ES 2 372 832 B2

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

@NUmero de publicacion: 2 372 832

ESPANA N
@NUmero de solicitud: 200902287
@Int. Cl.:
GO1N 30/02 (2006.01)
B01D 15/08 (2006.01)
® PATENTE DE INVENCION CON EXAMEN PREVIO B2

@ Fecha de presentacién: 30.11.2009
Fecha de publicacion de la solicitud: 27.01.2012
Fecha de la concesion: 03.09.2012

Fecha de anuncio de la concesion: 13.09.2012

Fecha de publicacion del folleto de la patente:
13.09.2012

@ Titular/es:

UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA
OTRI. EDIFICIO CENTRAL

C/ DELGADO BARRETO, S/N
38204 LA LAGUNA, TENERIFE, ES

@ Inventor/es:

BORGES JURADO, RICARDO;
SUAREZ MONTESINOS, MONICA;
BELTRAN BAUTE, BEATRIZ;
MACHADO PONCE, JOSE DAVID y
FERNANDEZ CASTRO, JOSE JAVIER

Agente/Representante:
No consta
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@ Resumen:

Sistema de deteccién de actividad biolégica en tiempo
real basado en cromatografia liquida que se
caracteriza por la utilizacién de: a) un tampoén
fisiolégico como fase movil, b) una bomba de fluido, c)
un inyector, d) una columna compatible con el pH y la
composicion salina del tampén, e) un transductor, f)
una o varias preparaciones de érganos o tejidos (que
actuaran como detectores o sensores biolégicos) y g)
un sistema de medicién. El equipo se acompafia de
otros elementos como los sistemas de
termostatizacion.

El sistema propuesto permite separar y analizar una
muestra hidrosoluble compleja a tiempo real y
discriminar si alguno de los productos emanados de
la columna posee actividad biol6gica. Si resultase de
interés, el esfuerzo de identificacién/purificacion se
restringiria a esa fraccion.

Figura 1

Aviso:

Se puede realizar consulta prevista por el art. 40.2.8 LP.
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DESCRIPCION

Sistema de deteccién de actividad biolégica en tiempo real basado en cromatografia liquida.
Sector de la técnica

Biotecnologfia, investigacién farmacéutica.
Introducciéon

La cromatografia liquida es una técnica de separacioén y cuantificacién que utiliza un liquido como vehiculo para
hacer pasar la muestra a analizar a través de una columna de separacién. La columna esté rellena de una arena formada
por particulas microscépicas que retienen, con diferente afinidad, los componentes de la muestra a analizar. De esta
forma las distintas sustancias irdn emergiendo de la columna a diferentes tiempos, caracteristicos de cada soluto (tiem-
po de retencién). Generalmente se coloca un detector “en linea” con la columna para ir identificando y cuantificando
los distintos componentes. El sistema ideal seria aquel que permitiese separar y detectar todos los componentes en un
espacio de tiempo razonable.

Dos son las modalidades principales de cromatografia liquida:

a) Cromatografia liquida de alta presion HPLC. Donde se utilizan pequefias columnas de relleno altamente com-
pactado para las que se requiere altas presiones. El volumen de muestra que podemos analizar es bajo, habitualmente
menor de 100 pL.

b) Cromatografia de baja o media presién (FPLC 6 MPLC). Utiliza columnas de medio o gran tamafio. General-
mente no requieren grandes presiones para hacer pasar flujos moderados de liquido (4-10 mL/min) a su través. Pueden
hacerse inyecciones de muestra de varios mL.

Al liquido utilizado para acarrear las muestras se le denomina fase mévil. Por el contrario al relleno de la columna
se le denomina fase estacionaria. Hasta hace bien poco los rellenos de las columnas de HPLC sélo admitian fases
méviles con pH muy 4cidos y con altos contenidos en disolventes no-polares (metanol, acetonitrilo). Con la llegada
de nuevos rellenos para columnas ya es posible utilizar tampones fisiolégicos (de composicién similar al medio ex-
tracelular normal) como fases mdviles, por lo que no es preciso afiadir disolventes y se puede trabajar al pH fisiol6-
gico.

