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DESCRIPCION
Método de conservacion de muestras y sustrato de conservacion de muestras
Campo técnico de la invencion

La presente invencion se refiere a métodos para la conservacion de muestras, y mas en particular a la conservacion
de muestras sobres sustratos de papel. La invenciéon también se refiere a sustratos de papel para la conservacion de
muestras y a métodos para la fabricacion de dichos sustratos.

Antecedentes de la invencion

Se estan usando cada vez mas los sustratos de papel en el analisis y/o almacenamiento de materiales bioldgicos.
Uno de dichos campos de uso se refiere a la creciente necesidad de andlisis rapidos de cantidades grandes de
muestras de sangre en la investigacion farmacocinética, por ejemplo, en programas de descubrimiento de farmacos.
Es obvio que es conveniente para dichos usos, que el papel combine propiedades mecanicas satisfactorias con la
capacidad para contener el material biolégico de interés de una forma que se pueda someter a analisis y/o posterior
procesamiento después de almacenamiento. Los ejemplos de dichos papeles son los conocidos como FTA y FTA
Elute (Whatman, parte de GE Healthcare) descritos, por ejemplo, en las patentes de EE.UU. n°® 5.756.126 y
5.939.259. Estos papeles se han impregnado con compuestos quimicos para proporcionar lisis celular,
conservacion de acidos nucleicos y para facilitar el procesamiento posterior de acidos nucleicos.

Sin embargo, estos papeles estan disefiados especificamente para el analisis de acidos nucleicos. También
hay un gran interés en el uso de sustratos de papel para el procesado de muestras donde se analizan
proteinas. Las proteinas difieren de los acidos nucleicos, entre otras cosas, en que tienen tendencia a la
desnaturalizacién y consiguiente pérdida de actividad bioldgica tras elsecado y almacenamiento. Las proteinas
que se van a analizar, p. €j., biomarcadores o farmacos en la sangre, a menudo también estan presentes en
cantidades muy bajas y con tendencia a estar enmascarados por aditivos. En particular, las técnicas analiticas
tales como espectroscopia de masas e inmunoensayos, pueden estar afectadas por aditivos quimicos. Los
papeles de celulosa no tratada normales tales como los papeles 903 o 31ETF (Whatman, parte de GE
Healthcare) se usan para la conservacion de muestras de sangre seguido del analisis de proteinas, pero no
siempre dan las recuperaciones analiticas y actividades biolégicas deseadas, p. €j., de proteinas sensibles. La
adicion fisica de diferentes cargas tales como poli(alcohol vinilico), Ficoll y azucares, se ha mencionado como
una forma de estabilizar las proteinas, p. €j., en los documentos US2010/0209957 y W02003/020924. Sin
embargo, estas composiciones no estan acopladas covalentemente o reticuladas y también estan limitadas en
las recuperaciones y actividades de proteinas sensibles.

Ademas de la estabilizacion para fines analiticos, también es necesaria la estabilizaciéon de proteinas y otras
biomoléculas sensibles en contextos terapéuticos y de diagndstico, p. e€j., en el almacenamiento de
formulaciones farmacéuticas o reactivos de diagnostico en forma seca.

Por consiguiente, se necesitan métodos de conservacion de muestras y sustratos de conservacion de
muestras con mejor rendimiento.

Resumen de la invencion

Un aspecto de la invencion es proporcionar un sustrato de aplicacion de muestra capaz de recibir una muestra, tal
como una muestra biolégica liquida, y proporcionar una alta recuperacion de proteinas biolégicamente activas
después de secado y almacenamiento. Esto se logra con un papel como se define en la reivindicacion 1.

Una ventaja es que se puede obtener una alta recuperacion de proteinas sensibles. Ventajas adicionales son que se
pueden obtener manchas de muestra circulares homogéneas, y que las muestras liquidas son bien absorbidas por el
sustrato.

Otro aspecto de la invencion es proporcionar un dispositivo de recogida de muestras capaz de recibir una muestra 'y
proporcionar una alta recuperacion de proteinas biolégicamente activas después de secado y almacenamiento. Esto
se logra con un dispositivo de recoleccién de muestras como se define en la reivindicacion 7.

Un tercer aspecto de la invencién es proporcionar un método de aplicacion de una muestra a un sustrato de
aplicacién de muestra, que proporciona una alta recuperacion de proteinas biolégicamente activas después de
secado y almacenamiento. Esto se logra por un método como se define en la reivindicacion 8.

Un cuarto aspecto de la invencion, es proporcionar un método de preparaciéon de un sustrato de papel capaz de
recibir una muestra y después de secado y almacenamiento proporcionar una alta recuperacion de proteinas
bioldgicamente activas. Esto se logra por un método como se define en la reivindicacion 11.

Se describen realizaciones adicionales de la invencioén en las reivindicaciones dependientes.

Definiciones
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El término “papel” como se usa en la presente memoria, significa un material en hoja o banda fibrosa. El papel
comprende fibras, p. €j., fibras de celulosa o vidrio, y opcionalmente otros componentes, tales como, p. €j., cargas
en particulas, aditivos de resistencia a la humedad o resistencia al secado, agentes de retencion. etc.

La expresion “polimero de carbohidrato” como se usa en la presente memoria, significa un polimero con una cadena
principal que comprende restos de carbohidrato, también llamados restos de sacarido. Un polimero de carbohidrato
puede ser un polisacarido (es decir, un polimero con una cadena principal que consiste en restos de
carbohidrato/sacarido unidos), un polisacarido modificado (es decir, un polisacarido con sustituyentes o cadenas
laterales injertadas) o un polimero de carbohidrato sintético, donde los restos de carbohidrato estan unidos entre si
por unidades de union sintéticas. Un polimero de carbohidrato hidréfilo en este contexto es bien soluble en agua o
hinchable en agua, en donde en el ultimo caso, se puede prevenir que el polimero se disuelva en agua mediante
reticulaciones o mediante fijaciones a una o mas superficies.

El término “analito” como se usa en la presente memoria, significa una sustancia que se somete o esta previsto que
se someta a deteccion, cuantificacion, analisis, caracterizacion y/o evaluacion.

El término “contaminante” como se usa en la presente memoria, significa una sustancia que tiene el potencial de
interferir con la deteccion, cuantificacion, analisis, caracterizacién o evaluacién de uno o mas analitos. Un analito
también puede ser un contaminante si tiene el potencial para interferir con la deteccioén, cuantificacion, analisis,
caracterizacion o evaluacion de otro analito.

El término “muestra” como se usa en la presente memoria, significa una parte de un material fluido, liquido,
semisolido o sélido.

El término “ligando” como se usa en la presente memoria, significa una especie quimica capaz de unirse o atraer
otras especies. Si un ligando esta unido a una superficie solida, las sustancias disueltas se pueden unir a o ser
retenidas por la superficie, dependiendo de la selectividad del ligando por cada sustancia.

