1-38 en sephadex G (Immundiagnostik AG, n.° de art.
K1548, Bensheim, Alemania). Las columnas de afinidad anti-oxPTH, equilibradas en PBS a pH 7,4, se abrieron y se
centrifugaron hasta sequedad a 3000 g durante 30 segundos. Se afiadieron 300 pl de muestra de plasma a la columna
y se incubaron mezclando de un extremo a otro durante 1 hora a temperatura ambiente. Las columnas se colocaron
en un tubo Eppendorf de 1,5 ml y se centrifugaron nuevamente a 3000 g durante 60 segundos para recoger la muestra
tratada, normalmente alrededor de 250 pl de volumen. La concentracion de iPTH se midié en alicuotas de muestras
tratadas (que contenian Unicamente PTH no oxidada) y muestras no tratadas (que contenian PTH oxidada y no
oxidada). Las mediciones de iPTH en muestras tratadas de pacientes con ERC y controles sanos (n = 135) no
mostraron diferencias significativas. El material de afinidad anti-oxPTH tenia una mayor capacidad de unién, mientras
que la eliminacién de oxPTH mediante microcapsulas recubiertas de membrana dependia del nimero de esferas
afladidas a la muestra y requeria més material de anticuerpo.

EJEMPLO 7 Microesferas de Acm-alginato recubiertas con membrana con diversos materiales de carga

Para mejorar la estabilidad fisica de las esferas de alginato y, por tanto, su manejabilidad, se investigaron diversas
cargas como aditivo del 10 por ciento (aprox. 1 g/ml) a la solucién de alginato. Se sometieron a prueba los siguientes
aditivos: almidén de maiz, caolin, manitol, sacarosa, glicina y polietilenglicol (PEG). Las microesferas o microcapsulas
recubiertas de membrana se prepararon como se describe en el ejemplo 4. Ademas se sometié a prueba si los aditivos
en los nlcleos de alginato cargados con Acm de las microcapsulas influyen en los valores de n-oxPTH medidos en el
flujo continuo o en el sobrenadante de la muestra. Para este fin, se examinaron 20 esferas de cada lote de produccién.
Manitol, sacarosa y glicina como cargas aportaron poca 0 ninguna mejora en la estabilidad y las propiedades
superficiales de las esferas. La adicion de PEG o caolin provocd una aglomeracién desventajosa de las esferas. Sin
embargo, la estabilidad y la manejabilidad mejoraron cuando se agregd almidén de maiz a los nucleos de alginato en
comparacién con las esferas sin carga. Los resultados se han resumido en la Tabla 4.

Tabla 4
o Capacidad de Gestién de la Estabilidad | MmPacto en los
arga e R . valores medidos
separacién manejabilidad fisica de n-oxPTH

Almidén de maiz + ++ + 0

Caolin - + + -
Manitol 0 0 + 0
Sacarosa 0 - - +
Glicina 0 - - +

PEG - + + -
Caracteristicas: ++: muy mejorado; +: mejorado; 0: sin cambio; -- : empeorado.

Pruebas adicionales demostraron que la adiciéon de 0,05 g/ml de almidén de maiz al alginato era suficiente para obtener
una estabilidad fisica y una manipulacién éptimas de las esferas y no tenia ningln impacto en la adsorcién de las
moléculas de PTH oxidadas dentro de las microesferas ni en la cantidad medida de moléculas de n-oxPTH en el
sobrenadante de la muestra o en el flujo continuo. Las microesferas estabilizadas recubiertas de membrana
(microcapsulas) pueden usarse como material de adsorcién en columnas de centrifugacién (3000 g durante 60
segundos) o agregarse como perlas directamente al volumen de reaccién. El cuadrado del coeficiente de correlacién
R? entre los valores de n-oxPTH obtenidos después de un pretratamiento analitico con una columna de afinidad
convencional (150 pl de muestra de plasma con heparina con 60 pl de suspensiéon de material de afinidad a n-oxPTH)
y los valores de n-oxPTH obtenidos después de la inmersién con esferas de alginato/0,05 g de almidén de maiz
recubiertas de membrana (150 pl de muestra de plasma con heparina y 24 esferas) fueron R? = 0,8433 (n= 96).
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REIVINDICACIONES

1. Método para obtener un material sorbente para el pretratamiento inmunolégico de un liquido biolégico, en donde el
material sorbente estd caracterizado por microcapsulas, en donde el método comprende las etapas de:

(i) solubilizar anticuerpos en un tampén fisiolégico que contiene del 0,3 al 2,5 por ciento en peso de 4cido alginico
y afiadir dicha solucién en un tampdn acuoso que contiene iones de una sal bivalente para precipitar ntcleos de
alginato que tienen didmetros de 0,5 a 5,0 milimetros y volimenes en el intervalo de 0,1 a 50 microlitros;

(ii) sumergir de manera alterna dichos nlcleos de alginato en soluciones tampén liquidas que contienen de manera
alterna un macropolimero policatiénico o un macropolimero polianiénico para obtener una deposicién electrostética
capa por capa y fases liquido-liquido ricas en macroiones que tienen nlcleos de alginato incrustados;

(iii) endurecer dichas fases liquido-liquido ricas en macroiones mediante coacervacién compleja a temperatura
ambiente durante un periodo de tiempo para obtener microcipsulas que consisten en nlcleos de alginato
precipitados, cada uno de ellos incrustado en una membrana multicapa de macroiones;

(iv) liofilizar dichas microcapsulas para obtener membranas multicapa de macroiones que sean permeables a
proteinas de un peso molecular no superior a aproximadamente 100.000 daltons;

(v) acondicionar dichas microcapsulas semipermeables y, si es necesario, clasificar, para obtener microcapsulas
que puedan agregarse a fluidos biolégicos para el tratamiento inmunolégico y la eliminacién de componentes
peptidicos menores de 100.000 daltons.