Estado de la técnica

Uno de los problemas derivados tanto de la sintesis combinatoria como de la extracciéon de moléculas desde pro-
ductos de origen natural reside en la necesidad de aislar y purificar los diferentes compuestos antes de proceder a su
analisis farmacolégico. Ello supone un descomunal esfuerzo tanto de tiempo como de dinero ademds de disponer de
una cantidad considerable de material inicial, con el fin de obtener suficiente productos de cada una de los sustancias
puras. Luego se precisard del cribado farmacolégico de cada sustancia una por una.

Por probabilidad, la mayoria o todos los productos aislados resultan poco o nada activos. El sistema propuesto
permite separar y analizar una muestra hidrosoluble compleja y discriminar, en tiempo real, si alguno de los productos
emanados de la columna posee actividad bioldgica. Si resultase de interés, el esfuerzo de identificacién/purificacién
se restringiria a esa fraccion.

Descripcion de la invencion

Se trata de utilizar preparaciones bioldgicas como detectores de actividad farmacoldgica, en tiempo real, de las
sustancias que vayan emergiendo de la columna de separacioén cromatogrdfica. Dado que la fase mévil a emplear es
un tampo6n fisioldgico, similar al utilizado en las preparaciones clasicas en farmacologia podemos mantener saluda-
blemente, durante varias horas, una o més preparaciones bioldgicas cuya actividad (contrictil, secretora, eléctrica)
podemos medir.

El sistema se caracteriza por la utilizacién de (véase Figura 1): a) un tamp6n fisiolégico como fase mévil, b) una
bomba de fluido, ¢) un inyector, d) una columna compatible con el pH y la composicién salina del tampdn, e) un
transductor, f) una o varias preparaciones de 6rganos o tejidos (que actuardn como detectores o sensores bioldgicos) y
g) un sistema de medicién. El equipo se acompaiia de otros elementos como los sistemas de termostatizacion.

La invencién se puede aplicar con dos técnicas de cromatografia:
- HPLC de utilidad para muestras muy concentradas o de uso con preparaciones bioldgicas de poco volumen

(células en cultivo, 6érganos pequefios). Requiere de algunas modificaciones en el sistema de bombeo a fin de oxigenar
el tejido.
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- MPLC al admitir grandes volimenes de inyeccidn resulta de utilidad para muestras menos concentradas y permite
el uso en preparaciones de cierto tamafio. La figura 3 muestra un registro obtenido con este sistema.

Como preparacion de los detectores o sensores bioldgicos (f) puede utilizarse, en principio, cualquier érgano,
tejido o célula aislada (o su combinacién) cuya accién pueda ser medida, tales como: el conducto deferente, utero,
intestino, arteria aorta, vena porta, auricula aislada, corazén o riiién aislados de diversos animales, etc., que pueden
colocarse individualmente o en serie a fin de explorar la accién de las sustancias emergentes sobre diferentes receptores
farmacolégicos, canales, enzimas, etc ...

Descripcion de las figuras

Figura 1: Descripcién general del sistema siendo: a) un tampoén fisiolégico como fase mdvil, b) una bomba de
fluido, c) un inyector, d) una columna compatible con el pH y la composicién salina del tamp6n, e) un transductor, f)
una o varias preparaciones de 6rganos o tejidos (que actuardn como detectores) y g) un sistema de medicién. El equipo
se acompaiia de otros elementos como los sistemas de termostatizacién.

Figura 2: Sistema para HPLC adaptado a rifién prefundido de rata.

Figura 3: Registros obtenidos en el sistema HPLC adaptado a rifién prefundido de rata. El trazo del primer pico
(=18 minutos) es una solucion estandard de fenilefrina 1 uM. El trazo que se corresponde con la elucién a los 23
minutos se obtuvo tras inyectar 1 mL de un extracto hidrosoluble de origen vegetal. La escala en ordenadas muestra
los incrementos sobre la basal (80 mmHg) de la presion de perfusion de un rifién de rata. En abscisas se muestran los
tiempos de retencién en una columna XK16 (Pharmacia) rellena con Sephadex 100.