Descripcion detallada de realizaciones

En un aspecto, la presente invencion describe un papel util como un sustrato de aplicacién de muestra para la
conservacion de muestras bioldgicas. El papel tiene un gramaje de 40-800 g/m? comprende fibras de celulosa y/o
fibras de vidrio, y comprende también 4-30% de un polimero de carbohidrato ramificado hidréfilo o soluble en agua,
que esta covalentemente acoplado con las fibras o reticulado consigo mismo. El gramaje se determina pesando una
hoja secada al aire de un area determinada del papel (p. €j., 10,0 x 10,0 cm) y dividiendo el peso (g) entre el area de
la hoja (m?). El polimero de carbohidrato ramificado puede tener, p. €j., un grado de ramificacion de 0,05 -1, tal
como 0,10-1, 0,20-10 0,30-1.EI grado de ramificacion (DB) se define como DB =nD/(nD + L), donde D es
el nimero de unidades de mondmero punto de ramificacion en una molécula de polimero, n es el nimero
medio de ramificaciones que se extienden desde cada punto de ramificacion y L es el nUmero de unidades de
monomero lineales (no ramificados) en la molécula de polimeo. El grado de ramificacion se puede determinar
de acuerdo con métodos conocidos en la técnica, p. €j., por espectroscopia de RMN, analisis de degradacion,
y por filtracion en gel, usando un detector de dispersion de la luz o de viscosidad. (K Granath: J. Coll Sci 13,308
1958; J Smit et al: Macromolecules 25, 3585 1992). Los ejemplos de polimeros de carbohidrato ramificados
incluyen dextranos, Ficoll y hemicelulosas ramificadas tales como xilanos. Una ventaja de tener un polimero de
carbohidrato en el papel es que proporciona un efecto protector en las proteinas, previniendo posiblemente la
desnaturalizacion. Los polimeros de carbohidrato ramificados tienen un efecto protector particularmente bueno y
también son mas faciles de aplicar debido a sus bajas viscosidades. Una ventaja de tener al menos 4% del polimero
en el papel es que se obtiene una buena proteccion por encima de este nivel. Una ventaja de no tener mas de 30%
de polimero en el papel es que las manchas formadas por aplicacién de muestras bioldgicas liquidas, p. €j., sangre,
sobre el papel son circulares y homogéneas por debajo de este nivel. Si el contenido de polimero es demasiado alto,
la forma de la mancha sera irregular, causando dificultades en la posterior toma de muestra del papel. La absorcion
de las muestras en el papel también es mejor si el contenido de polimero no supera 30%. Con contenidos de
polimero demasiado bajos, una mancha de sangre no sera completamente absorbida por el papel, de modo que se
forma una pelicula de sangre seca sobre la superficie del papel. Esto significa que parte de la sangre seca no esta
en contacto con el polimero conservante y también hay un riesgo de perder pequefios trozos de sangre seca, de
modo que no es posible una toma de muestra cuantitativa. La combinacion de efecto protector y
forma/homogeneidad/absorcion de la mancha, es particularmente buena si la cantidad de polimero de carbohidrato
ramificado en el papel es de 10-25% en peso, tal como 12-25% en peso. Los polimeros de carbohidrato ramificados
también son ventajosos desde el punto de vista de la solubilidad, en cuanto que se disuelven mas facilmente en
agua que los polimeros de carbohidrato lineales tales como la amilosa o celulosa. También son mas faciles de
disolver que los hidroxipolimeros sintéticos que no son de carbohidratos, tales como el poli(alcohol vinilico). La
facilidad de disolucién es una ventaja caracteristica durante la extraccion de las proteinas del papel.

En algunas realizaciones, el polimero de carbohidrato ramificado hidrdéfilo o soluble en agua, tiene un peso molecular
medio de 15 - 800 kDa, tal como 20 - 500 kDa. Puede tener, en particular, un peso molecular medio de 70 -400
kDa, tal como aproximadamente 70 kDa o aproximadamente 400 kDa. El efecto protector es mejor si el peso
molecular no es demasiado bajo, y con pesos moleculares muy altos, la viscosidad puede convertirse en un
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problema tanto durante la impregnacion del papel como durante la extraccion de las proteinas del papel.

En algunas realizaciones, el polimero de carbohidrato ramificado comprende un dextrano. Los dextranos son
glucanos con enlaces a(1—6) ramificados, y la variedad mas comun, producida a partir de disoluciones de sacarosa
por bacterias Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512(F), tienen cadenas laterales unidas a las posiciones 3
de las unidades de glucosa de la cadena principal, con aproximadamente 5% de las unidades de glucosa
formando puntos de ramificacion. Esto da un grado de ramificacion de 0,05 como se ha definido antes. Las
disoluciones acuosas de dextrano al 10% en peso tienen una reologia newtoniana, con viscosidades de
aproximadamente 2 mPas (Pm 10 kDa), 4 mPas (40 kDa) y 10 mPas (70 kDa). Los dextranos B-512(F) estan
disponibles en el mercado, p. ej., en Pharmacosmos A/S (Dinamarca) o TdB Consultancy AB (Suecia). También se
pueden usar derivados de dextrano tales como, p. ej., sulfato de dextrano, carboximetil(CM)-dextrano
dietilaminoetil(DEAE)-dextrano. Dichos derivados estan disponibles en TdB Consultancy AB. En realizaciones
alternativas, el polimero de carbohidrato ramificado no comprende dextrano.

En algunas realizaciones, el polimero de carbohidrato ramificado comprende un copolimero de un monosacarido o
disacarido con un reactivo epdxido bifuncional. Dichos polimeros estaran muy ramificados, debido a la multitud de
grupos hidroxilo reactivos en cada mono/disacarido. Dependiendo de las condiciones de reaccion usadas, el grado
de ramificacion puede ser de aproximadamente 0,2 hasta casi 1. Un ejemplo particular de estos polimeros son los
polimeros de sacarosa-epiclorhidrina, preparados, p. €j., de acuerdo con los métodos del documento US3300474.
Un polimero de sacarosa-epiclorhidrina disponible en el mercado es Ficoll™, que se llama también polisacarosa
(CAS No. 25702-74-3). Esta disponible en GE Healthcare (Suecia) con pesos moleculares medios de 70 y 400
kDa. Las disoluciones acuosas al 10% en peso de Ficoll tienen una reologia newtoniana, con una viscosidad de
aproximadamente 3 mPas (70 kDa) y aproximadamente 5 mPas (400 kDa). Las bajas viscosidades son
supuestamente debidas a la estructura altamente ramificada de las moléculas de polimero. Variedades cargadas de
Ficoll tales como CM Ficoll y DEAE Ficoll se pueden obtener, p. €j., de TdB Consultancy AB (Suecia).

En algunas realizaciones, una disolucion en agua al 10% en peso del polimero de carbohidrato ramificado tiene una
viscosidad de 1-10 mPas, tal como 1-5 mPas, a 20°C. Una viscosidad baja es ventajosa desde varios puntos de
vista. Facilita la impregnacion del papel base y asegura que la distribucion del polimero en el papel es homogénea.
También facilita la extraccion y la manipulacion posterior de las disoluciones extraidas. Las viscosidades bajas
también pueden ser beneficiosas en cuanto que la muestra es absorbida mas facilmente por el papel y en cuanto
que el papel no queda pegajoso.

En algunas realizaciones, el contenido de compuestos extraibles en agua en dicho papel es 0-25% en peso, tal
como 0,1-5% en peso o 3-20% en peso. La cantidad de compuestos extraibles en agua se determina sumergiendo
un trozo del papel en agua (relacion en volumen de agua-papel de al menos 20:1) y agitando suavemente a
temperatura ambiente durante 2 h. Después, el papel se recoge, p. €j., en un filtro de vidrio, se seca y se pesa. Los
compuestos extraibles en agua se calculan como el % de pérdida de peso. Las cantidades de compuestos extraibles
en agua menores de aproximadamente 1% se pueden determinar, p. j., mediante andlisis de carbono organico total
del extracto de agua después de filtracion a través de un filtro de fibra de vidrio exento de compuestos extraibles.
Tener una cantidad baja de compuestos extraibles en agua puede ser una ventaja cuando se usan técnicas
analiticas sensibles a la presencia de polimeros de carbohidratos u otros compuestos extraibles, para el analisis de
la o las proteinas. En aplicaciones terapéuticas, también es conveniente tener cantidades bajas de compuestos
extraibles. Se pueden lograr cantidades muy bajas de compuestos extraibles cuando el polimero de carbohidrato
esta convenientemente acoplado a las fibras de papel y/o reticulado consigo mismo.