2. Método de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde dicha una o mas capas policatiénicas comprenden un policatién
seleccionado del grupo polietilenimina ramificada, polialilamina o polivinilamina que tienen pesos moleculares
promedio Mn de aproximadamente 100.000 a 2.000.000 daltons.

3. Método de acuerdo con la reivindicacién 1 o la reivindicacién 2, en donde dichas capas polianiénicas comprenden
un polianién seleccionado del grupo pectina que tiene un peso molecular Mn de aproximadamente 20.000 a 200.000
daltons, acido poliacrilico que tiene un peso molecular Mn de aproximadamente 10.000 a 350.000 daltons,
carboximetilcelulosa que tiene un peso molecular Mn de aproximadamente 80.000 a 1.000.000 daltons.

4. Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde la membrana multicapa comprende una
0 Mas capas intermedias y/o una capa externa que comprende un poliglicano seleccionado del grupo que comprende
poliaminosacarido, quitosano, acido alginico, glicosaminoglicano, acido hialurénico.

5. Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde los nlcleos de alginato comprenden
ademés del 1 al 10 % (p/v) de un material de carga seleccionado de hidratos de carbono poliméricos, polisacaridos,
amilopectina, pectina, poliglucano, polixilano, almiddn de trigo, maiz o almiddén de maiz, almidén de patata, almidén
de arroz, mandioca.

6. Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde dichos anticuerpos se unen
especificamente a péptidos de la hormona paratiroidea (PTH) humana oxidada que tienen un peso molecular de 9500
daltons o menos.

7. Método de acuerdo con la reivindicacién 6, en donde dichos anticuerpos se unen especificamente a un epitopo
ubicado en la PTH humana oxidada entre los aminoacidos 3 a 34.

8. Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde dichos nlcleos de alginato comprenden
aproximadamente el 1 por ciento en peso (p/v) de &cido alginico en solucién salina tamponada con fosfato, pH 7,4 y
anticuerpos monoclonales que se unen especificamente a los péptidos de la hormona paratiroidea (PTH) humana
oxidada.

9. Microcépsulas para el pretratamiento inmunolégico de un liquido biolégico que comprenden: -

un nucleo de alginato sorbente compuesto de anticuerpos y del 0,3 al 2,5 % (p/v) de &cido alginico en un tampén
acuoso de unién a anticuerpos, nucleo que tiene un volumen de 0,1 a 50 microlitros y un didmetro de 0,5 a 5,0 mm
y esta rodeado por una membrana multicapa permeable a proteinas no mayores de 100 kDa hecha de capas
alternas de macropolimeros liquidos con cargas opuestas en un entorno acuoso, en donde

los macropolimeros policatiénicos elegidos se seleccionan del grupo que comprende polietilenimina lineal o
ramificada, polialilamina o polivinilamina que tienen un peso molecular promedio Mn de aproximadamente 100.000
a 2.000.000 daltons, y

los polimeros polianiénicos se seleccionan del grupo que comprende pectina que tiene un peso molecular Mn de
aproximadamente 20.000 a 200.000 daltons, acido poliacrilico que tiene un peso molecular Mn de
aproximadamente 10.000 a 350.000 daltons, carboximetilcelulosa que tiene un peso molecular Mn de
aproximadamente 80.000 a 1.000.000 daltons.

10. Microcépsulas de acuerdo con la reivindicacién 9, en donde las capas dobles dispuestas de manera alterna de
polimeros policatiénicos y polianiénicos estan separadas o recubiertas con una capa intermedia y/o una capa externa
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que comprende un poliglicano seleccionado del grupo que comprende poliaminosacarido, quitosano, alginato,
glicosaminoglicano, acido hialurénico.

11. Microcapsulas de acuerdo con la reivindicacién 9 o la reivindicacién 10, en donde dicha una o mas capas
policatiénicas comprenden polietilenimina ramificada que tiene un peso molecular promedio Mn de aproximadamente
500.000 a 2.000.000 daltons.

12. Microcapsulas de acuerdo con cualquier reivindicacién 9 a 11, en donde el nucleo sorbente contiene anticuerpos
que se unen especificamente a péptidos de la hormona paratiroidea (PTH) humana oxidada.

13. Uso de microcapsulas de acuerdo con cualquier reivindicacién anterior 9 a 12 para el pretratamiento de plasma o
suero en un sistema de prueba automatizado para la eliminacién de componentes que interfieren con una medicién
cuantitativa de un analito.

14. Uso de acuerdo con la reivindicacidén 13, en donde el analito es hormona paratiroidea (PTH) humana no oxidada.
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