Figura 4: Disefio del sistema para HPLC adaptado a varias preparaciones.

Figura 5: Registro en cascada de dos preparaciones. Se colocaron en serie un conducto deferente y un anillo de
aorta de rata. Las contracciones isométricas son mostradas. La de mayor pico corresponde a la respuesta del conducto
deferente y a la de menor pico a la arteria aorta. La escala en ordenadas indica la contraccién (1 V= 500 mg). En
abscisas se muestra el tiempo de retencién.

Modos de realizacion de la invencion
Ejemplo 1
Sistema para HPLC adaptado a riiion perfundido de rata. (Figura 2)

Mediante el burbujeo continuo con helio (1) el tampén fisiologico (Solucién de Krebs-HEPES) es desgasificado.
(2) Una bomba de HPLC (3) envia la solucién con un flujo constante de 1-2 mL/min hacia un inyector de asa manual
o automadtico (4) y de ahi a una columna de fase reversa con relleno compatible con pH 7,4 (C18, 5 um particula), (5).
Desde un reservorio con una solucién de Krebs-HEPES burbujeado con oxigeno (6) y la ayuda de una bomba de fluidos
(8) el efluente de la columna (que llega desgasificado) se mezcla al 50% (9). Un inyector manual situado en linea (10)
permite el calibrado de la preparacién con concentraciones conocidas de farmacos (por ejemplo noradrenalina). La
mezcla se atempera a 37°C (11) y se dirige a un rifién de rata perfundido a través de su arteria renal (13). La presién de
infusién se monitoriza continuamente mediante un transductor (12). El sistema tiene incorporado un sistema de deri-
vacidn a fin de evitar el paso por la preparacion de aquellas partes del efluente que pudiesen dafiar a la preparacion (7).

En la Figura 3 se muestran los resultados obtenidos en la experiencia. La imagen muestra dos registros super-
puestos. El trazo del primer pico (=18 minutos) es una solucion estindard de fenilefrina 1 uM. La fenilefrina es un
estimulante de los receptores alfa-1 adrenérgicos. El trazo que se corresponde con la elucién a los 23 minutos se obtu-
vo tras inyectar 1 mL de un extracto hidrosoluble de origen vegetal. La escala en ordenadas muestra los incrementos
sobre la basal (80 mmHg) de la presion de perfusién de un rifién de rata. En abscisas se muestran los tiempos de
retencién en una columna XK16 (Pharmacia) rellena con Sephadex 100.

Ejemplo 2
Diserio del sistema para HPLC adaptado a varias preparaciones

Se trata de un sistema similar al utilizado en la figura 1 sélo que en lugar de utilizar un riiién perfundido se utilizan
varias preparaciones de musculo liso en cascada (13) en la figura 4. El efluente es derivado hacia el hilo de la primera
preparacién que a su vez es conducido hacia las restantes (en este caso dos). Las contracciones son registradas de
forma independiente por dos transductores (12), figura 4. Las respuestas contractiles dependeran de la riqueza relativa
en receptores para farmacos y en su acoplamiento al proceso contractil.

En la figura 5 se tiene el correspondiente registro en cascada de dos preparaciones. Se colocaron en serie un
conducto deferente y un anillo de aorta de rata. Las contracciones isométricas son mostradas. La de mayor pico
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corresponde a la respuesta del conducto deferente y a la de menor pico a la arteria aorta. La escala en ordenadas indica
la contraccién (1 V=500 mg). En abscisas se muestra el tiempo de retencién. La muestra contenia acetilcolina 100 uM
(50 uL de muestra total, 1 mL/min de flujo) y evidencia la distinta sensibilidad a altas concentraciones del farmaco de
las dos preparaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Sistema de deteccion de actividad bioldgica en tiempo real basado en cromatografia liquida que comprende: a)
un tampdn fisiolégico como fase mévil, b) una bomba de fluido, c) un inyector, d) una columna compatible con el pH
y la composicidn salina del tampdn, ) un transductor, f) una o varias preparaciones de érganos o tejidos (que actuardn
como detectores) g) un sistema de medicion y h) sistemas de termostatizacion.