En algunas realizaciones, el papel comprende 5-300 micromoles/g, tal como 5-50, 5-100 o 50-300 micromoles/g
de grupos con carga negativa o positiva. Los grupos con carga positiva pueden ser, p. €j., grupos carboxilato,
grupos sulfonato o grupos sulfato, mientras que los grupos con carga positiva pueden ser, p. €j., grupos amina
o0 amonio cuaternario. La presencia de estos grupos parece que mejora el efecto protector del polimero de
carbohidrato ramificado. Los grupos con carga negativa o positiva, pueden estar unidos covalentemente al polimero
de carbohidrato o pueden estar unidos covalentemente a las fibras de celulosa o vidrio del papel base. Si los grupos
con carga negativa estan unidos a las fibras o a un polimero de carbohidrato que esta reticulado o acoplado
covalentemente con las fibras, los grupos cargados no son extraibles en agua. Esto puede ser una ventaja, en
particular si se usa espectroscopia de masas como un método de analisis y también en un contexto terapéutico. Las
cantidades de grupos con carga negativa o positiva se pueden determinar, p. €j., por métodos de valoracién bien
conocidos. Ademas, los grupos sulfonato, sulfato, amina y amonio cuaternario se pueden determinar por analisis
elemental, con la condiciéon de que no estén presentes especies que contienen azufre o nitrégeno no cargado.

En algunas realizaciones, el papel comprende al menos una muestra bioldgica secada, tal como una muestra de
sangre secada. La sangre y otros materiales biolégicos, p. €j., suero, plasma, orina, liquido cefalorraquideo, médula
Osea, biopsias, etc., se pueden aplicar al papel y secar para el almacenamiento y posterior analisis u otro uso. La
muestra bioldégica secada también puede ser una formulacion farmacéutica o un reactivo de diagndstico, que
comprende al menos una proteina u otra biomolécula sensible.

En un aspecto, la presente invencion describe un dispositivo de recogida de muestra, que comprende el papel como
se ha descrito antes. El dispositivo de recogida de la muestra puede ser una tarjeta de papel, con una o mas zonas
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de aplicacion de la muestra, impresas o indicadas de otra forma sobre la tarjea. Puede haber colorantes indicadores
en estas zonas para mostrar si se ha aplicado o no una muestra sin color. El dispositivo también puede incluir un
soporte de tarjeta, p. €j., para facilitar la manipulaciéon automatica en rejillas, etc. y puede incluir diferentes formas de
caracteristicas de muestreo para facilitar la recogida de la muestra.

En un aspecto, la presente invencion describe un método para la conservacion de al menos una muestra bioldgica,
que comprende las etapas de:

a) proporcionar una muestra bioldgica,
b) aplicar dicha muestra bioldgica sobre el papel descrito antes, y
c) secar dicho papel con dicha muestra bioldgica.

La muestra biolégica puede ser un fluido bioldgico, p. €j., sangre, suero, plasma, orina, liquido cefalorraquideo,
médula espinal, etc., pero también puede ser un sélido o semisoélido tal como biopsias de tejido, etc. También puede
ser una formulacion farmacéutica o un reactivo de diagnostico, que comprende al menos una proteina u otra
biomolécula sensible.

Una ventaja de aplicar una muestra fluida, es que es absorbida por la estructura del papel y entra en contacto directo
con el polimero de carbohidrato ramificado protector. El secado puede ser pasivo, cuando el papel con la
muestra/formulacién/reactivo simplemente se deja secar, o puede ser activo, cuando se somete, p. €j., a
temperaturas moderadamente elevadas, radiacion infrarroja y/o una corriente de aire u otro gas. El secado se puede
llevar a cabo ventajosamente a temperaturas de 15-35°C, tales como 15-25°C. Después de secado, el contenido de
humedad residual del papel, o una zona de aplicacion de muestra con una muestra, puede ser menor de
aproximadamente 20% en peso, tal como menor de aproximadamente 10% en peso.

En algunas realizaciones, el método comprende una etapa d) de almacenamiento del papel secado con la muestra
biolégica durante al menos una semana, tal como al menos un mes o al menos un afio. La temperatura de
almacenamiento en la etapa d) puede ser al menos 0°C, tal como 0-40°C o 20-40°C. Es una ventaja del método de
la invencion que la estructura y la actividad bioldgica de las proteinas sensibles se pueda mantener a lo largo de
tiempos prolongados, sin la necesidad de congelar o incluso sin refrigeracion. El papel con la o las muestras se
puede almacenar ventajosamente a una humedad relativa entre 0 y 70%, tal como entre 0 y 50% o entre 0 y 20%.
La humedad relativa se puede controlar, p. ej., almacenando el papel con las muestras junto con un desecante en un
recipiente cerrado, tal como una bolsa de plastico cerrada.

En algunas realizaciones, el método comprende una etapa e) de extraccion de al menos una proteina de dicho papel
después de almacenamiento, y analisis de dicha proteina. La extraccion se puede hacer, p. €j., perforando pequefas
partes del papel con la muestra secada y sumergiéndolas en un liquido acuoso, p. ej. un tampén durante un periodo
de, p. €j., 1 h - 48 h. La inmersion se puede hacer con agitacion y la temperatura puede ser, p. €j., de 0°C a 30°C. Si
el tiempo de inmersion es mayor de 1 - 2 h, es una ventaja si la temperatura de inmersion es 0 - 8°C para minimizar
cualquier degradacion de las proteinas sensibles en disolucion.

En algunas realizaciones, el método comprende una etapa €’) de extraccion de dicho papel después de
almacenamiento y uso del extracto como un medicamento. En este caso, la muestra biolégica almacenada en el
papel es adecuadamente una formulacién farmacéutica y la aplicacion de la formulacion en el papel, el secado y
almacenamiento y extraccion, se pueden llevar a cabo en condiciones asépticas.

En algunas realizaciones la proteina es una proteina sensible al almacenamiento, que se puede definir como una
proteina que da menos de aproximadamente 60% o menos de aproximadamente 40%, de recuperacion de la
proteina en un estado biolégicamente activo después de almacenar en papel normal con un desecante durante 1
semana a 37°C. Este valor se puede determinar preferiblemente estando presente la proteina en una mancha de
sangre secada (DBS, por sus siglas en inglés Dried Blood Spot) sobre el papel. Un ejemplo de una proteina sensible
al almacenamiento es la proteina C reactiva (CRP), pero también se ha descrito que proteinas tales como la
apolipoproteina A-1, IgE, son sensibles al almacenamiento en la DBS (T McDade et al: Demography 44, 899
2007).

En algunas realizaciones en la etapa e) del método, la recuperacion de dicha proteina en un estado biolégicamente
activo es al menos 60%, al menos 70%, al menos 80%, al menos 90%, al menos 95%.

En algunas realizaciones, la proteina se analiza en la etapa e) por un inmunoensayo, por espectrometria de masas,
0 un ensayo de actividad enzimatica. Los inmunoensayos, p. €j., ELISA, se usan habitualmente para determinar la
concentracion de proteinas particulares. Puesto que se basan en las propiedades de unién al anticuerpo de la
proteina, es esencial que la proteina esté biolégicamente activa (es decir, no desnaturalizada), en particular cuando
se usan ensayos con anticuerpos contra epitopos de conformacion. Las enzimas en general son sensibles a la
desnaturalizacion y una enzima desnaturalizada no mostrara actividad o mostrara actividad muy reducida en un
ensayo. La espectrometria de masas (MS) es otra técnica de analisis comun para las proteinas, que requiere que la
muestra aplicada al espectrometro de masas no contenga lixiviados del papel, p. €j., detergentes. Los polimeros de
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polisacaridos ramificados usados se pueden eliminar facilmente de la muestra por métodos de tratamiento
convencionales, para el analisis de MS, p. ej., cromatografia de fase inversa, y de esta forma no producen
interferencia.

En un aspecto, la presente invencion describe un método de fabricacion de un papel para la conservacion de
muestras bioldgicas. EI método comprende las siguientes etapas:

a) proporcionar fibras de celulosa o fibras de vidrio, bien en una suspension acuosa o en forma de un papel base,

b) poner en contacto las fibras, bien en suspensién o como un papel base, con una disolucién que comprende 2-
60% en peso de un polimero de carbohidrato ramificado soluble en agua,

c) si las fibras estan en suspension acuosa, formar una hoja de papel con las fibras, y
d) secar el papel.

El contacto de una suspension de fibras con la disolucion de polimero puede tener lugar simplemente mezclando la
suspension y la disolucion o disolviendo el polimero en suspension. El contacto de un papel base con la disolucion
de polimero puede tener lugar como una etapa de impregnaciéon como se describe a continuacion. Si el polimero se
va a acoplar covalentemente, la disolucion puede tener una concentracion, p. ej., de 20-60% en peso de polimero,
mientras que en el caso de la impregnacion de un papel base con un polimero de carbohidrato ramificado que no da
acoplamiento covalente, la concentracion puede ser, p. €j., 2-15% en peso o0 4-10% en peso. La formacién de una
hoja de papel se puede hacer de acuerdo con métodos bien conocidos en la técnica, sea por formaciéon manual de la
hoja o por formacién en una maquina de papel, p. €j., un molde o maquina Fourdrinier. El secado puede ser pasivo,
cuando el papel con la muestra simplemente se deja secar, o puede ser activo, cuando se somete, p. €j., a
temperaturas elevadas, radiacion infrarroja y/o una corriente de aire u otro gas. El secado se puede llevar a cabo
ventajosamente a temperaturas de 20 - 100°C, tales como 20 - 60°C. Después de secado, el contenido de humedad
residual del papel, puede ser menor de aproximadamente 20% en peso, tal como menor de aproximadamente 10%
en peso. En un marco de produccion, el secado se puede hacer adecuadamente en una secadora en linea aplicada,
p. €j., después de una maquina recubridora por inmersion o la unidad de formacién de una maquina de papel.

En un aspecto, la presente invencion describe un método de fabricacion de un papel para la conservacion de
muestras bioldgicas. EI método comprende las siguientes etapas:

a) proporcionar un papel base que tiene un gramaje de 40 - 800 g/mz, que comprende fibras de celulosa o fibras de
vidrio,

b) impregnar el papel base con una disolucién que comprende 2 - 60% en peso de un polimero de carbohidrato
ramificado soluble en agua con un peso molecular medio de 15 - 800 kDa

c) secar el papel impregnado.

La impregnacion se puede hacer sumergiendo la hoja de papel base en la disolucion o se puede hacer en un
procedimiento de rollo a rollo, usando diferentes tipos de equipamiento de impregnaciéon conocidos en la técnica,
tales como, p. ej., maquinas recubridoras por inmersion. Si el polimero se va a acoplar covalentemente, la disolucion
puede tener una concentracion, p. ej., de 20-60% en peso de polimero, mientras que en el caso de impregnacion
con un polimero de carbohidrato ramificado en condiciones que no dan acoplamiento covalente, la concentracion
puede ser adecuadamente, p. €j., 2-15% en peso o 4-10% en peso. El secado puede ser pasivo, cuando el papel
con la muestra simplemente se deja secar, o puede ser activo, cuando se somete, p. €j., a temperaturas elevadas,
radiacion infrarroja y/o una corriente de aire u otro gas. El secado se puede llevar a cabo ventajosamente a
temperaturas de 20 - 100°C, tales como 20 - 60°C. Después de secado, el contenido de humedad residual del papel,
puede ser menor de aproximadamente 20% en peso, tal como menor de aproximadamente 10% en peso. En un
marco de produccion, el secado se puede hacer adecuadamente en una secadora en linea aplicada, p. €j., después
de una maquina recubridora por inmersion.

En algunas realizaciones, el polimero de carbohidrato ramificado comprende dextrano o un copolimero de un mono
o disacarido con un reactivo epdxido bifuncional como se ha descrito antes. El polimero de carbohidrato ramificado
puede ser un polimero de sacarosa-epiclorhidrina, tal como Ficoll. El polimero de carbohidrato ramificado puede
tener un peso molecular medio de 20-500 kDa o 70-400 kDa, tal como 20 kDa, 70 kDa o0 400 kDa.

En algunas realizaciones, la disolucion del polimero de carbohidrato ramificado tiene una viscosidad de 1-20 mPas,
tal como 1-10 mPas a 20°C. Como se ha expuesto antes, disoluciones de baja viscosidad facilitan la impregnacion y
dan lugar a ventajas funcionales adicionales.

En algunas realizaciones, el papel base comprende 5-300 micromol/g de grupos con carga negativa, tales como
grupos carboxilo. Los grupos con carga negativa se pueden introducir en el papel, p. €j., por procedimientos de
oxidaciéon o por acoplamiento covalente de especies cargadas, tales como acido cloroacético, acido bromoacético,
vinilsulfonato sddico, etc. de acuerdo con técnicas conocidas para preparar intercambiadores de cationes basados
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en polisacarido.

Las fibras o el papel base son activados quimicamente y el método comprende una etapa de hacer reaccionar las
fibras o el papel base con el polimero de carbohidrato ramificado. Una ventaja de usar fibras/papel base activados
es que se puede lograr un acoplamiento covalente del polimero de carbohidrato. Esto tiene la ventaja de que se
puede evitar la interferencia del polimero extraido con métodos de analisis. Tener un polimero acoplado
covalentemente también puede ser beneficioso para la conservacion de proteinas. La activaciéon se puede llevar a
cabo por varios métodos diferentes, p. €j., por reaccion con una epihalohidrina (p. €j., epiclorhidrina) o un diepdxido,
en cuyo caso las fibras activadas o el papel activado comprenderan grupos epoxi reactivos. Alternativamente, las
fibras/el papel se pueden activar por tosilacion, tresilacién o mesilacién, creando los correspondientes grupos labiles
reactivos, o se pueden activar con divinilsulfona o por alilaciéon seguido de bromacion de los grupos alilo o
acoplamiento directo en los alilo, etc. Es ventajoso si los grupos activados son reactivos frente a grupos hidroxilo en
el polimero de carbohidrato ramificado, pero también pueden ser reactivos frente a grupos funcionales especificos
introducidos en el polimero, p. €j., aminas o grupos aminooxi (reactivos, p. €j., frente a aldehidos) o grupos carboxilo
(reactivos frente a carbodiimidas) etc. Las fibras de vidrio se pueden activar por reaccion con silanos, p. €j.,
epoxisilanos. La reaccion entre el polimero de carbohidrato y las fibras/papel activados puede tener lugar
directamente en la suspension, opcionalmente después de calentar y/o ajustar el pH para acelerar la reaccion.
Puede tener lugar también durante o después del secado del papel, p. €j., a temperatura elevada.