2. Sistema de deteccion de actividad bioldgica en tiempo real basado en cromatografia liquida segin reivindicacién
1, caracterizado por la utilizacién de sistemas de termostatizacion.

3. Procedimiento de deteccidn de actividad biolégica en tiempo real basado en cromatografia liquida caracterizado
por las siguientes etapas:

Etapa 1: Mediante el uso de un sistema de degasificacion (1) en la fase mévil (2), una bomba (3) envia una solucién
con un flujo constante hacia un inyector (4) y de ahi a una columna (5).

Etapa 2: Desde un reservorio con una solucién (6) y la ayuda de una bomba de fluidos (8) el efluente de la columna
se mezcla en la proporcién adecuada (9).

Etapa 3: Se calibra la preparacién con concentraciones de farmacos conocidas o sustancias a identificar en un
inyector situado en linea (10).

Etapa 4: La mezcla se atempera a una temperatura adecuada a la preparacion farmacoldgica utilizada (11) y se
dirige al detector/sensor biolégico (13).

Etapa 5: La presion de infusién se monitoriza continuamente mediante un transductor (12). Se evita el paso por la
preparacién de aquellas partes del efluente que pudiesen dafiar a la preparacion (7), mediante un sistema de derivacién
incorporado.
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N° de solicitud: 200902287

Fecha de Realizacion de la Opinion Escrita: 30.12.2011

Declaraciéon

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986)

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986)

Reivindicaciones
Reivindicaciones

Reivindicaciones
Reivindicaciones

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacion industrial
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinién.-

1-3

SI
NO

SI
NO

. Este requisito fue evaluado durante la fase de

La presente opinidn se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 200902287

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacién de esta opinién.

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion
D01 WO 2006113527 A2 (CALIFORNIA INSTITUTE OF 26.10.2006
TECHNOLOGY)
D02 US 20070000838 A1 (CHI-YUAN SHIH) 04.01.2007
D03 BUCHHOLZ J. N. and DUCKLES PIPER S. “In vitro measurement 1992

of endogenous norepinephrine release from small blood vessels
with short stimulation trains.” Journal of Pharmacological and
Toxicological Methods (1992) Vol. 28, paginas 137-141.

Todo el documento.

2. Declaracion motivada seguin los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucién de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

La presente solicitud de invencion consiste en un sistema de deteccién de actividad biolodgica en tiempo real basado en una
cromatografia liquida (reivindicaciones 1y 2) y el procedimiento de dicha deteccién (reivindicacion 3).

El documento DO1 consiste en un sistema para la deteccion de analitos en tiempo real utilizando cromatografias, como
HPLC.

El documento D02 consiste en un sistema y un método para monitorizar analitos en tiempo real utilizando una cromatografia
liquida.

El documento D03 consiste en la cuantificacién mediante HPLC de norepinefrina en tejidos y su deteccién electroquimica.
1.- NOVEDAD (Art. 6.1 Ley 11/1986) Y ACTIVIDAD INVENTIVA (Art. 8.1 Ley 11/1986).
1.1.-Reivindicaciones 1-3.

Ninguno de los documentos citados en el Informe del Estado de la Técnica, o cualquier combinacion relevante de ellos
revela el uso de 6rganos o tejidos como detectores en la cromatografia liquida de alta resolucion.

Por lo tanto, los documentos D01-D03 son solo documentos que reflejan el estado de la técnica. En consecuencia la
invencion es nueva y se considera que implica actividad inventiva segun los articulos 6.1y 8.1 Ley 11/1986.
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