En algunas realizaciones, el método también comprende una etapa de lavar las fibras o el papel base después de la
etapa de reaccion. Esto elimina polimero sin reaccionar del sistema y es otra forma de asegurarse de que el
polimero no lixivia e interfiere con ninguno de los métodos de analisis. El lavado puede tener lugar
convenientemente después de la reaccion descrita antes.

Ejemplos

Materiales

Papel base 31ETF (Whatman, parte de GE Healthcare)

Papel base 903 (Whatman, parte de GE Healthcare)

Dextrano T3.5 (3,5 kDa), Dextrano 20 (20 kDa), Dextrano 70 (70 kDa), Dextrano 110 (110 kDa) (GE Healthcare)

Ficoll PM20 (20 kDa), Ficoll PM70 (70 kDa), Ficoll PM400 (400 kDa) (GE Healthcare) DEAE Ficoll PM70 (70 kDa),
CM Ficoll PM70 (70 kDa) (TdB Consultancy AB)

Ejemplo 1 - Remojo en disoluciones de Ficoll y dextrano

Se cortaron tiras del papel seleccionado, se registré el peso secado al aire y el papel se puso en placas Petri de
plastico de 90 mm, dos tiras en cada una. Se afiadi6 la disolucion acuosa deseada (25 ml) de Ficoll o dextrano y la
placa se puso en un agitador y se agité a 100 rpm durante 1 h 45 min. Después se sacaron los prototipos de las
placas Petri y se pusieron horizontalmente en un Whatman 903 Dry Rak y se dejaron secar a temperatura ambiente
durante la noche. Se registraron los pesos y se calculd el aumento de masa. Finalmente los prototipos se marcaron
con una etiqueta de plastico y se almacenaron en placas Petri de 90 mm para el posterior analisis de DBS.

Tabla 1. Aumento de peso para los prototipos preparados, muestras por duplicado
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Compuesto Concentracion de la disolucion (% en peso) Aumento de peso del papel (% en peso)
Ficoll PM400 10 25
Ficoll PM400 7 15
Ficoll PM400 5 12
Ficoll PM400 2 4
Ficoll PM70 10 26
Ficoll PM70 7 16
Ficoll PM70 5 11
Ficoll PM70 2 3
Ficoll PM70 1 1
Dextrano 110 10 27
Dextrano 110 7 17
Dextrano 110 5 12
Dextrano 110 2 4
Dextrano 110 1 1
Dextrano 20 10 26
Dextrano 20 7 18
Dextrano 20 5 12
Dextrano 20 2 4
Dextrano 20 1 2
Dextrano T3.5 10 26
Dextrano T3.5 7 18
Dextrano T3.5 5 12
Dextrano T3.5 2 4
Dextrano T3.5 1 2

El aumento de masa para todos los prototipos es muy similar, por ejemplo, cuando se ha usado una disolucién al
10% en peso, el aumento de peso es 25-27% independientemente de que polimero se ha usado.

Ejemplo 2 - Acoplamiento covalente de Ficoll y dextrano
Acoplamiento con epiclorhidrina (ECH) de Ficoll PM70

En un experimento tipico, se corté una tira de papel del papel 31 Etf, que se habia puesto a 60°C y secado al menos
durante una noche antes del experimento. Se cortaron mallas de plastico para cubrir el interior del reactor de vidrio
de 150 ml y la tira de papel se interpuso entre ellos. Se afiadieron al reactor, agua (103,2 ml), NaOH al 50% (10,6
ml) y ECH (16,1 ml) y la disolucién se agité durante 120 min a 30°C. La mezcla de reaccion se decantd y se
afadieron 130 ml de agua y se continu6 agitando durante 20 min. Esto se repitié dos veces.

Se afiadio la disolucion de Ficoll PM70 (100 ml) con la concentracion deseada al reactor y la disolucion se agitod
durante 15 minutos antes de la adicion de NaOH al 50% (2,916 ml). La reaccion se agité a 30°C durante la noche.
Después de 20 h, la mezcla de reaccion se decantd y se afiadieron 130 ml de agua y se continu6 agitando durante
20 min. El prototipo de papel se retir6é del reactor y se puso en un vaso de precipitados de vidrio (600 ml) y se afadi6é
agua (300 ml) cubriendo el prototipo completamente. El vaso de precipitados se agité lentamente en un agitador a
~80 rpm durante 20 min, después de lo cual el agua se decantd y se afiadié agua de nueva aportacion. Esto se
repitié tres veces. Se dejo secar el papel en la campana extractora durante la noche sobre mallas de plastico para
asegurar que el prototipo era plano. Los prototipos se almacenaron en bolsas Ziploc hasta el posterior analisis.

Acoplamiento con ECH de Ficoll PM70 en fibra batida de nuevo
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En un experimento tipico, aproximadamente 15 g de papel 31ETF se rompid en trozos pequefios y se echd en una
mezcladora junto con agua (~500 ml) y se mezclé duramente durante aproximadamente 3 min en una pasta. La
pasta papelera se vertié en un embudo de vidrio sinterizado (P2) y se separd la mayor parte del agua. Se registro el
peso (~80 g) y la pasta ligeramente himeda se transfiri6 a un matraz de fondo redondo de 500 ml (RBF). Se
afadieron al RBF agua (142 ml) y NaOH al 50% (25 ml) y la mezcla se agit6 durante 15 min usando un agitador de
hélice. Mientras se agitaba, se afiadi6 ECH (30 ml) y el bafio de agua se fij6 en 30°C. Después la mezcla se agitd
durante 2 h adicionales.

La reaccién se termind por transferencia de la pasta a un embudo de vidrio sinterizado y se lavé con agua 5x. La
pasta se agité después de cada lavado y la succion empez6 cuando empezd a caer el agua por el embudo. Después
la pasta drenada se transfiri6 a un nuevo RBF de 500 ml que se cargd con disolucion de Ficoll PM70 (25 ml). La
mezcla se agité durante ~20 min antes de afiadir NaOH al 50% (8,75 ml). Se continué agitando durante la noche a
30°C.

Después de aproximadamente 20 h, las reacciones se terminaron y el prototipo de fibra se lavé sobre un filtro de
vidrio usando agua 5x. Este resultd ser un procedimiento bastante tedioso, en especial para las concentraciones
altas de fibras. En la ultima etapa de lavado, la fibra todavia bastante himeda se transfirié a una bolsa Ziploc y se
uso para la produccion manual de papel. También se preparo fibra 31Etf no modificada y se usé para la produccion
manual.

Remojo y acoplamiento con ECH de Ficoll PM20 y remojo de dextrano 70

Se llevaron a cabo experimentos como se ha descrito antes, con algunas alteraciones para los prototipos de Ficoll
PM20 acoplados.

Se usaron reactores de vidrio mas pequefios (100 ml) y se disminuyeron los volimenes de reaccion; para la
activacion se uso agua (23,83 ml), NaOH al 50% (2,45 ml) y ECH (3,72 ml). El acoplamiento se llevé a cabo usando
disolucion de Ficoll PM20 (30 ml) y NaOH al 50% (744,8 pl).

Los prototipos de DEAE-Ficoll PM70 se enviaron para el analisis elemental (%N), tabla 2. Segun el certificado de
analisis proporcionado por TdB Consultancy, el contenido de nitrégeno de DEAE-Ficoll PM70 es 3,6%, de modo que
0,086% del contenido de N en el papel deberia corresponder a un contenido de DEAE-Ficoll PM70 de 2,4% en peso.

Tabla 2. Andlisis elemental de los prototipos de DEAE-Ficoll (%N)

Prototipo Papel Ligando Disolucion de acoplamiento (% en peso) % N (g/9)
U2612068E 31Etf DEAE-Ficoll PM70 20 <0,01
U2612068F 31Etf DEAE-Ficoll PM70 50 0,086

Ejemplo 3 - Recuperacioén de proteina C reactiva de manchas de sangre secadas

Se aplicaron en mancha muestras de sangre (4 pl/mancha) sobre diferentes tipos de prototipos acoplados
covalentemente y remojados y papeles de referencia. Después de secar, las manchas se perforaron y se extrajeron
segun las condiciones usadas en estudios previos (seccion 2). La cantidad de CRP y proteina total se determiné por
ELISA y A280 respectivamente. La recuperacion se calcula a partir de la cantidad en las muestras de sangre de
referencia (n=3).

Aplicacion en mancha y almacenamiento de muestras de DBS

Se aplicaron en mancha partes alicuotas de sangre de 4 pl en los diferentes prototipos de DBS por triplicado, se
secaron a t.a. durante 4 h y se almacenaron (-20°C) con agente de secado en bolsas selladas hasta su uso. Se
almacenaron partes alicuotas de sangre de 4 pl en tubos de 0,5 ml con fines de referencia (almacenados a -20°C).

Extraccion de DBS

Se perforaron manchas de sangre por triplicado con alicates punzonadores. El tamafio se eligié para perforar la
mancha completa (diametro de 5 mm). Los discos se pusieron en placas de 96 pocillos y se extrajeron con 100 ul de
PBS-T durante la agitacion (~400 rpm), 1 h a t.a., durante la noche a +4°C, 1 h a t.a. La placa se sellé durante la
incubacion y se centrifugd a 3700 rpm en centrifuga de placa antes del analisis de muestras.

Medicion de CRP por ELISA/A280
Se uso el kit de ELISA para CRP humana segun las instrucciones del fabricante.

Se diluyeron partes alicuotas de sangre de referencia (n=3) con 100 yl de PBS-T. Después las muestras de
referencia y extraidas se diluyeron de nuevo 1:10 en tampdn de lavado de CRP hasta un volumen final de 200 pl en
una placa de UV. Se midi6 la absorbancia a 280 nm antes del analisis de CRP para el calculo de la recuperacion de
proteina. Las muestras de DBS se analizaron como muestras individuales y las referencias de sangre por duplicado
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en el ensayo de ELISA de CRP.

En la medicion de A280, las muestras de DBS y referencias de sangre en la parte Il del estudio de cribado se
analizaron como muestras individuales. Las referencias de sangre se analizaron por duplicado en la parte | del

estudio.

Recuperacion de CRP

Conc. de CRP en la muestra

% de recuperacio

Recuperacion de proteina

n=( Conc. de CRP en la referencia de sangre (media)

)x100

Se uso la absorbancia a 280 nm como una medida de la recuperacion de proteina total de las muestras extraidas

A280 de muestra

% de recuperacion

= A280 de referencia de sangre (media)

)x100

La primera parte del cribado de prototipos (tabla 3) contenia prototipos remojados con Ficoll PM400, PM70 y PM20.
Todos los prototipos remojados dieron una recuperacion aproximadamente 20% mayor comparados con el papel de

referencia.

Tabla 3. Recuperacion media de CRP (triplicado) en extracto de DBS de papeles modificados con Ficoll

Papel concentracion de disolucion de remojo (% p) Recuperacién de CRP (%)
Papel 31ETF normal (referencia) - 81,2

31ETF + Ficoll PM400 7 102,6

31ETF + Ficoll PM70 7 98,5

31ETF + Ficoll PM70 5 100,5

31ETF + Ficoll PM20 10 104,0

31ETF + Ficoll PM20 7 105,1

31ETF + Ficoll PM20 5 100,2

Tabla 4. Recuperacion media de CRP (triplicado) en extracto de DBS de prototipos de papel de DBS

Papel concentracion en disolucion de Recuperacion de
remojo/acoplamiento (% p) CRP (%)

Papel 31ETF normal (referencia) - 73,4

Papel 903 normal (referencia) - 70,6

Papel hecho a mano a partir de 31ETF vuelto a batir, - 61,1

tratado con ECH

31ETF remojado con Ficoll PM70 7 86,8

903 remojado con Ficoll PM70 5 84,2

903 remojado con Ficoll PM70 7 100,1

Papel hecho a mano a partir de 31ETF vuelto a batir, con | 30 81,9

Ficoll PM70 acoplado con ECH

Papel hecho a mano a partir de 31ETF vuelto a batir, con | 50 84,8

Ficoll PM70 acoplado con ECH
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Papel concentracion en disolucion de Recuperacion de
remojo/acoplamiento (% p) CRP (%)

31ETF remojado con CM Ficoll PM70 5 92,1
31ETF remojado con CM Ficoll PM70 7 93,0
31ETF CM Ficoll PM70 acoplado con ECH 50 70,3
31ETF remojado con DEAE Ficoll PM70 5 107,2
31ETF remojado con DEAE Ficoll PM70 7 102,4
31ETF DEAE Ficoll PM70 acoplado con ECH 50 75,6
31ETF remojado con Dextrano 70 5 91,0
31ETF remojado con Dextrano 70 7 90,1
31ETF Dextrano 70 acoplado con ECH 30 62,2
31ETF Dextrano 70 acoplado con ECH 50 62,6
31ETF remojado con Dextrano 70/Ficoll PM70 1:4 7 94,6
31ETF remojado con Dextrano 70/Ficoll PM70 4:1 7 95,5

La segunda parte del cribado de prototipos (tabla 4) contenia una amplia variedad de prototipos de Ficoll
principalmente. Los prototipos remojados en este estudio también dieron claramente recuperaciéon mayor comparado
con los prototipos acoplados en general. Cuando el acoplamiento se hizo en fibras de papel, también se obtuvo una
mayor recuperacion de CRP.

Las mezclas de Ficoll y dextrano también parece que tienen un efecto estabilizador en la molécula de CRP. La
relacion entre Ficoll y dextrano no era critica.

Incluso los prototipos de Ficoll con grupos con carga funcionaban bien en este estudio.

Los prototipos remojados con derivados de Ficoll cargados funcionaban bien en la aplicacion de ELISA. Para las
aplicaciones de MS, puede ser necesario eliminar de la muestra primero el polimero cargado.

La recuperacion de la cantidad total de proteina (no se muestra) era buena en todos los prototipos y la variacion
vista refleja, lo mas probablemente, la variacion en el volumen de mancha aplicada.

Ejemplo 4 - Estabilidad de la proteina C reactiva, leptina y B2 glicoproteina-1 en manchas de sangre secadas

Se ha llevado a cabo un estudio de estabilidad forzada de papeles de celulosa modificados dirigido a las muestras
de manchas de sangre secadas (DBS). Las muestras de DBS se aplicaron en mancha sobre prototipos Ficoll
remojados y covalentemente acoplados, para vigilar el efecto estabilizante en la proteina C reactiva (CRP), leptina 'y
B2 glicoproteina-1 después de almacenamiento una semana a -20°C y 37°C, respectivamente. Se han usado kits de
ELISA disponibles en el mercado para la evaluacion. El objetivo era encontrar la modificacion que es beneficiosa
para mas proteinas que la CRP, para la cual se ha establecido previamente la alta recuperacion (comparado con
papel de referencia).

Los resultados mostraron 10-20% de recuperacion mayor de la CRP de los prototipos de papel remojado comparado
con los prototipos modificados por acoplamiento covalente, pero no habia efecto en la recuperacion de leptina. El
papel remojado con Ficoll PM400 era casi tan buen como el no tratado para la 2GP1 y beneficioso tanto para la
CRP como B2GP1 durante el almacenamiento a temperatura elevada, con menor disminucién de la recuperacion
comparado con otros prototipos.

Para resumir el resultado, se puede concluir que el papel remojado con Ficoll PM400 parece ser beneficioso para
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algunas proteinas tras almacenamiento como DBS.
Aplicacion en mancha y almacenamiento de muestras de DBS

Se aplicaron en mancha partes alicuotas de sangre de 15 pyl en diferentes prototipos por triplicado. Las DBS se
secaron a t.a. durante 4 h y después los papeles se almacenaron a 37°C en bolsas selladas con paquetes
desecantes durante una semana. Se almacenaron 15 ul de partes alicuotas en tubos de 0,5 ml con fines de
referencia (-20°C).

Extraccion de DBS

Se perforaron las manchas (9 mm de diametro) y se extrajeron en placas de 24 pocillos con 400 yl de tampodn
durante 1 h a t.a. (mezclando a ~500 rpm), +4°C durante una noche y 1 h a t.a. (mezclando a ~500 rpm). La placa se
sellé durante la incubacion y se centrifugd a 3700 rpm en centrifuga de placa antes del analisis de la muestra. Se
saco la muestra para el andlisis de CRP y de A280 y las placas de muestras se almacenaron a -20°C. Los discos
extraidos se retiraron antes de la toma de muestra para el analisis de leptina y 2GP1.

Medicion de CRP por ELISA/A280

Se uso el kit de ELISA para CRP humana segun las instrucciones del fabricante, excepto las recomendaciones de
dilucioén (suero a diluir 1:4000). La muestra se diluyd 1:270 como en estudios previos.

Las partes alicuotas de sangre de referencia (n=3) se diluyeron con 385 ul de PBS-T. Las muestras de referencia y
extraidas después se diluyeron de nuevo 1:10 en tampon de lavado de CRP hasta un volumen final de 200 pl en una
placa de UV.

Se midio la absorbancia a 280 nm antes del analisis de CRP para el calculo de la recuperacion de proteina.

Las muestras de DBS se analizaron como muestras individuales y las referencias de sangre por duplicado en el
ensayo de ELISA de la CRP y la medicion de A280.

ELISA para leptina

Se uso el kit de ELISA para leptina humana segun las instrucciones de los fabricantes, excepto las recomendaciones
de dilucion (suero a diluir 1:3 en tampdn suministrado con el kit). Puesto que para la muestra enriquecida era
necesario usar otra dilucion, se ensayaron tres diluciones en un preestudio (1:50, 1:800 y 1:4000). Se eligi6é 1:800
puesto que la referencia y la muestra terminaban en la parte lineal de la curva patrén. Las muestras de DBS se
analizaron como muestras individuales y las referencias de sangre por duplicado.

ELISA para p2GP1

Se uso el kit de ELISA para la 2GP1 humana segun las instrucciones del fabricante excepto las recomendaciones
de dilucién (suero a diluir 1:5000). Se ensayaron tres diluciones en un preestudio (1:50, 1:500 y 1:2500). La dilucién
1:500 terminaba en el tercio inferior de la curva patrén y por lo tanto se supuso que 1:250 funcionaba bien para el
estudio final y por lo tanto se us6 esta. Las muestras de DBS se analizaron como muestras individuales y las
muestras de sangre por duplicado.

Recuperacion de CRP/leptina/B2GP1

n=( Conc. de CRP/leptina/B2GP1 en la muestra
Conc. de CRP/leptina/B2GP1 en la referencia de sangre (media)

% de recuperacio )x100

Recuperacion de proteina
Se uso la absorbancia a 280 nm como una medida de la recuperacion de proteina total de las muestras extraidas

( A280 de muestra
A280 de referencia de sangre (media)

% de recuperacion = )x100

La estabilidad de tres proteinas diferentes en DBS de los prototipos de papel se ha seguido por ELISA. La tabla 2
muestra un resumen condensado del resultado del estudio.

Tabla 5. Recuperacion media (n=3) de tres proteinas obtenidas por extraccion de DBS recogida en prototipos de
papel de DBS almacenados durante una semana a 37°C y analizados por ELISA. La recuperacion se calcula como
el % de la cantidad obtenida en la muestra de referencia de sangre (n=3, analizado por duplicado).
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Prototipo de papel de | Recuperacion | Des. | Recuperacion | Des. | Recuperacion | Des. | Recuperacion | Des.
DBS de CRP % Est. | deleptina% | Est. | de B2GP1 % | Est. | de prct;tel’nas Est.
31 ETF 52,0 0,9 65,9 6,5 75,9 0,8 740,6 24
31 ETF fibra 51,1 1,7 57,9 1,5 76,8 1,3 77,2 25
PM20 5% 55,1 6,7 60,5 9,9 85,7 12,4 77,2 6,0
PM20 ECH 50% 55,7 53 53,8 57 88,6 11,6 87,1 14,9
PM70 5% 67,1 3,4 68,2 4,2 70,0 15,8 76,9 2,6
PM70 ECH 50% 61,5 2,8 50,6 22,3 74,3 19,4 89,2 1,6
PM70 ECH fibra 64,3 4,7 64,8 2,2 83,5 15,0 88,0 6,9
PM400 5% 87,9 6,5 69,9 10,6 96,8 6,0 90,0 6,6
DEAE PM70 5% 70,9 0,9 76,5 9,4 75,8 9,1 82,3 0,8
DEAE PM70 ECH 50% 53,5 4.1 69,8 1,9 60,2 10,8 84,1 5,0
CM PM70 5% 68,5 5,9 74,2 14,3 48,9 10,9 81,3 15,2
CM PM70 ECH 50% 60,9 0,8 66,9 9,4 69,6 1,9 88,2 5,4
Ref. sangre 100,0 57 100,0 10,4 100,0 8,9 100,0 9,4

Los prototipos remojados dieron, como en los estudios previos, mayor recuperacion de CRP. Los Ficoll de mayor
peso molecular, PM70 y PM400 dieron una recuperacion de CRP 25% mayor para el papel remojado con PM400
después de almacenamiento una semana a 37°C. El papel modificado covalentemente mostraba mejor el efecto si el
Ficoll estaba directamente unido a las fibras de papel. Esto puede ser debido al mayor grado de modificacion.

Se encontrd algo de efecto positivo en la recuperacion de leptina por los papeles remojados con el Ficoll de mayor
peso molecular, aunque la incertidumbre era mayor en este ELISA, con desviaciones estandar en el intervalo de 2 a
22% dentro de los resultados por triplicado.

La desviacion estandar también era grande en el ensayo de B2GP1 (hasta 27%). Ficoll PM400 dio mayor
recuperacion que el papel de referencia después de almacenamiento a 37°C indicando un efecto estabilizante de
este medio.

Los ensayos de ELISA para tres proteinas se han usado para la evaluacion de la estabilidad durante el flujo de
trabajo de DBS. Se ha supuesto que una mayor recuperacion refleja buena estabilidad durante la interpretacion de
los resultados. Sin embargo, dependiendo del anticuerpo usado en el ensayo, incluso las proteinas parcialmente
degradadas y desnaturalizadas pueden contribuir al resultado general y esto no se ha podido controlar. Todos los
kits de ELISA usados en el estudio estaban dirigidos a muestras de suero.

La evaluacion detallada de la recuperacion de DBS era dificil de obtener debido a la desviacion estandar en general
grande en los ensayos de ELISA. Hay muchas etapas implicadas en el flujo de trabajo de las DBS comparado con
hacer el ensayo a partir de muestras de suero.

Para resumir el resultado, se puede concluir que el papel remojado con Ficoll PM400 es beneficioso para algunas
proteinas tras el almacenamiento como DBS.

El papel remojado con Ficoll PM400 era casi tan bueno como el no tratado para B2GP1 y beneficioso tanto para la
CRP como B2GP1 durante el almacenamiento a temperatura elevada con menor disminucién de la recuperacion
comparado con otros prototipos.

Ejemplo 5 - Estabilidad de la fosfatasa alcalina en las manchas de sangre secadas

La fosfatasa alcalina (ALP) cataliza la hidrolisis de ésteres fosfato en un entorno alcalino. En este estudio, se midié
la actividad de la ALP con el sustrato fosfato de p-nitrofenilo (pNPP). Un producto de reaccion, el p-nitrofenol,
presenta color amarillo en condiciones alcalinas (absorbancia maxima a 405 nm). La velocidad de la reaccion es
directamente proporcional a la actividad enzimatica.

Se midio la actividad de la ALP para los prototipos con DBS almacenados a 37°C durante una semana.

Muestras de sangre enriquecidas con 20 pug/ml de ALP: se aplican en manchas 15 pl de sangre enriquecida sobre
papeles. Se dejan secar las disoluciones al aire durante al menos 2 horas. Un conjunto de los 12 papeles prototipos
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con DBS se almacenaron a -20°C y el otro conjunto a 37°C durante una semana. Se aplicaron 2 manchas para cada
prototipo y temperatura.

Después de almacenamiento, los papeles se dejaron asentar a temperatura ambiente. Las manchas se perforaron
en discos de 10 mm usando un perforacorchos de acero, martillo y un tablero de corte de plastico. El disco se puso
en un pocillo de 10 ml de una placa Uniplate, y se afiadieron 400 pyl de tampoén de elucion de PBS-T (PBS con
Tween 20 al 0,05%). La placa se puso en un agitador a 500 rpm durante 1 hora, se almacené en el frigorifico
durante la noche y se puso en un agitador de nuevo durante 1 hora. Para las mediciones de la actividad de ALP, se
mezclaron 5 pl de la disolucion extraida con 195 pl de disolucién de sustrato pNPP y se siguié su absorbancia a 405
nm.

Tabla 6. Recuperacion de la actividad de ALP de disoluciones extraias de los prototipos

Papel Concentracion de la disolucion de Recuperacion de
remojo/acoplamiento (% en peso) actividad de ALP (%)

Papel 31ETF normal (referencia) - 88

Papel hecho a mano a partir de 31ETF vuelto a - 85

831ETF remojado con DEAE Ficoll PM70 5 83

31ETF remojado con CM Ficoll PM70 5 104

31ETF remojado con Ficoll PM20 5 85

31ETF remojado con Ficoll PM70 5 89

31ETF remojado con Ficoll PM400 5 98

31ETF Ficoll PM20 acoplado con ECH 50 107

31ETF Ficoll PM70 acoplado con ECH 50 99

31ETF DEAE Ficoll PM70 acoplado con ECH 50 96

31ETF CM Ficoll PM70 acoplado con ECH 50 92

Papel hecho a mano a partir de 31ETF vuelto a 50 95

batir, Ficoll PM70 acoplado con ECH

Los mejores resultados en el analisis de la ALP se vieron cuando se usaron prototipos donde las moléculas de Ficoll
estaban covalentemente acopladas, la actividad después de almacenamiento a +37°C parece buena para estos
prototipos, pero también para el papel remojado con Ficoll PM400. Estos resultados indican que la actividad
enzimatica es buena incluso después de almacenamiento de los papeles con sangre aplicada en mancha a +37°C
durante una semana.
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REIVINDICACIONES

1.- Papel para la conservacion de muestras bioldgicas, que tiene un gramaje de 40-800 g/mz, que comprende fibras
de celulosa o fibras de vidrio, y que comprende ademas 4-30% en peso, tal como 10-25% en peso, de un polimero
de carbohidrato ramificado hidréfilo, en donde dicho polimero de carbohidrato esta covalentemente acoplado a
dichas fibras o reticulado consigo mismo.

2.- El papel segun la reivindicacion 1, en donde el polimero de carbohidrato ramificado soluble en agua tiene un
peso molecular medio de 15-800 kDa, tal como de 70-400 kDa, aproximadamente 70 kDa o aproximadamente 400
kDa.

3.- El papel segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde dicho polimero de carbohidrato
ramificado es un polimero de sacarosa-epiclorhidrina, tal como Ficoll.

4.- El papel segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde el contenido de compuestos extraibles
en agua en dicho papel es 0-25% en peso, tal como 0,1-5% en peso o 3-20% en peso.

5.- El papel segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que comprende ademas 5 - 300 micromoles/g
de grupos con carga negativa o positiva, tales como grupos carboxilato o grupos amina.

6.- El papel segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que ademas comprende al menos una muestra
bioldgica secada, tal como una muestra de sangre secada.

7.- Un dispositivo de recogida de muestra, que comprende el papel segun cualquiera de las reivindicaciones
precedentes, en donde opcionalmente al menos una zona de aplicacion de la muestra esta impresa sobre el papel.

8.- Un método para la conservacion de al menos una muestra bioldgica, que comprende las etapas de:
a) proporcionar una muestra bioldgica,
b) aplicar dicha muestra biolégica sobre el papel de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, y
c) secar dicho papel con dicha muestra bioldgica.

9.- El método de la reivindicacion 8, que ademas comprende una etapa d) de almacenamiento del papel secado
con la muestra bioldgica durante al menos una semana, en donde opcionalmente en la etapa d), la temperatura de
almacenamiento es al menos 0°C, tal como 0-40°C o 20-40°C.

10.- El método de las reivindicaciones 8-9, que ademas comprende una etapa e) de extraccion de al menos una
proteina, tal como una proteina sensible al almacenamiento, de dicho papel después de almacenamiento, y analisis
de dicha proteina, en donde opcionalmente en la etapa €) la recuperacion de dicha proteina en un estado
bioldgicamente activo es al menos 60%, tal como al menos 80%.

11.- Un método de fabricacion de un papel para la conservacion de muestras bioldgicas, que comprende las etapas
de:

a) proporcionar un papel base que tiene un gramaje de 40-800 g/m2 y que comprende fibras de celulosa o
fibras de vidrio,

b) impregnar dicho papel base con una disolucion que comprende 2-60% en peso de un polimero de
carbohidrato ramificado soluble en agua, y

c) secar dicho papel impregnado,

en donde las fibras o el papel base estan quimicamente activados y el método comprende una etapa de
hacer reaccionar las fibras o el papel base con el polimero de carbohidrato ramificado.

12.- El método segun la reivindicacion 11, en donde dicho polimero de carbohidrato ramificado es un polimero
de sacarosa-epiclorhidrina, tal como Ficoll.

13.- El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 11-12, en donde dicha disolucion comprende 2-
60% en peso, tal como 2-15% en peso de dicho polimero de carbohidrato ramificado y/o en donde dicha disolucion
del polimero de carbohidrato ramificado tiene una viscosidad de 1-20 mPas, tal como 1-10 mPas a 20°C.

14.- El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 11-13, en donde las fibras o papel base activados
comprenden grupos epoxi.

15.- El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 11-14, que ademas comprende una etapa de
lavado de las fibras o el papel base después de la reaccion.
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